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RESUMO

FERNANDES, Rodrigo P. Produc&o de Proteina de Unicelular a Partir de Metano em
Sistema de Biorreatores em Série Recheados com Anéis de Pall. Tese de doutorado.

Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro - Brasil, 2018.

Orientadores: Nei Pereira Jr. e Ricardo Pires Peganha

Bactérias metanotréficas sdo capazes de utilizar metano como fonte de carbono e
energia. A capacidade de consumir um gas, agente do efeito estufa, aliada aos
esforcos mundiais para se encontrar novas fontes de proteina, fazem com que elas
sejam promissores agentes para geracdo de suplementos alimenticios tanto para
animais quanto para humanos. Diversas vantagens podem ser observadas na
utilizacao dessa fonte, como a velocidade da sintese proteica nos unicelulares, altos
conteudos em proteina, a facilidade de se modificar geneticamente o microrganismo
e a independéncia de fatores sazonais. O presente trabalho teve como objetivo
desenvolver um processo de producdo de proteinas a partir de metano, utilizando
Methylocystis hirsuta, explorando o0s aspectos relacionados ao cultivo do
microrganismo e a engenharia do bioprocesso. Inicialmente, foram realizados
ensaios em frascos agitados com atmosfera controlada de metano e ar em meio
mineral. Apds modificacdes no meio mineral indicado para o cultivo de M. hirsuta,
utilizando diferentes concentracdes dos componentes iniciais, foram adicionados
suplementos no meio, na expectativa de fornecer cofatores e outras moléculas que
pudessem acelerar o crescimento da bactéria. O uso de extrato de levedura e
casaminoacidos em conjunto com Oleo de soja, um surfactante, resultou em um
aumento de 0,3 para 1,0 g/L de biomassa seca nos frascos. Levando em
consideragcdo a necessidade de melhorar a transferéncia de massa da mistura
gasosa para a fase liquida, foram realizados ensaios de K,a em diferentes
configuracbes de biorreator. Foi desenvolvido no proprio laboratério um sistema
reacional de colunas de bolhas em série (RCB) preenchidas com anéis do tipo Pall
com o objetivo de aumentar a capacidade de transferéncia de massa,
reaproveitando a corrente gasosa fornecida e reduzindo as perdas de metano. Os
ensaios de Kia mostraram o RCB como um modelo promissor, com valores
superiores aos de reatores convencionais. Ensaios no sistema RCB apresentaram
concentracbes celulares de até 4,5 g/L, devido a sua maior capacidade de
transferéncia e a manutencdo dos parametros 6timos de operacdo para o dado
microrganismo. As concentragdes celulares obtidas, além dos altos valores de K, a,
tornam o sistema RCB uma nova e promissora op¢ao de reator para bioprocessos
aerobios ou que demandem altas vazGes de mistura gasosa. Novas configuracoes,
com mais colunas em série, uso de diferentes tipos de recheio e reciclo da fase
gasosa podem ser testadas, aumentando ainda mais a eficiéncia e a economia
deste sistema inovador para o cultivo de metanotroficos.



ABSTRACT
FERNANDES, Rodrigo P. Producéo de Proteina de Unicelular a Partir de Metano em
Sistema de Biorreatores em Série Recheados com Anéis de Pall. Tese de doutorado.
Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro - Brasil,
2018.

Advisors: Nei Pereira Jr. and Ricardo Pires Pecanha

Methanotrophic bacteria are microorganisms capable of using methane as source of
carbon and energy. The ability to consume a greenhouse gas, coupled with the world
recent efforts to find new sources of protein, make them promising fermentative
agents for the generation of food supplements for both animals and humans. Several
advantages can be observed in the use of this source: reduced protein synthesis
time in unicellulars compared to superior organisms, high contents of protein, facility
to genetically modify the microorganism and independence of seasonal factors. The
present work aimed to develop a process of production of proteins from methane
utilizing Mehtylocystis hirsuta, exploring the aspects related to microorganism culture
growth and the engineering of the bioprocess. Initially, experiments were carried out
in shaken flasks with controlled atmosphere of methane and air and mineral medium.
After modifications in the mineral medium indicated for the cultivation of M. hirsuta,
using different concentrations of the initial components, supplements were added, in
order to provide cofactors and other molecules that could accelerate the growth of
bacteria and stimulate protein production. The use of yeast extract and casamino
acids together with soybean oil, a surfactant, resulted in an increase of 0.3 to 1.0 g/L
of dry biomass in flasks. Taking into consideration the need to improve the mass
transfer of the gas mixture to the liquid phase, K_a assays were performed in different
bioreactor configurations. A system of three bubble columns reactors in series (BCR)
filled with Pall rings was developed in the laboratory with the objective of increasing
the mass transfer capacity, reusing the supplied gas stream and reducing wastes of
methane. The K a assays showed the BCR as a promising model, with transfer
coefficient values higher than those of conventional reactors. Bioreactor tests, due to
the higher mass transfer coefficient and the maintenance of optimum operating
parameters for the given microorganism, presented cellular concentrations up to 4.5
g/L. Cell concentrations obtained, in addition to the high K a values, make the BCR
system a new and promising reactor option for aerobic or those requiring high gas
flow rates bioprocesses. New configurations for the BCR, with more columns in
series, use of different types of filling and gas phase recycle can be tested, further
increasing the efficiency and the economy of this innovative system for the cultivation
of methanotrophs.
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Capitulo 1

Introducéao

O crescimento populacional, aliado ao consequente aumento da demanda por
alimentos, é responsavel por uma crescente deficiéncia mundial de proteinas,
tornando imprescindivel a busca por novas fontes destes compostos. Com inicio na
década de 1950, apesar de alguns periodos de estagnacdo nas pesquisas
relacionadas a esse tema, intensivos esfor¢os foram realizados a fim de se explorar
0 uso de fontes alternativas e ndo convencionais, como a obtencédo de proteina a
partir de organismos unicelulares (PTU), ou, em inglés, Single Cell Protein (SCP).
Essa nomenclatura € utilizada para se referir a células microbianas secas ou ao total
de proteinas, purificadas ou ndo, extraidas de uma cultura, que podem ser
empregadas como suplemento alimenticio para animais ou humanos (Kuhad et al,
1997; Nasseri et al., 2011).

O uso de tais proteinas apresenta diversas vantagens em relacdo as fontes
convencionais, podendo ser destacadas: a velocidade da sintese proteica nos
unicelulares em relacdo a producdo em sistemas vivos superiores, como bovinos e
suinos; o alto conteuddo em proteinas, lipideos, carboidratos, acidos nucléicos,
vitaminas e sais minerais, bem como o elevado teor de aminoacidos essenciais,
como lisina e metionina; a independéncia de fatores sazonais; a facilidade de se
modificar geneticamente o microrganismo visando a composicdo Otima de
aminoécidos; a capacidade de se utilizar residuos agricolas e industriais como
matéria prima, entre outros (Adebayo et al., 2011; Nasseri et al., 2011). A escolha do
microrganismo para a producao da PTU deve ser baseada em fatores relacionados

ao seu metabolismo, ao substrato que sera utilizado para a producédo e ao uso final
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do produto, tendo em vista as caracteristicas Unicas de composicéo celular de cada
espécie (Miller & Litsky, 1976).

A capacidade dos microrganismos de consumir diferentes tipos de substratos
permite que uma ampla gama de excedentes/residuos possam ser utilizados, e,
nesse contexto de excedentes, pode-se pensar na industria de petréleo, langando
mao, por exemplo, do gas natural, rico em metano, para a producdo de PTU
(Bowman, 2006; Durre & Eikmanns, 2015; Vary & Johnson, 1967).

Em territério nacional, o gas natural produzido ndo € capaz de atender a
demanda do setor energético do pais, no qual ele € majoritariamente empregado.
Relatoérios da Petrobras, contudo, indicam que, com a exploracdo dos poc¢os do pré-
sal, o volume de géas produzido irA aumentar nos préximos anos, se tornando o
suficiente para suprir a demanda interna e ainda permitir o acimulo de excedentes
(Petrobras, 2018). Estudos apontam que a venda desse excesso de gas natural para
0 mercado externo ndo é atrativa, devido ao cenario de precos baixos que se projeta
para os proximos anos (Infopetro, 2014), o que gera o interesse em outras formas de
aproveitar esse gas, inserindo 0 mesmo no contexto da producdo de PTU.

A utilizacdo do gas natural, com teor superior a 70% de metano em sua
composi¢cdo, como substrato, no contexto dos bioprocessos, apresenta diversos
desafios, tais como desenvolver um reator que propicie uma alta eficiéncia na
transferéncia de massa da fase gasosa (substrato) para a fase liquida, sem gastos
excessivos com agitacdo do meio, bem como escolher a melhor condicdo de
processo, para a qual deve ser levado em conta o microrganismo utilizado e,
consequentemente, atentando para a composicdo da célula, as taxas de
crescimento, o meio de cultivo, e a taxa de aeracdo, além da temperatura e da
pressao ideais, de forma a tornar o processo viavel economicamente.

Para que seja possivel o uso do metano como fonte de carbono para a
producdo de PTU, é necessario que o0 microrganismo utilizado seja capaz de
consumir esse substrato, fator responsavel por restringir as opc¢des. Entre essas
estdo as bactérias metanotrodficas, ja utilizadas comercialmente para este fim, em
virtude de utilizarem metano como fonte de carbono e apresentarem composicéo
média que as torna adequadas para o uso como alimento, para animais ou

humanos, apos tratamento.
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Uma vez que o metano deve ser a Unica fonte de carbono presente no meio,
ele deve ser alimentado a elevadas taxas no biorreator, de forma que o fornecimento
seja em quantidade suficiente para o consumo pela célula. Isso significa que um dos
pontos criticos do processo € a transferéncia de massa do metano, tendo em vista
sua baixa solubilidade em agua e a necessidade de suprimento de grandes volumes.

O coeficiente global de transferéncia de massa, K,a, € uma medida da
eficiéncia da transferéncia do gas para a fase liquida. O conhecimento deste
coeficiente é importante no sentido de adequar o suprimento do gas a concentracao
desejada do mesmo dissolvido no meio a ser disponibilizado as células. Como
fatores que influenciam o K a podem ser citadas a vazéo de alimentagdo do gas, a
temperatura do processo e a presenca ou ndo de internos no reator, tendo esses a

func&o de promover um maior contato entre as fases.
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2.1. O Gaéas Natural

O gas natural, um combustivel fossil e fonte de energia ndo renovavel, € uma
mistura de compostos em estado gasoso nas condi¢des ambientes de temperatura e
pressdo (Vaz et al., 2008). Trata-se de uma mistura inodora e incolor de
hidrocarbonetos leves, ndo toxica e menos densa que o ar, da qual o metano € o
principal componente, presente em teores superiores a 70% em volume. A
composicdo do gas natural bruto é funcao tanto de uma série de fatores naturais que
determinaram o seu processo de formacdo como das condi¢cdes de acumulacdo do
seu reservatorio de origem, do processo de producdo, do condicionamento, do
processamento e do transporte. E encontrado em reservatérios subterraneos em
diversas localidades do planeta, seja na terra ou sob o mar, tal qual o petréleo,
sendo consideravel o numero de reservatérios que contém gas natural associado a
esse material. Nestes casos, 0 gas recebe a designacdo de gas natural associado
(GASA), e quando o reservatorio contém pouca ou nenhuma quantidade de petréleo
0 gas natural é dito ndo associado (GASN) (Schoell, 1980). De modo a exemplificar
a diversidade e a variabilidade da composi¢cdo do gas natural bruto, bem como a

predominancia do gas metano, é apresentada a Tabela 2.1.
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Tabela 2.1: Composicdo do gas natural bruto de diferentes locais de producdo pelo mundo em
condicdes normais de temperatura e pressdo (CNTP).
Fonte: http://gasnet.com.br/gasnatural/gas_completo.asp#gasll.

Origem COMPOSICAO EM % VOLUME PCS
Pais/Campo METANO | ETANO | PROPANO Cle> kI)z N2 P

USA Panhandle 81,8 5,6 3,4 2,2 0,1 6,9 - 42,7
USA/Ashlaw 75,0 24,0 - - - 1,0 - 46,7
Canada 88,5 4,3 1,8 1,8 0,6 2,0 - 43,4
Ruissia 97,8 0,5 0,2 0,1 0,1 1,3 - 39,6
Australia 76,0 4,0 1,0 1,0 16,0 2,0 - 35,0
Franca 69,2 3,3 1,0 1,1 9,6 0,8 - 36,8
Alemanha 74,0 0,6 - - 17,8 7,5 - 29,9
Holanda 81,2 2,9 0,4 0,2 0,9 14,4 | 0,640 31,4
Ira 66,0 14,0 10,5 7,0 1,5 1,0 0,870 52,3
Mar do Norte 94,7 3,0 0,5 0,4 0,1 1,3 | 0590 | 386
Argélia 76,0 8,0 3,3 4,4 19 6,4 - 46,2
Venezuela 78,1 9,9 5,5 4,9 04 1,2 0,702 47,7
Argentina 95,0 4,0 - - - 1,0 0,578 40,7
Bolivia 90,8 6,1 1,2 0,0 0,5 1,5 0,607 38,8
Chile 90,0 b,6 2,1 0,8 - - 0,640 | 45,2
Brasil

R] 89,4 6,7 2,3 0,5 0,3 0,8 0,623 40,2
BA 88,6 9,2 0,4 - 0,6 1,2 0,615 39,3
AL 76,9 10,1 5,8 1,7 1,2 2,0 - 47,7
RN 83,5 11,0 0,4 - 1,9 3,2 0,644 38,5
ES 84,8 8,9 3,0 0,9 0,3 1,6 0,604 46,4
CE 76,1 8,0 7,0 4,3 11 15 - 52,4

o densidade (kg/m?)
PCS: poder calorifico superior (MJ/N.m")

O gas natural ndo associado apresenta 0os maiores teores de metano,
enquanto o gas natural associado apresenta propor¢cfes mais significativas de
etano, propano, butano e hidrocarbonetos mais pesados. Além dos hidrocarbonetos,
fazem parte da composicdo do gas natural bruto: diéxido de carbono (COy),
nitrogénio (N2), gas sulfidrico (H,S), agua (HO), acido cloridrico (HCI), metanol
(CH30OH) e inorganicos. A presenca e a proporcao destes componentes dependem,
fundamentalmente, da localizacdo do reservatério, se ele estd em terra ou no mar,
de sua condicdo de associado ou néo, do tipo de matéria organica ou mistura do
gual se originou, da geologia do solo e do tipo de rocha onde se encontra o
reservatorio.

A producéo brasileira de gas natural no més de Maio de 2018 foi de cerca de
112 milhdes de m3/dia, segundo o Boletim Mensal da Producao de Petréleo e Gas
Natural da ANP (ANP, 2018). Contudo, de acordo com previsbes da Petrobras,
apresentadas no seu Plano de Negdcios e Gestdo 2013 — 2017 (Petrobras, 2014),
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estdo sendo feitos investimentos no setor de Exploracdo & Producdo que permitirdo
alcancar, com a operacdo dos campos do Pré-sal, uma producéo de cerca de 160
milh6es de m3/dia em 2020. O Plano de Negdécios de 2018-2022 ndo apresentou
estimativas de producdo de gés natural, mas informou da descoberta de diversos
novos poc¢os, tanto do pré-sal quanto de outras modalidades de exploragéo,
prevendo um aumento no investimento no setor de Gas & Energia de R$ 3,7 bilhdes
até 2022 (Petrobras, 2018). Com as informacdes obtidas através destes e de outros
relatorios, é esperado um aumento da oferta, que deverd ser acompanhado pelo
desenvolvimento do mercado de gas e da infraestrutura de escoamento dessa
matéria-prima, além de um acumulo de gas que deve ser destinado a outros fins que

nao o setor energeético.
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Figura 2.1: Histérico de producéo de gas natural no Brasil entre os anos de 2017 e 2018 (ANP, 2018).

No mundo, os crescimentos da producéo e da capacidade de exportacdo vém
contribuindo para a queda do preco do gas natural e para sua desindexacdo em
relacdo ao preco do petrdleo. Nesse cenéario global de pregos baixos, o
desenvolvimento do mercado nacional para o gas natural mostra-se nao soé
essencial, mas também uma grande oportunidade para o aumento da
competitividade do Brasil no comércio mundial. Contudo, para que uma oferta em

excesso de gas natural ndo se torne um problema, urge a definicdo de politicas
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energéticas e industriais, integradas e coordenadas entre as diferentes esferas do

poder publico.

2.1.1. Metano

O metano (CH,4) € um gas de elevada estabilidade termodinamica, tipicamente
encontrado na terra, em depdsitos de hidrocarbonetos (petréleo), em hidratos de gas
no fundo do mar ou no interior de geleiras, e nas emissdes de vulcbes de lama,
estando neste Ultimo caso normalmente acompanhado de hélio, nitrogénio, betume
e salmouras ricas em iodo e bromo. Acredita-se ainda que vastas quantidades de
metano estejam presentes no interior da terra (manto terrestre) (Methane, 2012). A
migracdo desse metano de camadas mais profundas até niveis mais superficiais
ocorre através de grandes fraturas geolédgicas, denominadas falhas, sobretudo nos
limites de placas tectbnicas. Em &reas vulcanicas o metano reage com 0 Oxigénio
formando o dioxido de carbono que é expelido pelos vulcées (EPA, 2015).

O metano € considerado o segundo maior responsavel pelo efeito estufa no
mundo, atras apenas do dioxido de carbono. Este gas apresenta menor tempo de
residéncia na atmosfera quando comparado com o CO,, no entanto seu potencial de
aquecimento é 60 vezes maior. Além da alta capacidade de absor¢do da radiacéo
infravermelha (calor), o metano pode ajudar a dar origem a outros gases do efeito
estufa, a exemplo do CO,, O3 troposférico e vapor de agua estratosférico (Cicerone
& Oremland, 1988; Duxbury et al., 1993; Khalil & Rasmussen, 1995). O metano é
também conhecido como gas dos péantanos, por se tratar de um subproduto da
deterioracdo de matéria organica. Sua concentracdo vem aumentando a razéo
aproximada de 1% ao ano (duas vezes mais rapido que a do dioxido de carbono) e
seu nivel atual ja é de aproximadamente 1,7 ppm, 0 que representa mais do que o
dobro do nivel pré-industrial. Na Figura 2.2 é possivel observar o aumento dessa
concentracdo ao longo do século XIX, e a taxa de aumento, que vem apresentando

decréscimo com o passar dos anos.

26



CAPITULO 2 — Revis&o Bibliogréafica

1500 z5
1600
+ 20
1400
=] =]
a 1200 Teor de Mennow__ ; 15 &
2 =
& 1000 — - =
ﬁ *__-Q—__‘_* Y "] E
% 200 -J ) II||II E
o s il F -
a ! £ 3 1 { |
! A7 * e &*’ ¥ ° q
app Y14 X
L FAerescimo Anual Medio 1
200
0 -5

1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

Figura 2.2: Variacdo da concentracdo de metano na atmosfera. (ESRL, 2015)

O metano pode ser produzido por processos biogénicos e abiogénicos. Os
processos biogénicos sdo resultado das reacdes quimicas realizadas por bactérias
estritamente anaerdbicas (Archaebacteria) durante a decomposicdo de matéria
organica. Estas bactérias sdo denominadas metanogénicas  (familia
Methylococcacea), obtendo energia pela reducdo hidrogenada do didxido de
carbono, acetato, formato, metanol, CO etc. Elas podem viver em ambientes
extremos com alta temperatura, hipersalinidade e extremos de pH. Contudo, estas
bactérias s6 produzem metano em ambiente andxico. Por sua vez, 0S processos
abiogénicos sdo aqueles decorrentes da combustdo de material organico,
especialmente combustiveis fosseis.

O biogés, proveniente da digestao anaerdbica de matéria organica, como lixo e
esgoto, através da acdo de microrganismos, tem 0 metano como seu componente
majoritario, contendo ainda menores porcentagens de gas carbbnico e sulfeto de
hidrogénio. Ele € lancado na atmosfera a um indice anual superior a 500 milhdes de
toneladas, porém até a era moderna, era eliminado da atmosfera com igual rapidez,
de modo que a quantidade ndo se alterava. Nao se sabe por que seu aumento é
hoje tdo rapido. O gas parece ser proveniente de ambas as extremidades da cadeia
alimentar. Numa delas, é emitido pelos seres humanos; por meio da mineracao de
bolsas de géas natural e pela queima de petréleo, enquanto na outra o é por bactérias
anaerdbias através da decomposicao de folhas, do humus e de outros detritos

organicos de pantanos, charcos e arrozais.
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As bactérias que oxidam amobnia (familia Nitrobacteraceae) sdo também
capazes de oxidar metano, entretanto, sdo incapazes de se desenvolver apenas por
intermédio deste processo. As bactérias metanotroéficas, por outro lado, requerem
unicamente CH, para seu desenvolvimento. Embora o sumidouro no solo seja
relativamente pequeno, sua auséncia poderia causar um aumento na concentragao
de CH4 até 1,5 vezes superior a taxa atual (Duxbury et al., 1993).

De acordo com Hogan et al. (1991), € possivel reduzir em 25% o aumento da
temperatura global desde que as emissées de metano sejam estabilizadas, o que
reforca a importancia do uso consciente deste gads e do seu aproveitamento de

forma sustentavel.

2.2. Bactérias Metanotroéficas

Ha um grupo de microrganismos, denominados metilotroficos, capazes de
consumir 0s compostos organicos com um unico atomo de carbono. Dentro deste
grupo, estdo compreendidos microrganismos dotados de metabolismo ainda mais
especifico, capazes de oxidar metano, os metanotréficos. Sua maior importancia
reside no controle do ciclo de carbono, reduzindo a emissdo de metano para a
atmosfera através do consumo do mesmo (Semrau et al., 2010). Todos os
metilotroficos, porém, deparam-se com dois desafios em comum: obter ATP a partir
da oxidacao de substratos incomuns e de baixo potencial energético, e assimilar o
carbono por meio de vias especiais, jA que todas as ligagcdes carbono-carbono
precisam ser sintetizadas novamente (Anthony, 2011).

As enzimas responsaveis pela etapa inicial, que oxidam o metano a metanol,
sdo as metano-monooxigenases (MMOs) (Lipscomb, 1994), que podem estar
presentes sob duas formas distintas: metano monooxigenase particulada (pMMO),
inserida na membrana da célula; e metano monooxigenase soluvel (sMMO),
dispersa no protoplasma, sendo o tipo de enzima produzida dependente do tipo do
microrganismo. O metanol obtido €&, entdo, oxidado, pela acdo da metanol
desidrogenase periplasméatica (MDH), a formaldeido (Anthony, 1982; Davidson et al.,
1985; Frank et al., 1993; Wolf & Hanson, 1978). Este pode seguir duas vias
metabolicas distintas para a biossintese: a via da serina ou a da ribulose

monofosfato (Figura 2.3), que serdo abordadas com mais detalhes no decorrer do
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texto, cabendo, contudo, adiantar que se trata da principal forma pela qual é possivel

distinguir os grupos filogenéticos dos organismos metanotroéficos.
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Figura 2.3: Vias metabdlicas para a utilizacdo do metano por bactérias metanotréficas. (Hanson &
Hanson, 1996)

A etapa seguinte envolve a oxidacdo do formaldeido a formato, na qual é
produzida a maior parte do poder redutor necessario, fazendo uso de um grande
namero de enzimas, entre elas as aldeido desidrogenases NAD(P)-ligadas. Por
ultimo, o formato é oxidado a dioxido de carbono, mediante auxilio da

formatodesidrogenase NAD"-dependente (Anthony, 1991; Dijkhuizen et al., 1992).

2.2.1. Filogenia e Taxonomia

De acordo com Hanson & Hanson (1996), as bactérias metanotréficas podem
ser separadas em trés grupos distintos: Tipo I, Tipo Il e Tipo X. As cepas do Tipo |
apresentam como caracteristicas distintivas: membranas intraprotoplasméaticas nas
guais sao formados os discos vesiculares, utilizacdo da via da Ribulose monofosfato
(RuUMP) para assimilacdo de carbono e fosfolipidios caracteristicos com
comprimento de 14 a 16 carbonos. De acordo com a sequéncia do gene 16S rRNA,
sdo agrupadas em Gammaproteobacterias. Alguns géneros representantes do Tipo |
sdo: Methylobacter, Methylococcus, Methylomicrobium e Methylomonas. A Tabela
2.2 traz algumas caracteristicas dos grupos de bactérias metanotréficas do tipo |
mais explorados na literatura e a Figura 2.4 a via da ribulose monofosfato.
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Tabela 2.2: Caracteristicas dos principais géneros de bactérias metanotroéficas do tipo I. O simbolo “+”
indica a presenca da caracteristica, enzima ou capacidade no género, enquanto o simbolo “-*
representa a sua auséncia (Sieburth et al., 1987; Bodrossy et al., 1997; Bowman et al., 1993; Wise et
al., 2001; Khmelenina et al, 1997; Bowman, 2006; Rahalkar et al., 2007).

Caracteristica Methylobacter  Methylococcus Methylomicrobium Methylomonas

fontlEg) Cocos elipticos Cocos bacilos Bacilos Bacilos
celular
Mobilidade Variavel - + +
Form_agéo de + + : +
cistos
Resisténcia a + i i )
ressecamento
sMMO - &5 - -
pMMO + + + +
F|>_<a<;a9 de _ + - Variavel
Nitrogénio
Faixa de pH 55-95 N&o reportado 6-9 55-8,5
IEMEEEIITE € 0-40 25 _ 65 10-30 10 - 42
cultivo (°C)
Tolerancia a sais . .
(% NaCl) 0,3-4 N&o reportado 0,3-12 N&o reportado
Ru5P CH,0
RuSP Hép
Regeneration
F6P
F1,6P G6P
GAP. 6PG
e KD6PG
PEP
Pyruvate

Figura 2.4: Esquema da via da ribulose monofosfato (RuMP), via de assimilacio de carbono utilizada
por bactérias metanotroficas do tipo |. Adaptado de: http:www.methanotroph.org.

Com relacdo as bactérias do tipo Il, as caracteristicas distintivas dizem
respeito as membranas intracitoplasmaticas alinhadas com a periferia celular, a
utilizacdo da via da serina para assimilacdo de carbono e aos fosfolipideos
caracteristicos com comprimento de 18 carbonos. De acordo com a sequéncia do

gene 16S TrRNA, sédo agrupadas em Alphaproteobacterias. Os géneros
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representantes sdo o Methylocystis e o Methylosinus. O metabolismo destas
bactérias esta representado na Figura 2.5 e caracteristicas dos principais géneros

estdo expostos na Tabela 2.3.

serine hydroxypyruvate glycerate *2PG/3PG
L NH,' - '
C,-H,F 'r Serine cycle PEP
' €0,
: glyoxylate !
glycine oxalogcetate
malate «—
fum:;ratg
malyi-CoA succinate
1
// 3 \\\\

succiﬁyl-CoA

acetyl-CoA glyoxylate \
| '»
acetoacetyl-CoA
|

| €0,

* propionyl-CoA
methylmalyl-CoA
3-hydroxybutyryl-CoA

cop | EMC pathway

crotonyl-CoA *  methylsuccinyl-CoA

Figura 2.5: Esquema da via da serina, via de assimilagdo de carbono utilizada por bactérias
metanotroficas do tipo Il. Adaptado de: http:www.methanotroph.org.

Tabela 2.3: Caracteristicas dos géneros padréo de bactérias metanotréficas do tipo Il. O simbolo “+”
indica a presenca da caracteristica, enzima ou capacidade no género, enquanto o simbolo “—*
representa a sua auséncia (Dedysh et al, 2000, 2002 e 2004; Dunfield et al, 2003; Bowman, 2006).

Caracteristica Methylocystis Methylosinus
Morfologia celular Piriforme ou vibroide Reniforme ou bacilo
Ar_ranjo_das menjb_ranas Paralelo a periferia Paralelo a periferia
intracitoplasmaticas

Formacéo de cistos Variavel -
Formacéao de exdsporo - +
Mobilidade - +
sMMO + +
pMMO Variavel +
Cresceem pH 5 - -
Cresce em 0,5% de sal + +
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Novos géneros de Alphaproteobacterias incluem Methylocella e
Methylocapsa, porém tais géneros apresentam algumas caracteristicas distintas e
ndo sao considerados do tipo I, ou seja, ndao fazem parte da familia
Methylocystaceae, em virtude de exibirem estruturas Unicas das membranas
intracelulares e serem moderadamente aciddéfilas. Essas cepas, do tipo X,
apresentam caracteristicas dos dois grupos, incluindo fosfolipidios com 16 carbonos,
a utilizacdo da via RuMP, e crescimento a temperaturas mais elevadas (Hanson &
Hanson 1996), sendo entdo classificadas como um subgrupo do tipo | (Bowman,
1993).

As técnicas de cultivo e isolamento de bactérias metanotréficas somente
foram desenvolvidas no inicio da década de 1970 (Whittenbury et al, 1970), e ainda
hoje novos grupos e espécies de bactérias consumidoras de metano, fora das
descricdes padrdo anteriormente comentadas, tém surgido com frequéncia. A
biologia molecular também tem prestado importantes contribuicdes neste sentido. A
descricdo de bactérias metanotroficas dentro do filo Verrucomicrobia (Dunfield et al,
2007; Pol et al, 2007; Islam et al, 2008) é um exemplo. No entanto, embora se saiba
gue os microrganismos deste filo correspondem a cerca de 10% das bactérias do
solo, persistem ainda muitas informac¢des desconhecidas (Buckley & Schmidt, 2002;
Sangwan et al, 2005; Wagner & Horn, 2006). Estas cepas foram isoladas de locais
distantes em paises como Russia, Nova Zelandia e Italia, mas apresentam
sequéncia do 16S rRNA muito similares entre si (>98%), sendo supostos
representantes do género Methylacidophilum (Op den Camp et al., 2009). Como
caracteristicas, ndo possuem membranas intracitoplasmaticas, em seu metabolismo
o ciclo de Calvin-Benson-Bassham é completo e seu crescimento é estimulado por
CO; (Dunfield et al., 2007; Pol et al., 2007).

Sua diversidade filogenética ¢é muito grande, o que pode
ser ilustrado pelo fato de estarem presentes em diferentes filos, sendo uma
evidéncia dessa diversidade os ambientes nos quais tais microrganismos sao
encontrados (pantanos, sedimentos marinhos e colunas d’agua, aguas de esgoto,
aguas subterraneas, plantacbes de arroz, entre outros) (Bowman, 2006; Hanson &
Hanson, 1996; Dedysh et al., 1998). Ainda com o0 uso de técnicas incipientes, 0s
metanotroficos foram caracterizados como neutrofilicos e mesofilicos, com

crescimento 6timo em pH neutro ou préximo de neutro, e temperatura na faixa de
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25°C (Semrau et al. 2010). Com o avanco das técnicas, porém, foi constatado que
sdo mais flexiveis, dentre os quais sdo exemplos as espécies Methylococcus
capsulatus, com crescimento em temperatura 6tima de até 45°C, e Methylobacter
psychrophilus, que cresce em temperaturas entre 3 e 10°C (Omel'chenko et al.,
1996; Tourova et al., 1999). Outras caracteristicas destes metanotréficos sdo a
acidofilia (Dedysh et al., 1998), a halofilia (Sieburth et al., 1987; Lidstrom et al., 1998;
Lees et al., 1991) e a alcalifilia (Khmelenina et al., 1997; Sorokin et al., 2000).

Nao obstante a grande diversidade filogenética e de habitat, as principais
cepas caracterizadas sdo metanotréficas obrigatérias, isto €, consomem apenas
compostos com um atomo de carbono, a exemplo de metano e metanol, e, em
alguns casos, CO; e clorometano (Semrau et al., 2010). A hip6tese de se tratarem
de metanotréficas facultativas ndo foi confirmada, tendo em vista que ou foram
descobertas coculturas ou os resultados ndo puderam ser reproduzidos, sendo

necessarios mais estudos para uma conclusao definitiva (Theisen & Murrell, 1995).

2.3. Aplicagao das Bactérias Metanotroficas

2.3.1. Biorremediacao

As enzimas responséveis pela oxidacdo do metano, pMMO e sMMO, sao
inespecificas, ou seja, sdo capazes de oxidar outros componentes, como alcanos
com até 8 atomos de carbono, ésteres, alcanos ciclicos e hidrocarbonetos
aromaticos. Essa habilidade permite que microrganismos produtores dessas
enzimas realizem co-metabolismo de moléculas poluentes, a exemplo de
hidrocarbonetos clorados (Wilson & Wilson, 1985), uma vez que as células nao
conseguem utilizar tais componentes para crescimento (Dalton & Stirling, 1982). No
entanto, a degradacdo de componentes como o tricloroetileno tem efeito negativo no
crescimento celular, ja que este compete com o metano na ligagdo a MMO, além de
consumir os agentes redutores utilizados para o metabolismo do metano, levando a
formacdo de produtos toxicos, prejudiciais a propria célula. A Figura 2.6 mostra um

exemplo de cometabolismo de tricloroetileno.
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No contexto da Biorremediagéo, estudos tém sido conduzidos com o objetivo
de estimular a atividade metanotréfica a fim de reduzir as emissfes de metano.
Acredita-se que tais bactérias sejam capazes de consumir até 90% do metano
produzido por bactérias metanogénicas e de 10 a 20% da emissdo antropogénica
(De Visscher et al., 2007; IPCC, 2007).

Tricloroetileno
CH
NADH+H* 4 o (TCE)
e Cl c CO-METABOLISMO
MMo X N
NAD* HC PN
CH-OH “l H
X NADH+H*
XH> > MMO + O, Acido Glioxilico
BIOSSINTESE < HCHO NAD* F\HL]
NAD* H
Q
NADH+H* 2 ¥ i ) 7
CHOOH >_( - HJ\u/’ + 3 HOl
NAD* ©
> cl \
NADH+H+* " | TC_E egéxido Glioxilato CHOOH + CO, + HCl
€O, + H,0 (instavel) ’
i Acido Férmico
o
“j)l\on + Hal
cl
Acido dicloroacético

Figura 2.6: Oxidacéo do metano pela enzima MMO, e o cometabolismo do tricloroetileno (TCE) por
bactérias metanotréficas (Oldenhuis et al., 1989; Brigmon, 2001).

2.3.2. Producéo de Biopolimeros

Os polihidroxialcanoatos (PHAs), como o polihidroxibutirato (PHB), sao
polimeros acumulados intracelularmente para reserva de carbono e de energia,
podendo chegar a até 80% do peso seco de cultivos de microrganismos. Eles sédo
utilizados comercialmente para substituir os plasticos petroquimicos convencionais,
porém, devido ao fato de que sdo produzidos a partir de matérias-primas caras,
como milho ou cana-de-acgUcar, ainda apresentam um custo elevado, o que limita
seu uso e comercializacédo (Pieja et al., 2011). A utilizacdo de residuos agricolas,

agro-industriais (gerados nos centros de processamento), ou mesmo de matérias-
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primas mais baratas pode levar a uma reducdo do custo e a viabilizacdo econdmica
desse produto. O metano, presente em todo o planeta, surge como uma possivel
fonte de carbono para microrganismos produtores de PHB, como ocorre com uma

grande variedade de metanotréficas (Wendlandt et al., 2001).

Tabela 2.4: Linhagens de metanotréficas e suas vias de assimilacdo de carbono, relacionadas a
producéo de PHB (Pieja et al., 2011).

Via de
Linhagem Tipo assimilacéo de % PHB
carbono

MethylomonasLW13 I RuMP 0+x0

Methylococcus capsulatus X RuMP 00
Methylocystis 42/22 Il Serina 257

Methylocystis hirsuta CSC1 Il Serina 7+2
Methylocystis parvus OBBP Il Serina 36+8
Methylocystis SC2 Il Serina 30+13
Methylosinus trichosporiumOB3b Il Serina 38+4

2.3.3. Fixagéo de Nitrogénio

Além da via metabdlica utilizada para assimilacdo de carbono, a capacidade
de fixacdo de nitrogénio atmosférico também era considerada como um parametro
diferencial entre os tipos de metanotréficas. As bactérias do Tipo Il e as do Tipo X,
pertencentes ao género Methylococcus, eram consideradas capazes de fixar o
nitrogénio, diferenciando-se das do Tipo | (Auman et al., 2001). Entretanto, estudos
recentes comprovaram que outros géneros destas bactérias também sdo dotados
desta habilidade, tornando as metanotroficas um interessante objeto de estudo no
gue diz respeito ao ciclo do nitrogénio (Khadem et al., 2010).

A fixagdo microbiolégica ocorre mediante a captacdo do N, atmosférico, o
gual é convertido em compostos como amonia ou nitrato. O cultivo dessas bactérias
como fixadoras de nitrogénio atmosférico na agricultura se constitui, portanto, uma
relevante aplicacéo. Isto, contudo, exige cuidados especiais em relacdo ao ambiente

no qual essas bactérias serdo empregadas, tendo em vista que fontes amoniacais
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inibem fortemente a atividade nitrogenasica nestas células (Murrel & Dalton, 1983;
Pereira Jr., 2012).

2.3.4. Producéao de Proteinas

Desde a Primeira Guerra Mundial, o uso de microrganismos como fonte
alternativa de proteina, seja para consumo humano ou animal, tem sido
considerado, e hoje em dia, com o0 aumento da populacdo e a dificuldade de prover
proteina, esse interesse tem aumentado (Kuhad et al., 1997). A proteina microbiana
pode ser obtida a partir de leveduras, fungos, algas e bactérias, como as
metanotréficas. A empresa Norferm Danmark A/S foi uma das precurssoras nesta
linha de pesquisa, tendo iniciado estudos com essa tematica e desenvolvido o
BioProtein®, porém suas atividades neste ramo ja foram encerradas. Em 2014
ocorreu a compra dos direitos de exploracdo da marca e da tecnologia pela Calysta
Nutrition, incluindo a planta jA& montada na Noruega. Na Dinamarca, a empresa
Unibio produz proteina derivada de um consoércio com a bactéria metanotrofica
Methylococcus capsulatus, com um laboratério avancado de pesquisa nessa linha
em parceria com a Universidade Técnica da Dinamarca (DTU). Outras empresas
apresentam plantas industriais com producdo em larga escala de preparados
proteicos compostos de consércios com metanotroficas, com gas natural como fonte
de carbono para esses cultivos, estando inseridas no mercado de ragdo animal
aprovadas pela comissao europeia responsavel, e com previsdo de aumento em sua
producéo (Semrau et al, 2010; UNIBIO, 2016). Uma das limitagdes encontradas para
a producao de proteina de unicelular diz respeito a caracteristica hidrofobica do
metano, o qual apresenta baixa transferéncia de massa para a agua (solubilidade de
apenas 0,019 g CH4/Kg H,0), o que ocasionou a necessidade do desenvolvimento
de uma tecnologia propria por parte de cada uma das empresas (Han et al., 2009). A
UNIBIO, por exemplo, tem diversas patentes relacionadas ao seu modelo exclusivo
de biorreator e seu produto principal (Uniprotein®), utilizando a tecnologia chamada

de U-Loop.
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Tabela 2.5: Composicao da massa seca de um cultivo de Methylococcus capsulatus para producéo
de PTU (Skrede et al., 1998).

Composicéao Teor (g/kg)
Massa seca 956
Proteina bruta 702
Gorduras 103
Cinzas 81
RNA 73
DNA 22

Um fator a ser considerado é que, apesar de os biorreatores utilizados pela
antiga Norferm e pela Unibio terem sido desenvolvidos para estimular o crescimento
de bactérias metanotroéficas, o sistema apresentou contaminacdes constantes por
Aneurinibacillus sp., Brevibacillus agri e Ralstonia sp.. Tal contaminagdo, no entanto,
parece ser necessaria para estabelecer um crescimento estavel, uma vez que
consome metabdlitos do consumo do metano, que causam a inibicdo do crescimento
bacteriano e comprovou néo ser toxica apos testes de qualidade do material

resultante das atividades metabolicas do consorcio (Bothe et al., 2002).

2.4. Proteinas de Unicelulares

O termo “proteinas de unicelulares” (Single Cell Protein) refere-se as células
microbianas secas ou ao total de proteinas extraidas de uma cultura mista ou pura,
sendo utilizada como suplemento alimentar para humanos (Food Grade) ou animais
(Feed Grade), assim denominado para diferenciar dos organismos multicelulares
mais complexos, a exemplo dos animais e dos vegetais. A composicdo meédia dos
principais grupos de microrganismos esta listada na Tabela 2.6, sendo expressa em
porcentagem de massa seca.

Véarios aspectos positivos podem ser listados ao se empregar a biomassa
microbiana como fonte proteica, destacando-se alguns fatores de maior importancia
como: o tempo de geracao curto, a ampla gama de substratos a serem utilizados, o
elevado teor proteico, a capacidade de alteracdo genética, os fatores ambientais

facilmente controlados e a independéncia da sazonalidade.
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Tabela 2.6: Composicao média das PTUs (% em massa seca) (Miller & Litsky, 1976).

Componente Bactérias FiI;r;JQr?t%ssos Microalgas Leveduras
Proteina 50 - 65 30-45 40 - 60 40 - 55
Lipideos 15-3 2-8 7-20 2-6

Cinzas 3-7 9-14 8-10 5-10
Acidos nucleicos 10 - 25 7-10 3-8 6- 10

A presenca dos acidos nucleicos na célula microbiana representa um motivo
com o qual se preocupar, adicionando ao processo uma etapa para sua remocao.
Algumas formas de conducdo dessa remocdo seriam a digestdo enzimatica, o
rompimento mecanico por uso de sonicador e a precipitacdo por tratamento com
polietilenoimina. Isso é necessario devido ao possivel acimulo de acido Urico no
organismo, causado pelo consumo excessivo desse componente da PTU,
provocando enfermidades como a gota e a formacdo de calculos renais em
humanos (Paraj6 et al., 1995). Além disso, é necesséario aferir a auséncia de
compostos toxicos e cancerigenos, possiveis produtos do metabolismo ou
decorrentes do processamento posterior (Alvarez & Enriquez, 1988). Outro fator
limitante a utilizacdo de microrganismos para consumo humano € a aceitabilidade e
familiaridade por parte do mercado consumidor, uma vez que 0S mMesmos Sao
conhecidos apenas pelos efeitos negativos que causam, principalmente as doencas.
Nesse sentido, as leveduras apresentam certa vantagem, pois sao utilizadas ha
anos em fermentagbes tradicionais, como a do vinho e a da cerveja, e na
panificacdo, sendo mais facilmente passiveis de aceitacdo para consumo. Vale
ressaltar ainda que as metanotréficas carregam consigo um outro fator de
desconfiangca para o consumidor, o fato de elas serem produzidas com uso de
metano, ao invés das fontes de carbono tradicionais.

Bactérias possuem, em sua maioria, taxas de crescimento maiores e sao
menores que o0s demais microrganismos, o que dificulta a etapa de separacéo.
Entretanto, seu teor proteico € maior quando comparado aos fungos filamentosos,
0s quais sdo mais facilmente separados, mas cuja aceitabilidade e taxa de
crescimento sdo menores. Além disso, estes microrganismos concentram metais
pesados em sua biomassa, sendo necesséarias outras etapas de separagdo e

acarretando no aumento dos custos do processo. Logo, € necessario ponderar a
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respeito destes aspectos para que seja tomada a decisdao sobre qual tipo de
microrganismo utilizar para a producao de proteina de unicelular.

A seguir, na Figura 2.7, esta ilustrado um esquema simplificado da producéo
de proteina de unicelular, sem levar em consideragdo ac¢des adicionais que variam
conforme as condig¢Oes utilizadas.

Por se tratar de um alimento, algumas precaucdes se fazem necessarias,
principalmente no que tange a matéria-prima a ser utilizada. Isso porque ela é o
“principal risco” a seguranca do produto final. Testes de toxicidade, entre eles o de
toxicidade aguda, de curto prazo, em animais em escala laboratorial, bem como
outros mais detalhados e de longo prazo (toxicidade crénica), incluindo seres
humanos, devem ser realizados. Por se tratarem de inUmeros testes, pesados
investimentos cientificos e financeiros sdo necessarios. Além da toxicidade, o
sucesso do uso de PTU ainda vai depender da aceitabilidade junto ao mercado
consumidor, ja que questdes relativas a seguranca, ao valor nutricional e ao aspecto
também sdo extremamente relevantes para o publico.

Em relacdo aos aspectos econdmicos, para a producdo de PTU séo
necessarios fermentadores de grande escala, enquanto para a alta producdo de
biomassa, elevadas taxas de transferéncia de oxigénio sdo demandadas, devido as
altas taxas de crescimento e respiracdo celular, 0 que, consequentemente, aumenta
a producao de calor metabolico e, com isso, a necessidade de um sistema eficiente
de resfriamento. Os fatores econdmicos que devem ser considerados sao o0s
mesmos de qualquer processo tecnoldgico: matéria-prima, energia, investimento,
custos operacionais, tratamento dos residuos, seguranca e, por ultimo e talvez mais

importante, a insercdo/manutencdo no mercado.

39



CAPITULO 2 — Revis&o Bibliogréafica

Ativacido da linhagem

- Pré-inoculo
rl----lllll---llllll: +
i Esterilizacio ————» Biorreator
=llllllllljl'lllllllllll {Pr-:u:lm_;au de EE'II'ES]
Preparo de Separacao de células
Meio
}-I L 1] L 1] mEm :
Rompimento celular

Y
Reducio de RNA

¥

Concentracdo

..-..F.|--I‘Il-|..‘-.
*

¥ %, INOCULANTES >

Secagem

Armazenamento

Y

Comercializacio

Figura 2.7: Esquema basico de producéo de proteina de unicelular (Pereira Jr., 2012).

Os custos com matéria-prima influenciam consideravelmente os custos totais
de producdo, o que torna de extrema importancia optar por fontes baratas, que
podem ser encontradas sob a forma de residuos agricolas, industriais, entre outros,
ou mesmo de fontes fésseis de custos competitivos. Os fatores envolvidos com o
custo da matéria-prima sdo: a producdo propriamente dita, 0 seu rendimento em
substrato e a proximidade em relagcdo a planta, 0 que vai exercer impacto sobre 0s
aspectos logisticos e a capacidade da mesma. A simplificagcdo da etapa de pré-
tratamento da matéria-prima pode trazer beneficios econbmicos para o processo.
Para o produto-alvo desse estudo (PTU), que se enquadra na categoria de “low price

high volume”, a economia de escala € um fator de extrema importanica.
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Outro fator importante relacionado a economicidade do processo € referente
aos gastos com utilidades (por exemplo, d4gua e energia para realizacdo das
diversas etapas). Locais que disponibilizem energia elétrica, térmica, ou até mesmo
fossil, de qualidade e com baixo custo, sdo os preferidos.

Os custos de capital sdo determinados pelo preco dos equipamentos
principais e acessoérios do processo e pela capacidade da planta industrial. A
principal variavel nesse aspecto € o tamanho da planta, e ha de se avaliar os
elevados custos com investimento de bens e de capital em processos que utilizem
matérias-primas baratas e simples, que néo requeiram tratamentos prévios onerosos
com aqueles que utilizem substratos baratos e tecnologia mais simples.

Evidentemente, a produtividade do processo € um parametro que deve ser
otimizado antes do escalonamento do processo, jA que impacta diretamente no
tamanho da planta e consequentemente nos custos de capital. Os custos do
processo sdo cobertos pelo produto obtido. O valor comercial do produto relaciona-
se aos custos envolvidos para se atingir a qualidade determinada/especificada pelo
mercado, a qual por sua vez esta ligada a sua aplicagcdo. Assim, uma melhor
gualidade do produto € atingida pelas etapas de downstream, que compreendem a

recuperacao e a purificacdo da biomassa microbiana.

2.4.1. Aspectos Tecnoldgicos

Inimeros fatores precisam ser levados em consideragao, e esses vao desde
a selecdo do microrganismo e a selecdo das matérias-primas/substratos, até o
processo de separacdo. Para a selecao do tipo de microrganismo, é necessario que
seu cultivo seja tecnolégica e economicamente viavel, utilizando meios constituidos
de nutrientes simples e ndo onerosos, e também néo exigindo esterilidade, sendo,
no entanto, necessério garantir que a contaminagdo ndo se sobreponha ao
microrganismo escolhido nem apresente caracteristicas nocivas a PTU (acumulo de
metais pesados, toxicidade, producdo de enterotoxinas, etc). As matérias-primas
gue podem ser utilizadas sdo tdo distintas quanto os microrganismos, e algumas ja
utilizadas estdo listadas na Tabela 2.7, acompanhadas dos respectivos

microrganismos consumidores.
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Tabela 2.7: Diferentes matérias-primas utilizadas na producao de PTU (Silva et al., 1995; Anvari &
Khayati, 2011; Skogman, 1976).

Matéria-prima Microrganismo Observacgdes
Licor da industria de Candida utilis Uso durante as Guerras
celulose e papel Paecilomyces varioti Mundiais pela Alemanha.

Pré-tratamento e variacédo

Kluyveromyces .
sazonal do fornecimento como

Lactose de leite

marxianus -
fatores negativos.
. Saccharomyces Sacarificacdo e fermentacao
Amido - " . : .
fibuligera Candida utilis simultaneas.
Producao simultanea de
Glicose Fusarium graminearum produtos de alto valor
agregado.

Outras matérias-primas também apresentam potencial para uso, porém ainda
€ necessario o desenvolvimento de tecnologias mais avancadas que permitam
contornar os obstaculos presentes. Em virtude de sua abundéancia, a celulose é
bastante atrativa. Entretanto sua associa¢do com lignina, além da necessidade de
pré-tratamentos, tornam o uso de tal matéria-prima ainda inviavel. Alcanos ja foram
testados para producdo de proteina de unicelular por leveduras, (utilizando n-
parafinas como fonte de carbono) na Inglaterra, Italia, Japdo e Roménia, mas muitos
tiveram sua aplicagdo limitada devido a problemas associados ao potencial
carcinogénico (Bamberg, 2000).

Quando se trata de recuperacéo e purificacdo de produtos biotecnolégicos, os
métodos possiveis sdo extremamente variados. A escolha dos métodos e das
etapas necessarias é inerente ao tipo de molécula de interesse, aplicacdo e pureza
exigida (Pereira Jr., 2012). Esse processo de recuperacao é feito, normalmente, em
duas etapas: concentracdo e processamento. Na concentracdo, Vvarios métodos
podem ser aplicados, incluindo filtracdo, sedimentacdo e centrifugacéo, resultando
em um concentrado ainda com grande porcdo de agua, requerendo uma etapa extra
de pos-tratamento. Um procedimento também muito utilizado é o do rompimento das
células, o qual deve levar em consideracgéo diferentes fatores tais como o tamanho e
a tolerancia da célula, a necessidade de controle de temperatura, o gasto de
energia, 0 custo e o capital de investimento. Métodos mecanicos, a exemplo do
cisalhamento, e ndo mecanicos, com tratamentos quimicos e enzimaticos sdo

utilizados para este fim.
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Apbés o rompimento celular, obtém-se um homogeneizado contendo
moléculas, cations e anions intracelulares, fragmentos de tecidos, proteinas,
vitaminas, lipideos e o0s &cidos nucléicos (considerados no projeto como
contaminantes), que podem entdo ser separados ou removidos por diversos
métodos como filtracdo, centrifugacdo, precipitacdo ou extracdo liquido-liquido. A
ultima etapa envolve a desidratacdo e secagem da biomassa. Neste estagio,
secadores pneumaticos rapidos, compativeis com a preservacao das moléculas e
capazes de destruir eventuais agentes contaminantes, sédo utilizados. Outras opcdes
sdo a secagem a vacuo e a filtracédo a alta pressao (Kilikian & Pessoa Jr., 2001).

2.4.2. Prospeccao Tecnoldgica

A busca por documentos de patentes relacionados a producéo biotecnolégica
de proteinas a partir da fermentacao de gas natural foi baseada em palavras-chave
relacionadas ao tema, devido ao fato de ndo existirem, na Classificacdo
Internacional de Patentes, itens que caracterizem tecnologias relacionadas ao
mesmo. Esta busca foi realizada por integrantes do LADEBIO com o intuito de se
obter maiores informacbes sobre o tema, titulares, empresas e o0 consequente
interesse do mercado neste produto (Pereira Jr., 2012). Os dados foram atualizados
para o presente trabalho utilizando o mesmo banco de dados, da WIPO (World
Intellectual Property Organization), utilizando a plataforma de busca Patentscope.

A andlise foi feita para patentes a partir dos anos 1980, com o primeiro
resultado sendo apresentado no ano de 1984, com uma patente da empresa suica
Ciba Geygy. No inicio da década de 2000, o tema passou a ser explorado de forma
mais efetiva, havendo um incremento da quantidade de depdésitos, conforme
mostrado na Figura 2.8.

Pela analise dos dados obtidos, observou-se que existem microrganismos de
diferentes tipos com capacidade de metabolizar o gas metano (como bactérias,
leveduras e algas) sendo estudados. As bactérias, contudo, se destacam pelo

elevado numero de trabalhos que as envolve.
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Figura 2.8: Distribuigdo cronoldgica dos depositos de patentes relacionados ao uso de
metanotroéficos, proveniente do banco de dados do WIPO (Adaptado de Pereira Jr., 2012).

A titularidade das tecnologias que envolvem a tematica esta bem distribuida
entre universidades, empresas, instituicbes de pesquisa e desenvolvimento e
pesquisadores individuais. Conforme mostra a Figura 2.9, o destaque € das
empresas, seguidas pelas instituicbes de pesquisa e pelas universidades, com um

namero menor de depositantes sendo pesquisadores individuais.

= Empresas

m Instituicoes de
pesquisa

= Universidades

m Pesquisadores
individuais

Figura 2.9: Distribuicdo mundial dos documentos de patente por classe do titular. Dados analisados

até 2018. (Adaptado de Pereira Jr., 2012).
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A partir deste estudo prospectivo foi possivel comprovar que o0s
microrganismos com capacidade de metabolizar metano sdo bastante versateis e
possuem uma ampla abrangéncia de aplicagcdes além da producdo de proteina
microbiana para alimentac&do. Podem ser aplicados em atividades de biorremediagéo
ambiental, producdo de medicamentos, biopolimeros e outros, como apresentado na

Figura 2.10, e ja comentado anteriormente.

Compostos alifaticos
Radioquimica

Toxicologia

Farmacologia

Enzimas
Eletroquimica/Tecnologia térmica
Sem referéncia

Configuragdes de Biorreator
Combustiveis fosseis e derivados
Microbiologia algal/fiingica
Alimentagao

Tratamento de agua
Fertilizantes/Solo/Nutrigao vegetal
Métodos bioquimicos

Poluigao atmosférica
Tratamentos ambientais

Genética
Bioprocessos/Fermentagao

Figura 2.10: Distribuicdo mundial dos documentos de patente em funcao da tematica principal. Dados
analisados até 2018. (Adaptado de Pereira Jr., 2012).

Observa-se que as tecnologias ambientais se destacam de uma forma geral.
Estas englobam a remediacdo de solos contaminados, tratamento de &guas e
poluicdo atmosférica, esta Ultima relacionada com a remocdo de metano de
ambientes confinados. No total, foram levantadas mais de 30 patentes na tematica
ambiental.

O escopo de aplicagdo dos metanotroficos vai além dos processos
ambientais, uma vez que tais microrganismos produzem diversas substancias de
interesse industrial através de metabolismo fermentativo, tais como solventes,
biopolimeros, alimentos, farmacos, produtos da quimica fina e outros. Existem 55
patentes que tratam de tecnologias para a producdo de diferentes tipos de

compostos, conforme mostra a Figura 2.11. Constata-se através desta figura uma
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série de tecnologias que permitem a producdo de uma variedade de compostos em
diferentes setores industriais. Ressaltam-se as tecnologias para producdo de
alimentos, baseadas nos 32 documentos relacionados a producdo de proteinas
microbianas (PTU), além daquelas para carotenoides, lipideos e antioxidantes. A
producao de solventes, produtos da quimica fina e da “biopetroquimica” também é
explorada a partir dos metanotroficos (polimeros, isoprenoides, terpenoides, 6xido

de propileno e o proprio metanol).

Antioxidantes

Oxido de propileno
Terpenoides
Isoprenoides
Metanobactina
Lipideos

Farmacos

Metanol
Carotenoides
Polihidroxialcanoatos

Proteina de Unicelular (PTU)

Figura 2.11: Distribuicdo mundial dos documentos de patentes relacionados a tecnologias para a
producéo de produtos quimicos e biotecnolégicos em processos conduzidos por metanotroficos.
Dados analisados até 2018. (Adaptado de Pereira Jr., 2012).

Em especial, a producéo de proteinas microbianas, ou producédo de proteinas
a partir de gas natural vem sendo explorada significativamente quando comparada
aos demais compostos. Os 21 documentos relacionados a produgdo de proteina
microbiana representam 38% entre as tecnologias para a geragdo de produtos
bioquimicos e 14% dos relacionados aos microrganismos metanotroficos. Em todos
0S casos 0s microrganismos utilizados sdo bactérias, sendo na sua grande maioria

dos géneros Methylococcus ou Methylobacterium.
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2.5. Fermentagcéo de Substratos Gasosos

Quando se faz referéncia a bioprocessos, € comum pensar na utilizacdo de
acucares como substrato, por ser este o tipo de fermentagcdo mais conhecido,
estudado e, consequentemente, aplicado na industria h4 muito tempo. O uso de
substratos gasosos ao invés de sdlidos, facilmente dissolvidos em agua, parece algo
dificil e de baixa aplicabilidade, porém isso ndo condiz com a realidade (Henstra et
al., 2007; Daniell et al., 2012).

Com o agravo do efeito estufa e suas consequéncias, o uso de fontes
renovaveis e a remocao de gases indesejados da atmosfera se tornaram prioridade
em todo o mundo. Esse interesse por biocombustiveis e a necessidade de se
aproveitar as fontes de carbono disponiveis fez com que o uso de géas de sintese, do
biogas e do préprio gas natural fosse incentivado, gerando grande investimento em
pesquisas nessas areas (Durre & Elkmanns, 2015).

Quando se trata de fermentar um gas, ha uma série de desafios a serem
enfrentados, dentre os quais estdo o tipo de reator a ser utilizado e a transferéncia
de massa da fase gasosa para a fase liquida, essencial para o consumo do
substrato pelo microrganismo (Klasson et al., 1992). No caso do metano, principal
componente do gas natural, esse problema fica intensificado, levando em
consideracao a baixa solubilidade deste gas em agua (Engineering Toolbox, 2016).
A Figura 2.12 apresenta um modelo de transferéncia de massa entre as fases
liguida e gasosa e consequente contato do gas dissolvido com a célula, sendo
possivel observar que sdo muitas as resisténcias associadas a esse processo.
Existem barreiras referentes a interface gas-liquido, as préprias resisténcias das
fases (porcdo do seio do liquido que o gas vai percorrer para entrar em contato com
a célula) e, finalmente, a célula em si, que vai impor resisténcia a essa entrada do
gas. Diversos modelos matematicos tém sido desenvolvidos para explicar da forma
mais precisa possivel os fenébmenos que ocorrem e a melhor forma de lidar com
eles, bem como as acOes necessarias para que todos o0s entraves fossem

ultrapassados e a transferéncia fosse eficiente com menor gasto energético.
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Figura 2.12: Resisténcias encontradas no transporte do oxigénio e de outros gases entre as fases
liquida e gasosa durante o processo fermentativo (Chisti, 1989).

2.5.1. Tipos de Reatores mais Utilizados

Existe uma grande variedade de configuracbes de biorreatores, dentre as
guais os agitados mecanicamente sao os mais utilizados nas industrias. Embora nao
necessariamente ideais, os tanques agitados apresentam grande versatilidade e
fornecem bons resultados para diversos processos. Sao dotados de um impelidor
com pas para promover a agitacdo do meio e um dispersor de bolhas na regiao
inferior do tanque para aeracdo. Apesar da sua flexibilidade, demandam grande
aporte de energia para a agitacdo mecanica, tendem a afetar a morfologia celular e
devem ser cuidadosamente projetados para produzir adequada mistura e aeragao
(Pereira Jr. et al., 2008; Cerri, 2009).

Os biorreatores agitados pneumaticamente utilizam a energia cinética do
liquido, gerada pelo movimento de circulacdo das bolhas gasosas, para alcancar o
grau de mistura desejavel no sistema reacional e levar a altas taxas de transferéncia
de massa e calor. Este tipo de biorreator € aplicado a sistemas biolégicos
suscetiveis as forcas cisalhantes e se caracteriza pela elevada relacéo
altura:diametro, para que maior tempo de retencao (hold up) no seio do liquido seja

alcancado. Além disso, elevadas pressfes hidrostaticas sdo geradas na regiao

48



CAPITULO 2 — Revis&o Bibliogréafica

proxima a injecdo de gases, induzindo o movimento da fase liquida. A presenca de
dispositivos internos ou externos estabelece a diferenca entre a coluna de
borbulhamento e o airlift, e promove o aumento do grau de mistura, a reducdo da
coalescéncia das bolhas e a equalizacdo das forcas cisalhantes (Pereira Jr. et al.,
2008; Cerri, 2009).

Os reatores agitados mecanicamente possuem uma série de desvantagens
guando utilizados em escalas maiores, como alta complexidade de construcéo, alto
gasto energético, principalmente por parte dos impelidores, e dificuldades no
aumento de escala. J4 a coluna de bolhas e o airlift ndo apresentam estes
problemas, por ndo possuirem impelidores e promoverem a homogeneizacdo do
meio pela prépria injecdo dos gases no reator.

Biorreatores do tipo airlift possuem duas sec¢des distintas, uma de ascensao
do gas, onde fica posicionado o borbulhador, chamada de “riser” e uma regido de
descida, pela qual o liquido retorna, denominada “downcomer”. Essas regides se
conectam na base e no topo do reator, permitindo a circulacdo do meio. Os reatores
airlift podem ser, basicamente, divididos em dois grupos: os de circulagéo interna e

os de circulagéo externa, conforme mostrado na Figura 2.13

(a) (b) (c)

Figura 2.13: Tipos de reator airlift. (a) Circulacéo interna por placa; (b) Circulacéo interna por tubo
concéntrico; (c) Circulacéo externa (Adaptado de Chisti, 1989).

. Os de circulacao interna podem ter suas regides separadas por uma placa

plana ou por um tubo concéntrico, o que influencia no volume de liquido em cada
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uma das regides, sem, no entanto, interferir nos fenbmenos que ocorrem para a

circulacdo e homogeneizacao do meio (Chisti, 2009; Cerri, 2009).

2.6. Coeficiente Volumétrico de Transferéncia de Massa - K, a

A transferéncia dos gases para a fase liquida € um dos fatores limitantes no
processo de fermentacdo de substratos gasosos. Existem trés teorias gerais de
transferéncia gasosa: a dos dois filmes de Lewis e Withman (1924), a de penetragéo
de Higbie (1935) e a de renovacédo de superficie de Danckwerts (1951). As duas
ultimas sdo mais complexas, pois levam em consideracdo os fendbmenos fisicos
envolvidos, porém em mais de 90% dos casos o0s resultados obtidos com o uso da
estratégia mais simples é condizente com o das outras, justificando desta forma o
emprego dos dois filmes utilizado neste trabalho (Gulliver, 2007)

Com o aumento da concentracéo celular no meio, uma maior quantidade de
substrato e de oxigénio dissolvidos é exigida pelas células, fazendo com que uma
elevada taxa de transferéncia de massa seja necessaria para a manutencdo das
taxas de crescimento do microrganismo. A Figura 2.14 mostra as etapas envolvidas
na passagem do gas da fase gasosa para a fase liquida (Pereira Jr., 2014; Cerri,
20009).

P Pelicula Pelicula
g ;: Gasosa Liquida :
. C. :

I

Fase
Liquida

P.

[

Interface
G-L

Figura 2.14: Etapas da transferéncia de gas da fase gasosa para a fase liquida. P4 e P; representam a

pressdo na fase gasosa e na interface, enquanto que C, e C; representam as concentracdes na fase

liquida e na interface, respectivamente. (Pereira Jr., 2014).

E possivel calcular a eficiéncia da transferéncia de massa pelo uso de um

parametro fisico, o coeficiente volumétrico de transferéncia de massa, ou Ka.
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Conforme Kargi e Moo-Young (1985), o K,a é um fator importante na comparagao
entre a capacidade de aeracdo de diferentes biorreatores. No caso da fermentacéo
de gases, isso se expande para o substrato, tornando este fator ainda mais
importante.

O K_a pode ser definido como o produto de dois termos: um coeficiente global
de transferéncia de massa na fase liquida (K.) e a area especifica da superficie de
interface (a).

Admitindo escoamento laminar ao longo da interface gas-liquido, estado
estacionario e gas e liguido se comportando como ideais, tem-se que:

%oc (P, — P)a x (C;— C,)a (2.1)

Onde dC,/dt é a taxa de transferéncia de oxigénio ou taxa de absorcédo (mol
O./m3.h) e a é a &rea especifica da superficie de interface (m™), e Py e P;
representam a pressdo na fase gasosa e na interface, enquanto que C. e C;
representam as concentracdes na fase liquida e na interface, respectivamente.
Incorporando-se a equacao as resisténcias na fase gasosa (Kg) e na fase liquida

(KL) ao longo da trajetéria do elemento gasoso, temos que:

dcy,
dt

= Kga(P; — P) = Kpa(C;— Cp) (2.2)

Com Kg e K. sendo os coeficientes globais de transferéncia de massa nas
fases gasosa (mol O,/ms3.h.atm) e liquida (m/h), respectivamente. Levando em
consideracao que a fase com maior resisténcia a transferéncia de massa € a liquida
e considerando que C; ~ Cs, onde Cs é a concentracao de saturacdo do oxigénio

dissolvido (mol O,/L), a dada temperatura e para dgua destilada a 1 atm, resulta que:

dcy,
dt

= Kia(Cs — Cp) (2.3)
Sendo assim, podemos, através dessa correlacao, utilizar o K.a (h™) (e o Kga,
caso seja de interesse), como uma medida da capacidade de oxigenacdo do sistema

reacional.
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Entre os fatores que influenciam o valor do K a para um determinado sistema,
pode-se destacar o regime do escoamento, a geometria do biorreator, o tamanho
das bolhas gasosas, a vazao do ar introduzido e o tipo de aeracéo, além, € claro,
das propriedades fisico-quimicas do meio. Todos estes fatores devem ser
observados de modo a maximizar essa transferéncia de massa e disponibilizar
oxigénio e substratos suficientes para o microrganismo (Pereira Jr., 2014).

Esses fatores sdo subdivididos em trés categorias: propriedades do liquido,
como densidade, difusividade e tensédo superficial; propriedades dinamicas do
liqguido, a exemplo da viscosidade e de outros parametros reoldgicos; e propriedades
relativas ao processo em si, como intensidade de agitacao e fluxo de alimentacdo de
gas. A maior influéncia no valor de K a relaciona-se as ultimas duas categorias
(Cerri, 2009).

2.6.1. Métodos de Determinacédo do K.a

Existem diversos métodos para determinacdo do K a, os quais podem ser
classificados como diretos ou indiretos. Os métodos diretos sdo aqueles nos quais a
determinacao do K, a é feita na presenca do agente biologico, por exemplo o método
dindmico de Taguchi e Humphrey (1966) e o método do balanco gasoso. Ao
contrario dos anteriores, os meétodos indiretos sdo realizados sem a presenca do
microrganismo no meio, sendo medida apenas a capacidade de oxigenacdo do
sistema. Sdo métodos indiretos a desgaseificacdo, a desoxigenacdo quimica com
sulfito e a oxidag&do enzimatica da glicose, entre outros.

O método dindmico, mais utilizado entre os diretos, consiste de duas etapas:
uma de interrupcdo da aeragdo, com consequente esgotamento do oxigénio
dissolvido, e outra de retomada da aerac&o. E realizado um monitoramento de forma
a verificar a taxa especifica de consumo de oxigénio pelos microrganismos quando é
interrompido o fornecimento de ar e em seguida, quando o mesmo é reiniciado. Um
balanco de massa é realizado a fim de avaliar a capacidade do sistema de retornar a
condicao inicial. Através dessas equacfes de balanco é possivel calcular o valor do
K.a do sistema (ASCE, 1984; Garcia-Ochoa & Gomes, 2009).

Os métodos indiretos mais utilizados sdo o do sulfito e o da desgaseificacao,
e possuem o mesmo fundamento. No método do sulfito a concentracdo de O,
dissolvido € levada a zero pela adicdo de sulfito de sédio, que reage em contato com
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0 oxigénio e sofre oxidacdo a sulfato de sodio. A quantidade de sulfito adicionada e
o tempo de reacdo permitem o célculo da taxa de transferéncia para a fase liquida.
Ja o0 método da desgaseificacdo faz uso de nitrogénio para a remocao de todo o
oxigénio dissolvido do meio. Quando a concentracdo de OD chega a zero, € iniciada
a aeracdo, e a curva de OD X tempo é utilizada para ajustar o modelo proposto
anteriormente e determinar o K a (ASCE, 1984, Pereira Jr., 2014; Cerri, 2009).

2.6.2. Estimativa de K a para o metano (K acha)

Para alguns gases, como 0 metano, ndo existem sensores para medir suas
concentragcdes na fase liquida, o que obriga o uso de correlacdes para estimar seus
coeficientes de transferéncia. Um exemplo do que pode ser feito foi dado por Yu et
al. (2006), que relacionaram o K,a do metano com o do oxigénio através de
aproximacOes. De acordo com estes autores, o K,a para gases com baixa
solubilidade depende basicamente da resisténcia na transferéncia de massa atraves
do filme liquido, e pode ser descrito em fungdo de uma série de variaveis fisicas.
Levando em consideragcdo duas diferentes configuracdes de biorreator, do tipo
coluna de bolhas e agitado mecanicamente, pode-se estimar o coeficiente pelas

equacdes 2.4 e 2.5, respectivamente.

Kia = 0,42(Dys5)"? .(Z—:)l/6 .g*/® (reator tipo coluna de bolhas) (2.4)

P
q = 0.13(17)1/4-(pw)1/6-(Dgés)2/3
e (1) /22

(reator agitado mecanicamente) (2.5)

Sendo D a difusividade do gas na fase liquida, g a forca da gravidade, u a
viscosidade dinamica e p a densidade do meio, percebe-se que a variacdo do K, a
para os diferentes gases vai depender apenas da difusividade (Eq. 2.6 e 2.7). Os
valores de viscosidade dindmica e densidade do meio e o da aceleracdo da

gravidade séo independentes do tipo de gas utilizado no processo.

Kia o (Dyss)*/? (reator tipo coluna de bolhas) (2.6)
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Kia o (Dgss)?/3 (reator agitado mecanicamente) (2.7)

Conforme observado, o valor de K_a € proporcional a D, que apresenta a

seguinte forma de acordo com Yu et al. (2006):

8 T(xaM)1/2

0,6
Hw Vi

Dyss = 7,4 X 10~ (2.8)

Sabendo que a densidade (p), a viscosidade (u), a temperatura (T), O
parametro X, (relacionado a sistemas aquosos) e a massa molar do solvente seréao
invaridveis para um mesmo sistema, e mantendo a mesma linha de raciocinio das
etapas anteriores, é possivel concluir que o K a é proprocional ao volume molar dos

gases.

K a « (1/Vm)0’3 (reator tipo coluna de bolhas) (2.9)

Koa «(1/ Vm)o’4 (reator agitado mecanicamente) (2.10)

A correlacdo final entre os coeficientes volumétricos de transferéncia de

massa do oxigénio e do metano pode ser entdo obtida:

Kiap, = 1,125 K, acy, (reator tipo coluna de bolhas) (2.11)

Krap, = 1,169 K;acya (reator agitado mecanicamente) (2.12)

2.7. Consideracdes gerais

Ao realizar o levantamento das informacdes expostas durante a revisédo
bibliografica foi possivel observar a escassez de documentos que reportem com
detalhes o processo de producdo de PTU a partir de gas natural. O conhecimento
das questdes relacionadas a microbiologia e a bioquimica dos organismos
metanotroéficos foi se desenvolvendo com o passar dos anos, tendo sido publicados

diversos trabalhos sobre as diferentes espécies e suas caracteristicas, 0
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mapeamento genético dos metanotroficos, as vias metabdlicas de assimilagdo do
metano, a composicao nutricional e as condi¢des de cultivo desses microrganismos.
No entanto, no que tange a tecnologia do processo propriamente dita, todo o estudo
gue foi realizado encontra-se protegido sob a forma de patentes ou nao foi divulgado
com detalhes suficientes para reproducéo e nem mesmo comparagao.

Dentre as dificuldades encontradas na utilizacdo de gas natural podem ser
destacadas a baixa taxa de transferéncia de massa dos gases para a fase liquida
(metano e oxigénio possuem baixa solubilidade em agua), as diversas possibilidades
de configuracdo de biorreator, de modo a se explorar de forma eficiente a
necessidade do fornecimento de elevados volumes de gas ao biorreator, e,
principalmente, a necessidade de vencer a barreira criada pelo proprio metabolismo
da célula no que diz respeito a altas taxas especificas de crescimento, tendo em
vista 0 consumo de substrato de carbono Unico e a necessidade da célula em criar
todas as ligacbes entre as moléculas de carbono (metabolismo biossintético), o que
gera um alto gasto energético.

Apesar de alguns outros pesquisadores abordarem esses aspectos do
bioprocesso de forma separada, nao é feita uma andalise completa, o que nos leva a
necessidade de desenvolver ensaios desde os métodos de cultivo em escala de
bancada até diferentes formas de solubilizacdo dos gases no meio para 0s
processos em biorreator. Sendo assim, o tema se mostra como um grande desafio,
gue exige o desenvolvimento de novas tecnologias que superem aquelas até hoje
protegidas pelos poucos grupos que as detém, para uma criar uma real aplicacao
industrial, que atenda ao cenéario da producdo em excesso de gas natural no

territorio nacional e garanta uma exploracdo mais sustentavel para esse produto.
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Objetivos

3.1. Objetivos Gerais

A proposta de tese tem como objetivo geral a otimizacdo do processo de
producdo de biomassa bacteriana a partir de gas natural, explorando os aspectos
relacionados ao cultivo do microrganismo e a engenharia do bioprocesso.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar os coeficientes de transferéncia de massa de oxigénio e metano
em diferentes configuragbes de biorreator, analisando parametros como
temperatura, taxa de aeracdo, composi¢cao do meio e presenca de recheios;

e Avaliar o meio de cultivo e as condicdes operacionais, inicialmente em
frascos, visando reduzir o tempo de geracéo do cultivo;

e Iniciar a operacao no biorreator de bancada selecionado para a producgao de
biomassa com as condi¢des obtidas nos frascos;

e Preparar a passagem do processo para a escala piloto, otimizando a
producdo de PTU em escala de bancada e caracterizando sua operacao;

e Caracterizar a composicao do preparado microbiano obtido.
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Materiais e Métodos

4.1. Preparo dos Meios de Cultivo

As bactérias metanotréficas provenientes do banco de células da ATCC
(American Type Culture Collection) que constam no banco de células do laboratoério
(Methylomonas methanica ATCC® 571626™, Methylococcus capsulatus ATCC®
19069™ e Methylocystis hirsuta ATCC® BAA-1344™) foram ativadas no meio
mineral NMS1306, indicado pela ATCC, cuja composicéo estéa ilustrada na Tabela
4.1.

Para o preparo do meio NMS1306, foi necessaria a separacdo dos
componentes, considerando tanto as concentragdes quanto as caracteristicas
guimicas. Além disso, para solubilizar a mistura EDTA e sulfato ferroso, foi
necessario aquecimento, tendo em vista a proximidade da concentracdo de
saturacao destes componentes em agua. Fazendo uma analise dos componentes do
meio de cultivo foi possivel observar a auséncia do cobre, citado na literatura como
essencial para a atividade e expressdo das duas formas da enzima metano
monooxigenase: a particulada (pMMO) e a soluvel (SMMO). A pMMO estéa presente
em quase todas as metanotréficas e contém ions de cobre em sua estrutura, o que
sinaliza como a incorpor¢cdo desta substancia € importante para estas espécies.
Sendo assim, empregou-se nas formulacdes iniciais a concentracdo de 1,4 mg/L de
CuS04.5H,0 (Methanotroph Commons, 2016; Semrau et al, 2010).
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Tabela 4.1: Composicao do meio mineral 1306 (ATCC).

Solucbes Sais Quantidades

Sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0) 10g9

Cloreto de calcio hexahidratado (CaCl,.6H,0) 0,20¢g

NMS

(1000 mL¥) Nitrato de potassio (KNOs) 109

Solucao de quelante férrico 2,0 mL

Solucdo de componentes traco 0,5 mL

Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) 0,272 g

Tampéo de fosfato R _
Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado

(1000 mL*) 0,717 g
(Na;HPO,.12H,0)
o Citrato de aménio férrico 01lg
Quelante férrico ) i
EDTA (sais de sodio) 0,29
(100 mL¥) . .
Acido cloridrico concentrado (HCI) 0,3 mL
EDTA 500,0 mg
Sulfato de ferro Il heptahidratado (FeSO,.7H,0) 200,0 mg
Sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO,4.7H,0) 10,0 mg
. Cloreto de manganés tetrahidratado (MnCl,.4H,0) 3,0 mg
Solugao tracos - -
Acido bérico (H;BO,) 30,0 mg
(2000 mL*) .
Cloreto de cobalto hexahidratado (CoCl,.6H,0) 20,0 mg
Cloreto de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0) 1,0 mg
Cloreto de niquel hexahidratado (NiCl,.6H,0) 2,0 mg
Molibdato de sddio (Na,Mo0O,.2H,0) 3,0 mg

*Quantidade de agua deionizada.

Esses valores de concentracdo ou ao menos a presenca, ndo sé do cobre
mas também de outros componentes do meio sugerido pela ATCC, foram
investigados e serdo abordados novamente no decorrer do texto.

Os meios de cultivo foram esterilizados em autoclave por 20 minutos a

pressdo manométrica de 1 atm e temperatura de 121°C.

4.2. Ativacdo da bactéria metanotréfica Methylocystis hirsuta

A escolha da bactéria de estudo foi realizada com base nos resultados

obtidos em buscas de artigos e patentes relacionados aos microrganismos
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metanotroficos, bem como na ativagdo realizada no préprio laboratério. As bactérias
da espécie Methylococcus capsulatus sdo amplamente utilizadas em todo o mundo
no que diz respeito as metanotroficas, sendo por isso rejeitada para utilizacdo neste
trabalho. Methylomonas methanica apresentou tempo de ativacdo muito elevado e
crescimento muito lento nas primeiras tentativas realizadas no laboratdrio, mesmo

para bactérias metanotroéficas, o que nos levou a utilizacdo de Methylocystis hirsuta.

Foi realizada a ativacdo da linhagem de Methylocystis hirsuta proveniente do
banco de células da ATCC no meio mineral NMS1306 nas formas sélida e liquida.
Para a ativagdo os meios de cultivo foram distribuidos em placas de Petri e tubos de
ensaio com rolha de borracha, que foram preparados, esterilizados e deixados em
estufa a 30 °C durante uma semana, com objetivo de verificar a pureza do meio de
cultivo em relacdo a presenca de microrganismos oportunistas. Foram utilizadas
rolhas de borracha de forma a manter a atmosfera de metano, necessaria ao
crescimento da bactéria, controlada.

Uma vez verificada a esterilidade dos meios, foi realizado o procedimento
detalhado a seguir, desenvolvido para a ativacdo e conduzido em camara de fluxo
laminar (BioProtector 12-plus, VECO). Todo o procedimento foi executado em fluxo
laminar e os materiais utilizados foram mantidos em luz ultravioleta por 20 minutos,
de forma a diminuir os riscos de contaminacao.

1. Com o uso de um erlenmeyer (125 mL) contendo 50 mL de meio
mineral autoclavado e de pipetas Pasteur esterilizadas (3 mL), foram transferidos 5
mL do meio NMS1306 para um tubo de ensaio estéril tampado com rolha de
borracha;

2. O frasco com a bactéria liofilizada foi aberto e foi inserido no mesmo,
com outra pipeta Pasteur estéril, de 0,5 a 1,0 mL de meio para a reidratacéo;

3. ApoOs a reidratacdo, uma nova pipeta Pasteur foi utilizada para transferir
todo o conteudo do frasco para o tubo de ensaio, que foi homogeneizado para
assegurar a reidratacao das células;

4, A partir do tubo de ensaio contendo a suspensao celular, foram
distribuidas gotas em placas de petri, tubos de ensaio com agar inclinado, tubos de
ensaio com meio liquido e no erlenmeyer inicial. Foram preparados e utilizados
ainda placas de Petri, tubos de ensaio e outro erlenmeyer (125 mL) com 2,0 g/L de

metanol;
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5. Para fornecer metano para as bactérias, uma mangueira de silicone
nova, grande o suficiente para ser mantida dentro do fluxo laminar e conectada a
saida do gas, foi autoclavada. Uma das pontas da mangueira, contendo um filtro de
membrana 0,22 um, foi acoplada a fonte de metano, enquanto a outra foi bloqueada
com uma pinga, com intuito de minimizar a presen¢a de metano no interior do fluxo
laminar e pressurizar a mangueira para a alimentacao;

6. Um conjunto agulha/seringa (10 mL) foi inserido na mangueira
preenchida com metano, cuja pressao interna foi suficiente para empurrar o €mbolo
da seringa, e o géas foi injetado nos tubos de ensaio e nos erlenmeyers com uma
outra agulha, contendo um filtro de 0,22 um entre a seringa e a saida. O processo foi
efetuado rapidamente e os frascos foram novamente vedados, para que a perda de
metano pela abertura da rolha fosse a menor possivel;

7. A atmosfera de metano e ar foi reposta a cada 24 horas, empregando o

procedimento descrito nos itens 5 e 6.

O tempo estimado para o crescimento da bactéria Methylocystis hirsuta era
de 18 dias em placas de Petri com meio solido, incubadas em um dessecador
selado com 20% v/v de metano a 30°C. O tempo observado para aparecimento das
primeiras colbénias nos tubos de ensaio com agar inclinado foi de aproximadamente
25 dias. Esta bactéria tem capacidade de expressar a enzima metano
monooxigenase soluvel (sMMO) sob baixas concentracfes de ions de cobre, enzima
esta responsavel por oxidar o metano fornecido (LINDNER et al., 2007).

Apds o crescimento da bactéria, incialmente nos tubos de ensaio, foi feito um
repique em erlenmeyer para criacdo de um estoque do microrganismo, que vem
sendo utilizado no decorrer do projeto de tese. O estoque foi armazenado em
criotubos com 5% de DMSO em ultrafreezer com temperatura de -80°C. Foi
escolhido o uso de erlenmeyer de modo a se obter um volume maior de cultivo para
gue o estoque ficasse mais concentrado em células, porém o crescimento neste tipo

de frasco ja se mostrou pouco eficaz até mesmo nesse primeiro momento.
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4.3. Determinacao do Peso Seco

Durante os experimentos, foi utilizado um espectrofotbmetro Shimatzu UV-
1800 para leitura de densidade Optica das amostras. As leituras foram realizadas em
um comprimento de onda de 600 nm e com cubeta de quartzo de 1 mL. Para fazer a
relacdo entre a leitura da absorvancia (Abs) dada pelo espectrofotometro e a
concentracao celular [X], em g/L, foi necessario determinar 0 peso seco e construir
uma curva padréo (Abs x [X]). O procedimento empregado esta descrito abaixo:

1. Dez eppendorfs foram colocados na estufa para secagem. Apés 24
horas, foram colocados no dessecador por 1 hora para resfriar, sem absorver
umidade, e, posteriormente, foram pesados para conhecer a massa dos eppendorfs
secos e vazios. A manipulacao dos eppendorfs foi feita com luva e pinga, evitando a
variacdo da massa. A pesagem foi repetida diversas vezes até apresentar
constancia dos valores. Os eppendorfs foram entdo mantidos na estufa até o
momento de sua utilizacao;

2. Assim que constatada a entrada do cultivo na fase estacionaria, 0 meio
de cultivo foi vertido em dois tubos falcons estéreis de 50 mL e centrifugado a 10000
rpm por 10 minutos;

3. 40 mL do sobrenadante foram cuidadosamente removidos com pipeta
e as células ressuspendidas em 40 mL de agua deionizada e autoclavada. O
sobrenadante foi descartado. O procedimento foi repetido para uma melhor lavagem
do meio e a solucéo obtida foi chamada de solucéo-mae;

4. Foram tomadas trés aliquotas de 1 mL para realizar a leitura da
densidade 6ptica (DO), que deve estar entre 0,6 e 0,7 (caso necessario, é feita uma
diluicdo da solucdo mae para que a leitura da DO esteja dentro desta faixa);

5. A partir da solucdo-mae diluida, foram retiradas trés aliquotas para
cada diluicao realizada, tendo sido estas 1,0; 1,25; 1,67; 2,5; 5 e 10. A densidade
optica foi lida no espectrofotdmetro e guardada, para uso na constru¢do da curva de
calibracéo;

6. Com os dez eppendorfs de 2 mL secos e as respectivas massas
conhecidas, foram pipetados 2 mL a partir do outro tubo falcon, contendo a solugéo-
mae nao diluida. Os eppendorfs foram centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos e

colocados para secar ap6s o descarte do sobrenadante.Cada amostra foi pesada
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em intervalos de 6 em 6 horas até que a massa ndo se alterasse mais. Assim,
determinou-se o peso seco, uma vez que o volume era conhecido (2 mL).

Com os valores de peso seco e a curva obtida pela leitura das aliquotas de
solucdo méae nas respectivas diluicbes foi possivel obter a curva (Abs x [X]) para
esta linhagem de M. hirsuta. A Figura 4.1 traz a curva padr&o para M. hirsuta.

0,90 -
0,80 -

070 = y=28192x +0,0059
0.60 | R2 =0,9996

0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -
0,10 -
0,00

Absorvancia (600 nm)

000 005 010 015 020 0,25 0,30
Concentracgéao (g/L)

Figura 4.1: Curva padrdo de Methylocystis hirsuta para correlagdo entra absorvancia e concentracao
celular.

4.4. Cultivo e experimentos em frascos com atmosfera controlada

A utilizacdo de metano como fonte de carbono gera dificuldade no que tange
a alimentacdo da quantidade adequada de substrato e de oxigénio no meio de
cultivo. O uso de recipientes normais, como erlenmeyers, mostrou-se em um
primeiro momento ineficaz, devido a dificuldade de evitar perdas gasosas no
momento da alimentacdo. Uma solugcdo encontrada, utilizada no cultivo de
microrganismos anaerobios, foi a implementacdo do cultivo em frascos vedados,
comumente chamados de frascos de penicilina. Estes frascos, por serem vedados e
feitos para trabalhar sob atmosfera controlada, mostraram-se ideais para o cultivo

em pequena escala das bactérias metanotroficas.
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Os frascos possuem volume total de 100 mL e os cultivos foram feitos com
volume de 50 mL de meio, de forma a se manter uma capacidade de agitacao
suficiente para a transferéncia do metano para a fase liquida. Os frascos com 50 mL
de espaco livre foram alimentados seguindo um protocolo simples, explicado a
sequir:

1. Uma mangueira de silicone estéril (autoclavada e vedada) foi
conectada a saida de ar e levada ao fluxo laminar;

2. Um filtro de didmetro de poro de 0,22 um foi conectado em uma das
saidas da mangueira e na extremidade oposta do filtro foi presa uma seringa de 5
mL. Uma agulha foi encaixada na seringa presa ao filtro de forma que ela se
tornasse a via de saida do gas;

3. Apo6s iniciado o fornecimento de ar comprimido, a agulha de saida da
mangueira foi inserida na tampa de borracha do frasco de penicilina, enquanto uma
outra agulha, para escape do gas injetado, foi inserida em outra regido da mesma
tampa;

4, Foi passado ar pelo frasco durante 30 segundos, de forma a promover
total troca da atmosfera. Apés a troca da atmosfera, o ar comprimido foi desligado e
foi iniciada passagem de metano pela mangueira;

5. O metano era injetado em um frasco auxiliar, no qual era conectada
uma seringa com agulha e uma agulha para escape. Com esta seringa era feita a
alimentacgéo, injetando o volume de metano apropriado, calculado de acordo com a

proporcao desejada, nos frascos que haviam acabado de ter sua atmosfera trocada.

Os frascos foram mantidos em um shaker innova 44 da NewBrunswick para
garantir condi¢cdes de agitacdo e temperatura constantes, de 200 rpm e 30°C. Os
ensaios foram realizados com duplicatas para todas as condicdes e todas as

alimentac@es foram realizadas com 24 horas de intervalo entre elas.

4.4.1. Otimizacao das concentracdes dos componentes do meio

Foram realizados experimentos com diferentes concentracbes dos
componentes do meio, de forma a avaliar a necessidade do uso de alguns
componentes, como a solucédo quelante de ferro, e a melhor concentracao de outros
para o crescimento, caso dos fosfatos, do nitrato, entre outros. A concentracado do

componente utilizada no ensaio para o novo meio de cultivo foi proporcional a
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utilizada no meio NMS1306 original. A tabela 4.2 apresenta o planejamento do
ensaio inicial realizado com o microrganismo para se obter os melhores valores de

concentracédo o meio de cultivo.

Tabela 4.2: Planejamento experimental para modificacdo do meio NMS1306 visando a obtencao de

densidades celulares mais elevadas.

Nitrato de Ureia Tampéo de Sulfato de Quelante de
potéassio (g/L) (g/L) Fosfato* cobre* Ferro*
1 - 1 1 -
1,5 - 1 1 -
2 - 1 1 -
1 1 1 1 -
15 15 1 1 -
2 2 1 1 -
- 1 1 1 -
- 1,5 1 1 -
- 2 1 1 -
1 - 15 1 -
1 - 2 1 -
1 - - -
1 - 1 1 1

* Os valores da tabela para o tamp&o de fosfato, a solu¢des de sulfato de cobre e a solugédo quelante
de ferro indicam a propor¢do do componente em relacdo ao valor original sugerido pela ATCC e

apresentado na Tabela 4.1.

A solucdo quelante de ferro foi removida do meio NMS1306 para um cultivo
preliminar e a bactéria cresceu normalmente, o que justificou 0 uso do meio sem
esta solucdo no experimento, ainda sendo necessaria a confirmacdo desse
resultado. O uso do cobre, reportado por diversos autores e tido como essencial na
literatura, também foi testado a fim de evitar desperdicio de material durante o
projeto. A alimentacdo foi realizada com a proporcdo de 50% de ar e 50% de

metano.
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4.4.2. Ensaios preliminares com suplementacdo do meio e outras fontes

de nitrogénio

Utilizando uma fonte de carbono Unico, o metano, e com um meio mineral
extremamente basico, a bactéria pode exigir uma suplementacdo do meio para que
ocorra um crescimento mais acelerado e com densidades celulares mais elevadas.
Para tal, foram testados fatores que poderiam promover um rendimento maior em
células.

O meio utilizado a partir deste experimento foi um meio de cultivo modificado
(NMS1306 modificado), obtido a partir dos resultados do ensaio do topico 4.4.1. De
acordo com os resultados obtidos, que serdo apresentados no decorrer do proximo
capitulo, foi removida a solucao quelante de ferro e mantido o sulfato de cobre.

Foram utilizados extrato de levedura e peptona, com o objetivo de aumentar a
disponibilidade de vitaminas, cofatores, entre outros, e ampliar a quantidade de
nitrogénio oferecida aos microrganismos; ureia, como fonte de nitrogénio mais
facilmente assimilada pelos microrganismos e potencial substituta para o nitrato;
metanol, que esta presente na via metabdlica das metanotroficas, com potencial
para dar um “burst” na célula e acelerar o consumo do metano presente no meio; e
um surfactante, o Tween 80, com o0 objetivo de aumentar a disponibilidade de
oxigénio e de metano na fase liquida. Os valores de concentracdo para este ensaio
foram apresentados na Tabela 4.3. Novamente, a alimentagdo dos frascos foi

realizada com a proporcéo de 50% de ar e 50% de metano.

Tabela 4.3: Meio de cultivo NMS1306 modificado e com adig¢&o de suplementos utilizado no
experimento.

Ureia Extrato de levedura Peptona Metanol Tween 80
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0,5 - - - -
- 0,5 - - -
- - 0,5 - -
- - - 0,5 -
- - - - 0,11
- 0,5 - - 0,11
- - - 0,5 0,11
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4.4.3. Ensaio com diferentes proporcdes de alimentacdo de metano e ar

A injecao de gas nos frascos, realizada com o uso de seringas e agulhas,
respeita uma proporcao pré-determinada de metano e ar, de forma a manter fixa a
concentracdo dos gases dentro do frasco ap6s cada alimentacdo. Foram testadas
trés condigbes de alimentacdo nos frascos: 60% de ar, 35% de metano e 5% de
COy; 70% ar e 30% de metano; e 50% de ar e 50% de metano. Foi utilizada uma
porcentagem de CO, no experimento pois Sheehan e Johnson (1971) abordaram a
hipétese da participacdo do CO, no metabolismo de metanotréficas, auxiliando na
formacdo das bases nitrogenadas, mesmo que em pequenas quantidades. A
variacdo dessa concentracdo dos gases na mistura é de fundamental importancia,
pois vai ditar o gasto de substrato e também a perda gerada pela perda do que néo

for consumido pelos microorganismos.

4.4.4. Uso de fontes alternativas de carbono

Apesar de diversos autores explicitarem a caracteristica de metanotroéfica
obrigatoéria de M. hirsuta, o uso de outras fontes de carbono precisou ser testado, de
forma a comprovar a incapacidade deste microrganismo de quebrar ligacdes
carbono-carbono. O uso de fontes mais complexas pode facilitar a producéo de
biomassa, tendo em vista 0 ganho energético com a quebra dessas moléculas.

Para testar a obrigatoriedade da cepa estudada em relacdo ao consumo de
substrato foram realizados ensaios com oito diferentes fontes de carbono: glicose,
xilose, glicerol, xilitol, metanol, acetato de sédio, hexano e éter de petréleo. A
concentracao utilizada foi de 1 g/L de substrato para cada ensaio.

Os experimentos com fontes alternativas, excepcionalmente, foram realizados
em erlenmeyer de 500 mL com 200 mL de meio, devido ao fato de que a atmosfera
nao precisava ser controlada, pois ndo havia alimentagdo com metano. Os frascos
foram fechados com rolha de algoddo, de modo que a atmosfera pudesse se
renovar com a entrada de ar e a saida dos gases produzidos pelo metabolismo
(caso a célula conseguisse utilizar as fontes de substrato disponibilizadas em cada
frasco). A agitagdo foi mantida em 200 rpm, temperatura em 30°C e o pH inicial dos

cultivos foi 7,0.
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4.4.5. Combinagao de suplementos no meio de cultivo

Verificada a importancia da suplementacdo do meio de cultivo, viu-se
necessario investigar quais os suplementos mais eficientes para o aumento das
taxas de crescimento celular e quais combinacdes poderiam surtir mais efeito no
aumento dessas taxas e das concentracbes finais. Para esses ensaios foram
utilizados extrato de levedura, peptona e casaminoacidos sendo as concentracfes

descritas na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Concentracfes de cada suplemento para os diferentes ensaios.

Extrato de levedura (g/L) Peptona (g/L) Casaminoacidos (g/L)

0,5 - -
1 - -
2 - -
- 0,5 -
- 1 -
- 2 -
- - 0,5
- - 1
- - 2

0,25 0,25 =

0,5 0,5 -
1 1 =
2 2 -

0,25 - 0,25

0,5 - 0,5
1 - 1
2 - 2

* Os ensaios com a mistura de casaminoacidos e extrato de levedura foram realizados em

uma etapa posterior do projeto, entédo o controle foi diferente dos demais ensaios.

Os casaminoacidos tem a funcdo de suplementar o meio com vitaminas,
cofatores e precursores, de forma a agilizar algumas etapas do metabolismo ao
disponibilizar para a célula o composto pronto, sem a necessidade de gastar energia
e carbono para sintetizar essas substancias. Foi utilizada a proporcdo de

alimentacéao de 30% de metano e 70% de ar.
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4.4.6. Uso de perfluorocarbono e 6leo vegetal

O experimento consistiu em analisar a influéncia da adicdo de um Oleo
vegetal e de um perfluorocarbono (PFC) no meio de cultivo, visando aumentar a
transferéncia de massa do metano da fase gasosa para a fase liquida. O principio de
atuacdo dessas duas substancias é bastante semelhante, com os dois atuando
como tensoativos, reduzindo a tensdo superficial da agua e facilitando a
transferéncia de massa da fase gasosa para a fase liquida. A molécula de
tensoativo, ou surfactante, tem uma regiao polar e outra apolar, o que permite uma
melhor solubilizacdo de substancias apolares, como o metano, e pode auxiliar na

disponibilizagédo destas dissolvidas na fase liquida (Holmberg et al., 2002).

O oOleo escolhido foi o de soja e o PFC foi o perfluoroctano. Trés
concentracbes de 6leo e PFC foram utilizadas: 0,5; 1 e 2% (v/v). Foram testados
novamente o extrato de levedura e o casaminoécidos, desta vez em uma mistura
combinada com 1% (v/v) dos tensoativos (Oleo+EC e PFC+EC), valores
apresentados ja Tabela 4.5, de modo a verificar a influéncia dos mesmos em uma
situacao com maior disponibilidade de metano para o microrganismo. As condi¢des
foram as mesmas utilizadas nos outros ensaios em frascos, 200 rpm e 30°C, com

proporgao de 30% de metano e 70% de ar.

Tabela 4.5: Concentragfes dos aditivos no meio NMS1306 modificado para os ensaios com
PFC e 6leo vegetal.

PFC Oleo de Soja  Extrato de levedura Casaminoacidos
(% viv) (% viv) (g/L) (g/L)
0,5 - - -
1 - - -
2 - - -
- 0,5 - -
- 1 - -
- 2 - -
1 - 1 1
- 1 1 1
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4.4.7. Planejamento Experimental com variagdo da concentragdo de

suplementos e 6leo vegetal

Tendo em vista os resultados obtidos durante os experimentos descritos
anteriormente, foi realizado um planejamento do tipo Delineamento Central
Composto Rotacional (DCCR) com o intuito de otimizar o uso dos suplementos no
meio NMS 1306. Os ensaios em frascos de penicilina de 100 mL com 50 mL de
meio NMS 1306 modificado foram conduzidos em shaker agitado a 200 rpm,
temperatura de 30°C e pH inicial 7,0. Os aditivos utilizados foram extrato de
levedura, casaminodacidos e 6leo de soja em diferentes concentracdes. A Tabela 4.6

apresenta as concentraces de cada um destes componentes em cada frasco.

Tabela 4.6: Planejamento experimental DCCR utilizando extrato de levedura (EL),

casaminodcidos (CAS) e d6leo de soja.

EL (g/L) CAS (g/L) OLEO (% Vv/v)
1 1 1
1 1 2
1 2 1
1 2 2
2 1 1
2 1 2
2 2 1
2 2 2

0,66 1,5 1,5
2,34 15 15
1,5 0,66 1,5
15 2,34 15
1,5 1,5 0,66
15 15 2,34
15 1,5 1,5
15 15 15
1,5 15 15

4.5. Determinacdo do K, a

Apds os ensaios em frascos foi necessaria a passagem dos experimentos
para sistemas maiores, os biorreatores. Esta mudanca de escala, inicialmente para
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escala de bancada, deve ser feita em sistemas que permitam uma eficiente
solubilizacdo dos gases na fase liquida, permitindo que o microrganismo tenha
acesso ao substrato e outros componentes essenciais para seu metabolismo. A
obtencdo dos valores de K,a de cada sistema utilizado, bem como a otimizacao
desta variavel é de fundamental importancia para que altas densidades celulares
sejam obtidas e o0 processo possa ser avaliado de forma eficiente.

O método utilizado na determinacdo do K a foi o da desgaseificacdo. Ele
consiste em remover o O, do meio pela passagem de N,, e, quando o sensor de
oxigénio dissolvido indicar que todo o O, foi removido, interromper a passagem de
N, e iniciar a injecdo de ar. A curva da variagdo da concentracdo de O, dissolvido
(OD) que sera formada vai permitir o calculo do K a.

A Figura 4.2 representa a variagdo da concentracdo de OD com o tempo
durante a execuc¢do do método.

inicio da
desgaseificacdo
(& |
Cr:
Cro

Sty 1 tempo
inicio da
aeracao

Figura 4.2: llustracdo do comportamento da concentracdo de OD durante o método da
desgaseificacao.

Segue a metodologia utilizada descrita em detalhes:

1. Remocao completa do oxigénio do meio com o borbulhamento de
nitrogénio até que a concentracdo de oxigénio dissolvido seja zero;

2. Ap6s a remocéo de todo o O;, o borbulhamento de N, foi interrompido e
foi iniciada a passagem de ar sintético na vazao pré-determinada;

3. O valor de OD apresentado na tela de controle do reator foi anotado a

cada 30 segundos durante 20 minutos ou até que a saturacédo fosse alcancada;
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata e o procedimento foi repetido
para todas as vazdes estabelecidas no planejamento. O K, a do oxigénio para cada
uma das condi¢des pode ser calculado a partir da integracéo da Eq. (2.3), conforme

segue:

(Cs—=Cr1) _ .
Ln CoCro) K a(t; —ty) (4.1)

Onde Cs € a concentracdo de saturacao do O,, C.; e t; sdo os valores de OD e
tempo no ponto 1 e C_( e tp 0s valores de OD e tempo no ponto 0. Vale ressaltar que
apenas a regido linear do grafico C_ x t deve ser considerada nos calculos, sendo os

pontos 0 e 1 o inicio e o fim dessa regiéo, respectivamente.
4.5.1. Ensaios de K. a em reatores do tipo airlift e agitado mecanicamente

Os experimentos realizados tinham por objetivo determinar o coeficiente de
transferéncia de massa do oxigénio para a fase liquida (K a) (agua destilada) para
diversas configuracbes de biorreator em diferentes condi¢des. Foi utilizado
inicialmente um reator airlift com circulagdo interna por placa da Electrolab (Figura
4.3) de 9 litros de volume util, com relacéo entre altura de coluna e diametro interno
(H/T) igual a 6:1, equipado com um borbulhador, um sensor de temperatura e
eletrodos de pH e OD.

Foram testadas diversas condicbes no reator, com variagdo de tipo de
borbulhador, temperatura, vazao de ar e a presenca de recheios randémicos. Cada

uma delas estéa explicitada na Tabela 4.7.
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‘" 3NN I

D

Figura 4.3: Reator airlift utilizado nos ensaios de K a.

Os recheios usados nos ensaios (Figura 4.4) foram anéis de Pall de 1” e selas
Intalox de 17, ambos feitos de ago inoxidavel. O uso de recheios randémicos é muito
comum na industria do petroleo, em colunas de destilagéo, absorcdo e esgotamento,
com o intuito de aumentar a superficie de contato do material e o tempo de

residéncia deste na coluna, devido ao aumento da tortuosidade do meio.

G
(A) (B)

Figura 4.4: Recheios randdémicos utilizados no reator airlift. (A) Selas Intalox 1”; (B) Anéis de Pall 1”.
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Foram realizados ensaios com as trés diferentes vazGes para cada um dos
parametros indicados na Tabela 4.7. Os borbulhadores utilizados nos ensaios estédo

ilustrados na Figura 4.5.

Tabela 4.7: Pardmetros avaliados nos experimentos para medicdo do K _a com agua deionizada.

Vazéo (L/min) Temperatura (°C) Tipo de borbulhador Recheios
randdémicos
4 24 6 furos de 1 mm Sem recheio
30 48 furos de 0,386 mm Anel Pall1”
37 Sinterizado Sela1”

(C)

Figura 4.5: Borbulhadores utilizados nos ensaios de K a no reator airlift. (A) 6 furos de 1 mm; (B) 48
furos de 0,386 mm; (C) sinterizado.

Em um momento posterior, foram realizados ensaios com o0 meio mineral
NMS 1306, utilizado durante o processo para crescimento dos microrganismos. Essa
fase liquida foi investigada devido ao fato de existir uma interferéncia significativa na
solubilizacdo dos gases a depender da concentracdo de determinados ions e da
forca ibnica do meio. Estes ensaios também foram realizados em triplicata.

Para uma comparagdo mais efetiva e visando a utilizagdo de reatores
agitados mecanicamente (conhecidos em inglés como STR, sigla para “Stirred Tank
Reactor”) nas fermentagdes, foram realizados ensaios comparativos neste tipo de
biorreator. O modelo utilizado foi o BioFlo & Celligen 310, da New Brunswick, que
funciona com impelidores com 6 pas, mostrado na Figura 4.6. Os ensaios foram
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realizados com as vaz0es equivalentes em vvm (volume de ar por volume de meio)
as utilizadas no airlift. Valores obtidos para meio mineral NMS 1306 e &gua
deionizada puderam ser comparados e os resultados avaliados para futura utilizacao

de cada sistema.

Figura 4.6: Impelidor de seis pas utilizado na agitacdo do meio no biorreator BioFlo & Celigen 310.

4.5.2. Ensaios de K a em reator tipo coluna de bolhas (RCB)

O reator utilizado nos ensaios de K a deste tépico foi do tipo coluna de
bolhas, que compde o sistema desenvolvido no préprio laboratério, formado por trés
colunas de vidro interconectadas e recheadas com anéis Pall de aco inoxidavel de
aproximadamente 1,5 cm de diametro e altura. Assim como nos ensaios em reator
airlift, o preenchimento do interior da coluna com esse tipo de recheio teve o objetivo
de aumentar a transferéncia de massa da corrente gasosa para a fase liquida,
promovendo maior turbuléncia no meio reacional e quebrando as bolhas gasosas
gue porventura pudessem coalescer e, com isso, reduzir a superficie de troca entre
as fases. A eficiéncia dos recheios em aumentar o valor de K a do sistema pbdde ser
observada ao se realizar ensaios para comparacao entre as taxas de transferéncia
das colunas com e sem o uso dos anéis Pall. Estes ensaios foram realizados em
diferentes vazbes, de forma a se observar a influéncia dos recheios em sistemas
com diferentes niveis de turbuléncia.

A Figura 4.7 ilustra o reator tipo coluna de bolhas (RCB) e a Figura 4.8 os

anéis Pall utilizados para seu preenchimento nos ensaios. Os ensaios para medi¢do
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de K a foram realizados nas vazdes de 2, 4, 6 e 8 L/min, com o intuito de verificar a
influéncia da vazéo e da turbuléncia do sistema na transferéncia de massa. Todos
0s ensaios foram realizados em triplicata. Os ensaios foram realizados utilizando a
torre de controle e o eletrodo de OD do reator Airlift, da Electrolab, mostrado no
topico 4.5.1.

Figura 4.7: Foto do sistema montado para determinacdo do K a nas colunas em série, com e sem 0

preenchimento com recheio.

Figura 4.8: Anéis de Pall utilizados nos ensaios com o reator tipo coluna de bolhas em série. Diferente
das utilizadas nos ensaios em reator airlift, cada pecga possui aproximadamente 1,5 cm de diametro e

altura.
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4.5.3. Correlagéo dos valores do coeficiente de transferéncia de massa

para oxigénio (K a) e metano (K achHa)

Os valores de Kiacns foram estimados de acordo com as correlagbes
propostas por Yu et al (2006), seguindo a estratégia descrita no item 2.6.2 e
observando o uso de cada correlacdo segundo o tipo do biorreator. Essa analise se
mostra interessante ao ponto que a solubilidade do metano € extremamente baixa e
sensores para medida de sua concentracdo na fase liquida ndo sédo facilmente

encontrados ou utilizados, com tempos de resposta excessivamente longos.

4.6. Ensaios em biorreatores

Apés os experimentos em frascos agitados, foram realizados cultivos em
biorreatores, com condi¢cdes de processo controladas. O aumento da escala permitiu
um acompanhamento mais detalhado e expressivo do comportamento do
microorganismo em um cultivo com fornecimento continuo ou intermitente da mistura
de metano e ar comprimido. Os ensaios em biorreatores foram realizados apds cada
grupo de ensaios em frascos, 0 que gerou resultados em biorreator e em frasco para
cada uma das etapas do projeto, com a mudan¢ca do meio e das condi¢cdes do

processo variando conforme 0s ensaios sugeriam.

4.6.1. Ensaios em biorreatores agitados mecanicamente (STR)

O biorreator BioFlo & Celligen 310, da New Brunswick, foi utilizado nos
experimentos com agitagcdo mecanica. Este equipamento possui controle automatico
de todas as condi¢gbes do processo, como temperatura, pH, velocidade de agitagcao
e vazao de alimentacdo de ar. Esses ensaios foram realizados visando avaliar uma
possivel melhora na transferéncia do substrato gasoso para a fase liquida e
consequente aumento na velocidade de crescimento das células.

Foi utilizado um volume de in6culo correspondente a 10% (v/v) do volume
final de meio de cultivo, tendo sido este cultivado em frascos de penicilina com meio
NMS1306 modificado em shaker agitado, a temperatura de 30°C e agitacdo de 200
rpm. O inéculo foi concentrado em centrifuga para que a concentracao inicial de
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células fosse a suficiente para o cultivo em biorreator. O microrganismo utilizado nos
ensaios foi Methylocystis hirsuta.

Para o primeiro ensaio foi utilizado um volume final de 800 mL, temperatura
de 30°C, pH 7,0 e agitacdo de 400 rpm. Foram utilizadas solu¢gbes de NaOH (2M) e
HCl (2M) para a manutencdo do pH do meio. O meio utilizado foi o NMS1306
modificado com suplementacéo de 0,5 g/L de extrato de levedura e peptona. Para o
segundo ensaio foram utilizadas as mesmas condic¢des, variando o volume inicial de
meio (1000 mL) e os suplementos adicionados, neste caso 2 g/L de extrato de
levedura e 2 g/L de casaminoacidos. Os experimentos foram realizados com uma
vazado da mistura gasosa de 4 L/min, e com proporcédo de 50% de metano e ar para
0 primeiro ensaio e de 30% de metano e 70% de ar para o segundo. A propor¢cao da
ar e metano sofreu alteracdo decorrente de resultados obtidos durante os ensaios.
Para o ensaio com 1000 mL de meio um condensador mantido em 10°C, com o
auxilio de um banho termostatico modelo Haake, marca TriPoli Solutions, foi
utilizado para evitar a perda de meio devido ao borbulhamento intenso, o que havia
sido verificado durante o ensaio anterior.

No segundo ensaio foram realizadas alimentagbes no sistema de forma a
repor as concentracbes dos suplementos e avaliar o comportamento do
microrganismo. As alimentaces foram de 100 mL de meio com a concentracédo de
suplementos necessaria para que a concentracao destes retornasse ao valor inicial,
admitindo que eles tenham sido completamente consumidos pelas bactérias. Apds a
dltima alimentacdo interrompeu-se a alimentagdo com metano, de modo a testar o
consumo das fontes provenientes do suplemento. A Figura 4.9 mostra o biorreator

utilizado nestes ensaios.
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Figura 4.9: Biorreator BioFlo® da NewBrunswick utilizado nos experimentos com agitagdo mecanica.

4.6.2. Ensaios em biorreatores agitados mecanicamente (STR) com

alimentacao intermitente

O uso de substrato gasoso normalmente exige que a alimentacdo seja
constante, o que faz com que boa parte do gas disponibilizado ao sistema seja
perdida, tendo em vista a baixa solubilidade de metano e oxigénio na fase liquida.
Sabendo que o custo do processo aumenta com o desperdicio de matéria-prima,
seria interessante, do ponto de vista econémico, realizar a fermentagdo com uma
alimentacdo por pulsos, provocando uma pressurizacdo do sistema e uma
solubilizacdo do gas presente no reator concomitantemente com a utilizacdo do
mesmo pelo microrganismo.

Os ensaios foram realizados em reator agitado mecanicamente, 0 mesmo
utilizado nos experimentos anteriores, com alimentagdo por pulsos da corrente
gasosa. A alimentacao foi realizada por 5 minutos com a corrente de metano e
oxigénio a uma vazéo de 4 L/min e uma proporcao de 30% de metano para 70% de
ar comprimido. Ap6s os 5 minutos, o reator foi fechado e a alimentacéo interrompida
apos 5 segundos, visando a pressurizacdo parcial do vaso de reagdo. Nao foi

possivel exercer uma pressao maior no sistema, pois o vaso reacional tinha paredes
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de vidro, podendo se romper com uma pressao excessiva. A renovacdo da mistura
gasosa no interior do reator foi realizada sempre apés a retirada de amostra para
acompanhamento da concentracao celular.

Foram realizados ensaios com diferentes vazdes e intervalos de alimentacao,
com intuito de encontrar uma condicdo 6tima para utilizacao deste procedimento nas
fermentacBes posteriores utilizando as bactérias metanotroficas. Os valores de
temperatura, pH e agitacdo do meio foram mantidos em 30°C, 7,0 e 400 rpm, assim
COmMO NosS ensaios anteriores em biorreator.

Apds os ensaios iniciais, foi verificada a necessidade da circulacdo da
atmosfera gasosa no reator, de modo a tentar aumentar a capacidade de
transferéncia do sistema e melhorar os rendimentos em termos de crescimento
celular. Para tal, foram realizados experimentos com uma bomba peristaltica
fazendo essa circulacdo, sendo mantidas todas as outras caracteristicas
operacionais. Ainda, visando a maior solubilizacdo dos gases na fase liquida, um
ensaio foi realizado com Tween 80 misturado ao meio. A Figura 4.10 mostra um

esquema desse ensaio.

Reciclo da
mistura gasosa

" — =

Entrada dos gases
durante alimentagdo

"

Saida da mistura
gasosa

Figura 4.10: Esquematizacéo do ensaio de crescimento celular em biorreator agitado mecanicamente
com alimentag&o por pulsos e reciclo da corrente gasosa.
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4.6.3. Ensaios em biorreatores tipo coluna de bolhas em série (RCB)

preenchidas com recheios randémicos

Foram realizados experimentos com um sistema de reatores do tipo colunas
de bolhas em série (RCB), desenvolvido no proprio LADEBIO, utilizando M. hirsuta.
Este sistema foi idealizado de acordo com a necessidade de se ter uma alta
capacidade de transferéncia de massa aliada ao melhor aproveitamento do volume
de géas oferecido ao biorreator (por isso o sistema em série) e a uma economia de
energia proporcionada pela agitacdo pneumatica, e ndo mecanica, deste tipo de
reator. O sistema foi preenchido internamente com recheios randémicos tipo anel
Pall de 1,5 cm, visando aumentar tanto a superficie de contato entre 0s gases e a
fase liquida quanto o tempo de residéncia das bolhas no meio, de forma a melhorar
a eficiéncia da transferéncia de massa entre as fases. O sistema montado neste
trabalho, permitindo uma eficiente troca de massa entre as fases e aumentando o
tempo de residéncia do gas, reduz ainda a perda de substrato durante o processo.

No primeiro experimento com as colunas foi utilizado o meio NMS com
suplementacéo de 0,5 g/L de extrato de levedura e 0,5 g/L de peptona. O inéculo foi
de 10% (v/v) do volume final de meio, que foi de 3000 mL. A temperatura de 30°C foi
mantida com o auxilio de um banho termostatico, marca ethikTechnology, e a
circulacdo do meio entre as colunas foi realizada por uma bomba peristaltica,
modelo 323E, Watson Marlow. O pH inicial do meio foi 7,0, mas este parametro néo
foi acompanhado durante o processo. A injecdo da mistura gasosa foi realizada a
uma vazao de 4 L/min, com proporcdo de 30% de metano e 70% de ar, na regiao
inferior da primeira coluna. Através das conexdes, 0 gas passou pela primeira
coluna, saiu pela regido superior da mesma e entrou por baixo da segunda, o que
ocorreu também da segunda para a terceira coluna. Nas colunas, liquido e gas
ecoavam em contra-corrente, maximizando assim a transferéncia de massa entre as
fases. Um esquema ilustrativo do sistema RCB esta exposto na Figura 4.11 e uma
foto das colunas durante um ensaio na Figura 4.12.

O segundo ensaio com colunas de bolhas repetiu as condi¢bes operacionais
do primeiro, com alteragdo apenas na suplementacdo do meio de cultivo, que foi de

2 g/L de extrato de levedura e casaminoacidos. Assim como nos reatores agitados
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mecanicamente, no segundo experimento foi utilizado um condensador mantido a

10°C para evitar perda de meio devido ao borbulhamento.

Q LIQUID FLOW

GAS FLOW

Figura 4.11: Esquema ilustrativo do funcionamento dos reatores tipo coluna de bolhas em série (RCB)
com escoamento em contra-corrente. As linhas continuas e pontilhadas representam,

respectivamente, as correntes das fases liquida e gasosa.

Figura 4.12: Foto do sistema de trés colunas em série utilizado nos experimentos.

Em ambos os experimentos foram realizadas alimentacbes de meio ao
sistema, tanto para manter o volume inicial do cultivo quanto para repor as
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concentracdes dos suplementos e avaliar o comportamento do microrganismo. Em
um momento posterior, apdés a realizacdo de novos ensaios em frascos agitados,
cujos resultados serdo analisados no préximo capitulo, foi observada a influéncia do
uso de tensoativos durante a fermentacao, com objetivo de melhorar a solubilizagéao
da fase gasosa no meio de cultivo. Dessa forma, foram realizados ensaios no
sistema RCB utilizando 6leo de soja 1% (v/v) e 0s suplementos extrato de levedura
(2 g/L) e casaminoacidos (1,5 g/L). Estes ensaios foram realizados nas mesmas
condi¢des operacionais dos anteriores, com pH 7,0, temperatura de 30 °C e vazao
da mistura gasosa de 4 L/min com propor¢cao de 30% metano e 70% de ar
comprimido.

Para efeito de comparacdo da capacidade fermentativa do sistema RCB com
e sem recheio e também com o meio NMS sem suplementac¢éo, foram realizados
ainda um ensaio sem a presenca dos anéis de Pall e outro sem suplementos,

mantendo as condi¢cdes operacionais ja mencionadas anteriormente.

4.7. Ensaios para caracterizagdo da biomassa bacteriana

A analise do conteudo nutricional (proteinas, carboidratos, lipidios e cinzas) é
uma primeira forma de mostrar a capacidade do preparado microbiano produzido
neste trabalho em ser utilizado, ou ndo, como fonte de proteinas. Os ensaios foram
realizados no Laboratério de Estudos Aplicados em Fotossintese (LEAF), no Instituto

de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

4.7.1. Andlise de proteinas totais

Para analise do conteudo proteico da biomassa seca foi utilizado o método de
Lowry et al (1951), modificado por Mota (2018). O método original visava mensurar a
guantidade de proteinas solUveis contidas na amostra, enquanto que a modificacao
proposta por Mota permite a obtencdo dos valores de proteinas totais. De acordo
com Zaia et al. (1998), o principio do método se baseia no reagente de Folin-

Ciocalteau, uma mistura contendo molibdato, tungstato e &cido fosférico, que sofre
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reducdo ao reagir com proteinas na presenca de um catalisador de cobre (Il) e
produz um composto com absor¢cdo maxima em 750 nm.

Autores que estudaram este método (Chou & Goldstein, 1960; Legler et al.,
1985) propuseram que essa reducao ocorre diretamente nas cadeias laterais dos
aminoacidos tirosina, triptofano, cisteina, asparagina e histidina, facilitada pelo
catalisador de cobre (Il). A principal vantagem do método de Lowry é a sua alta
sensibilidade e, por isto, tem sido utilizado para a determinagcdo da concentracéao de
proteinas em diversos meios, mas apesar disso, ele possui certas desvantagens,
como estar sujeito a interferentes, apresentar longo tempo de analise, possuir
absortividade especifica varidvel para diferentes proteinas, e seguir a Lei de
Lambert-Beer em uma faixa pequena de concentracdo de proteinas (Zaia et al.,
1998).

O procedimento experimental consistiu da adicdo de 0,5 mL de agua e 0,5 mL
de solucédo de SDS (Dodecil sulfato de sédio) (1 g de SDS + 1,5 g de glicerol + 10
mL de agua destilada) em 30 mg de biomassa seca em tubo tipo falcon de 15 mL.
Foi adicionado ao tubo o volume de pérolas de vidro correspondente ao volume de
biomassa, com o objetivo de, utilizando um vortex, romper as membranas celulares
e facilitar a “extragao” das proteinas contidas no interior das células. Foi realizada a
homogeneizacdo do conteudo do tubo por agitacdo em vortex por 5 minutos e em
seguida ele foi colocado em banho-maria (100°C / 5 minutos). Este procedimento foi
realizado duas vezes em sequéncia para aumentar a sua eficiéncia e ap0s
alcancarem a temperatura ambiente as amostras foram centrifugadas a 5500 rpm
por 8 minutos. O sobrenadante proveniente desta etapa foi separado e foram
retiradas aliquotas de 100 pL de cada amostra, para consequente diluicdo. A
diluicdo realizada nesta etapa foi repetida até que as leituras estivessem dentro da
faixa coberta pela curva do método.

Para a segunda etapa do procedimento, trés solu¢cdes foram preparadas e
elas estdo descritas a seguir:

e Solucéo A: 2% NaCO3z em solucdo 0,1N NaOH
e Solucdo B: Mistura das solu¢cdes B; e B, (1:1) no momento da analise
o Solucéo B;: 0,5% CuSO4. 5 H,O
o Solucéo B,: 1% C4H4sKNaOsg . 4 H,O

e Solucdo C: 50 volumes de A + 1 volume de B
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Foram adicionados 5 mL da solugdo C a uma aliquota de 1 mL da amostra
apos diluicdo. Dez minutos depois da adicdo de C, as amostras reagidas foram
novamente centrifugadas nas mesmas condicbes e transferidas para tubos de
ensaio. A cada tubo foi adicionado 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido na
hora em &gua na proporgéo de 1:2 (v/v). A reacdo ocorreu durante 35 minutos e em
seguida foi feita a leitura da absorvancia em espectrofotdbmetro a 750 nm, com o teor
de proteinas sendo determinado pela correlacdo com a curva de albumina de soro

bovino como padréo.

4.7.2. Andlise de carboidratos

O teor de carboidratos (CHO) foi analisado utilizando o método de Dubois et
al. (1956), que consiste na reacédo de acido fenol-sulfdrico e é usado para determinar
guantidades de acucares e substancias relacionadas. AcuUcares simples,
oligossacarideos, polissacarideos e seus derivados adquirem uma coloracdo
alaranjada quando tratados com fenol e acido sulfurico concentrado, o que permite
gue eles sejam quantificados por métodos colorimétricos, como a
espectrofotometria. Para o0 presente trabalho foram realizadas pequenas
modificacdes na etapa inicial do método, visando a liberacédo de todo o contetdo de
carboidratos presentes na amostra. Foram executadas as etapas a seguir:

1. Em um tubo falcon foram pesadas 4 mg de amostra e adicionados 2

mL de H,SO, 1M. Os tubos foram colocados em banho-maria (100°C) por 6
horas;

2. Apoés este periodo as amostras foram diluidas com 6 mL de agua
deionizada e centrifugadas a 5500 rpm por 8 minutos. O sobrenadante foi
separado e mantido em geladeira até a préxima etapa;

3. Apbs atingir temperatura ambiente, 1 mL do sobrenadante foi colocado
em um tubo de ensaio e diluido conforme necessidade, a depender da amostra;

4, Com auxilio de uma pipeta automatica, 0,5 mL de fenol 3% foi
adicionado ao tubo de ensaio, sendo despejado diretamente em cima da amostra,

e agitado por 1 minuto em vortex;
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5. Acrescentou-se entdo 2,5 mL de H,SO, concentrado diretamente sobre
a amostra, mais uma vez com auxilio de uma pipeta automatica, agitando por 2
minutos em vortex;

6. Apo6s 30 minutos para que se completasse a reacdo, foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro a 485 nm contra os brancos dos reagentes utilizando
as mesmas manipulacfes a partir do passo 3, substituindo a amostra por agua
deionizada.

O célculo da concentracdo de CHO foi realizado pela correlagdo com uma

curva padréo de glicose.

4.7.3. Analise de lipidios

A extracdo da fracdo lipidica das amostras e a quantificacdo desta fracao foi
realizada utilizando o método de Folch et al. (1957), um método de extragcdo com
solventes organicos e determinacdo gravimétrica. A ampla faixa de polaridades dos
lipidios e os diferentes tipos de ligacbes presentes nestas moléculas fazem com que
a escolha do método e, consequentemente, do solvente a ser utilizado, seja uma
tarefa dificil. Os solventes mais utilizados sdo o éter etilico, éter de petrdleo e a
solucéo cloroférmio-metanol, todos com capacidade de extrair triacilglicerois. Porém,
solventes mais polares, como a mistura de cloroformio e metanol, também extraem
lipidios polares como fosfolipidios, esterdis, terpenos, ceras, hidrocarbonetos e
outros componentes nao lipidicos (Aued-Pimentel & Zenebon, 2009). Os métodos
gue empregam essa mistura, como o de Bligh e Dyer (1959) e o de Folch et al.
(1957) sao reconhecidos como os mais adequados para a extracdo de todos os
componentes lipidicos da amostra. Nestes métodos, as propor¢cdes entre 0s
solventes de extracdo, massa da amostra e dos solventes, 0 modo de preparacao da
amostra, o tempo de agitacdo, o teor de gordura, agua e o tipo de produtos, sao
fatores criticos, influenciando diretamente na eficiéncia de extracdo (AOAC, 2005;
Antoniassi, 2000). Apesar de existirem métodos analiticos de extracdo de lipidios
recomendados para certas classes de alimentos, estes estdo em constante
avaliacdo devido a grande variedade de produtos langcados no mercado, elaborados
com novas tecnologias e contendo variados aditivos, o que certamente interfere na
extracdo dos lipidios.
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O procedimento experimental, baseado no trabalho de Folch et al. (1957),

utilizado para as analises esta descrito a seguir:

1. O ensaio foi iniciado com a adicdo de 5 mL de metanol a 100 mg de
amostra seca, macerada em gral e pistilo, em tubo de ensaio grande. Apos
agitacdo em vortex por 2 minutos, foram adicionados 10 mL de cloroférmio com
mais 5 minutos de agitacdo em vortex;

2. As amostras foram filtradas em papel de filtro e o residuo foi lavado
com solucdo de 5 mL de metanol e 10 mL de cloroférmio;

3. O filtrado foi recolhido em proveta graduada de 50 mL com tampa e o
equivalente a % do volume medido na proveta foi adicionado de KCI 0,88% (em
agua) e o sistema foi agitado manualmente para mistura completa. Apds a
separacao das fases, foi desprezada por aspiracdo a fase superior;

4. Em seguida, o volume foi novamente medido e ¥ do que foi observado
foi adicionado de solucdo de metanol:dgua (2:1). Mais uma vez, a fase superior foi
removida por aspersao;

5. A fase inferior foi entéo filtrada, com papel de filtro contendo sulfato de
sédio anidro, e transferida para baldo, onde foi evaporado todo o cloroférmio em
evaporador rotativo a 40°C;

6. A fracdo lipidica foi ressuspendida em 1,5 mL de cloroférmio e
depositada em suporte metélico previamente pesado. O cloroformio foi evaporado
em estufa e o teor de lipidios foi entdo calculado pela diferenca das massas do

suporte com e sem a amostra.

4.7.4. Andlise de cinzas

A anadlise do teor de cinzas foi realizada seguindo metodologia utilizada no
LEAF e também no LADEBIO, para caracterizacdo de cinzas em biomassas
lignoceluldsicas, baseada em protocolos do NREL (National Renewable Energy
Laboratory) (Sluiter et al., 2008).

Suportes de aluminio foram aquecidos em estufa a 105°C por 1 hora e
deixados resfriar em dessecador a vacuo, para posterior pesagem. As massas dos
suportes secos e vazios foram guardadas para o célculo da massa de cinzas ao final

do procedimento. Em cada suporte foram pesados 30 mg da biomassa seca e

86



CAPITULO 4 — Materiais e Métodos

macerada. As amostras foram incineradas em mufla a 450°C por 4 horas, sendo em
seguida resfriadas em dessecador a vacuo e pesadas. A massa foi anotada e as
amostras foram recolocadas por 1 hora na mufla a 450°C, resfriadas e pesadas. O
procedimento foi repetido até que se obtivesse pesos constantes. A massa de cinzas
sera a diferenca entre a massa pesada ao final do método e a massa do suporte

Seco e vazio.
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Capitulo 5

Resultados e Discussao

5.1. Ensaios em frascos agitados

5.1.1. Otimizacao das concentracfes dos componentes do meio

O meio de cultivo € um fator muito importante para avaliar a viabilidade
industrial de um processo. Por esse motivo, busca-se pela otimizacdo de sua
composicao a fim de se atingirem as concentracdes ideais de seus componentes, de
forma que o meio de cultivo seja capaz de sustentar o crescimento do
microrganismo, com 0 menor custo possivel. Os ensaios realizados com
modificagdes na composi¢do inicial do meio NMS1306 tém os seus resultados
apresentados na Tabela 5.1.

E possivel observar que a variagdo nas concentracdes dos componentes
iniciais do meio n&o resultaram em um crescimento mais acelerado de M. hirsuta. A
solucdo quelante de ferro ndo mostrou nenhum tipo de melhoria no crescimento
bacteriano, o que corrobora as analises realizadas em experimentos preliminares de
gue esta solucdo ndo € necessaria para o proposito do projeto, podendo ser
removida. Vale ressaltar que a solugdo ndo estava presente nos meios encontrados
na literatura e sua composicdo era complexa, onerando o meio de cultivo, com sua
utilizacao devida exclusivamente a indicacdo da ATCC para o NMS1306. A presenca
de cobre também ndo mostrou vantagem no crescimento de M. hirsuta nessas

condi¢fes, porém ela foi mantida devido a sua baixa concentrag@o e a sinalizacao
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bY

da literatura a dependéncia de uma enzima-chave para o0 metabolismo de
metanotréficas, a metano-monooxigenase, por este importante cation. A
concentracdo dos outros componentes do meio foi mantida de acordo com o

proposto pela ATCC, caso do tampéo de fosfato e do nitrato de potassio.

Tabela 5.1: Valores de crescimento de M. hirsuta com variacdes na composicdo do meio de

cultivo. Proporcéo de metano e ar de 50%.

Componentes modificados ou

adicionados* Concentracéo celular (g/L)

Controle 0,51 £ 0,02

Nitrato de Potassio 1,5x 0,45 £ 0,02
Nitrato de Potassio 2x 0,45 £ 0,05
Ureia + Nitrato 1x 0,30+0,01
Ureia + Nitrato 1,5x 0,20 £ 0,01
Ureia + Nitrato 2x 0,28 £ 0,01
Ureia 1x 0,32 £ 0,01

Ureia 1,5x 0,24 £0,03

Ureia 2x 0,25 + 0,03
Tampao de Fosfato 1,5x 0,48 + 0,02
Tampao de Fosfato 2x 0,51 £ 0,08
Solucado de Cobre** 0,51 +£0,03
Solucdo Quelante de Ferro** 0,53 £0,03

* As concentragdes dos componentes sdo relativas as concentragdes iniciais previstas para o0 meio NMS
1306 e expostas na Tabela 4.1.

**Ensaios com a adicao destas solucgées.

Outro aspecto analisado neste ensaio foi o uso de ureia na formulacdo do
meio de cultivo. Utilizado em diversos meios por sua assimilagdo mais facil e por seu
consumo gerar uma fonte prontamente assimilavel, a ureia se mostrou, ao contrario
do que se esperava, prejudicial ao crescimento da bactéria. Observando as curvas
de crescimento é possivel verificar que todos 0s meios contendo ureia tiveram uma
inibicdo do crescimento a partir de 100 horas de cultivo, apesar de, no inicio do
experimento, apresentarem um crescimento mais acelerado quando comparados
aos meios sem ureia. A interrupcdo do crescimento mesmo nos frascos contendo
nitrato além de ureia pode indicar que a causa nao foi indisponibilidade de
nitrogénio, mas sim a presenca de algum composto inibitorio a célula, seja a propria
ureia ou algum outro produzido durante o cultivo. De acordo com Stein & Klotz

(2011) e Hu & Lu (2015), existem espécies de metanotréficas (especialmente as do
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Tipo Il, como M. hirsuta) que ndo possuem as enzimas necessarias a assimilacao de
ureia e outras fontes amoniacais. Essas fontes inicialmente causam uma inibicédo
competitiva pela enzima metano monooxigenase, prejudicando assim a oxidacéo do
metano a metanol, e aumentam a toxicidade do meio de cultivo pela formacéao de
hidroxilamina, que se acumula devido a auséncia das enzimas necessarias para sua

oxidacao (hidroxilamina oxidoredutase).

5.1.2. Ensaios preliminares com suplementacdo do meio e outras fontes

de nitrogénio

Foi novamente investigado o efeito da ureia, que se mostrou prejudicial, com
os resultados da curva de crescimento inferiores aqueles do controle, como pode ser
visto na Figura 5.1. Pela primeira vez, foram avaliados suplementos para o meio de
cultivo. O uso de extrato de levedura e peptona (fontes de nitrogénio, vitaminas,
cofatores, entre outros) apresentou um efeito positivo no crescimento, sendo
alcancada uma concentracdo final de células aproximadamente trés vezes maior
gue a do controle. Foram utilizadas concentracdes baixas desses compostos apenas
para se avaliar a capacidade da célula, que é metanotréfica obrigatoria, de utilizar
essas fontes de nutrientes para acelerar o seu crescimento. O fato de 0 meio mineral
ser pobre em nutrientes € um aspecto importante do cultivo e que deve ser levado
em consideragcdo, na medida em que o produto do desenvolvimento desta tese é a
biomassa bacteriana; por esse motivo, a suplementacdo do meio foi melhor

explorada, como sera descrito no decorrer da discusséo dos resultados.

90



CAPITULO 5 — Resultados e Discussao

+ Controle
0,30
¢ Ureia (0,5 g/L)
025
gb + Peptona (0,5 g/L)
‘: 0,20
i; + Extrato de Levedura (0,5 g/L)
< 015
9 4+ Metanol (0,5 g/L)
g 010
S
o 0.05 +T80(0,11 g/L) + EL (0,5 g/L)
0,00 ¢ Tween 80 (0,11 g/L)
0 50 100
Tempo (h)

Figura 5.1: Cinética de crescimento de M. hirsuta. Ensaios iniciais com diferentes fontes de
nitrogénio, suplementos e surfactante Tween 80 (T80). Proporcdo de metano e ar de 50%.

A adicdo de metanol no meio de cultivo correspondeu a uma tentativa de
acelerar o crescimento fornecendo uma molécula que participa da rota metabdlica
da bactéria em uma etapa posterior a assimilacdo do metano, conforme ilustrado na
Figura 2.3. A oxidacdo do metano a metanol se da pela acdo da enzima metano
monooxigenase (MMO), como ja mencionado, e 0 metanol produzido segue na via
até ser convertido a formaldeido pela metanol desidrogenase. Estudos anteriores,
como o de Kalyuzhnaya et al (2015) sugerem que em algumas espécies de
metanotréficas a enzima responsavel pela oxidacdo do metanol, a metanol
desidrogenase, interage diretamente com a MMO, de modo que ela somente atue
caso a MMO também esteja ativa, impedindo o consumo direto do metanol como
fonte de carbono. Esta hipétese talvez justifique a taxa de crescimento inferior do
meio com metanol em relagdo ao controle, pois, uma vez que ndo houve consumo
do metanol, e 0 mesmo foi disponibilizado para a célula, pode ter se tornado téxico e
prejudicado o crescimento celular. Bactérias metilotroficas sédo capazes de consumir
metanol como fonte de carbono, utilizando concentracdes de substrato superiores a
5 g/L (Simdes, 2015), o que foi utilizado como base para a nao utilizagcao de valores

muito elevados deste substrato.
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Por altimo, o Tween 80 (T80), um surfactante, foi empregado com o intuito de
elevar as taxas de transferéncia do substrato gasoso e do oxigénio para a fase
liguida. Este primeiro resultado com o surfactante mostrou um efeito positivo,
apresentando resultados da curva de crescimento superiores aos do controle, o que
sinaliza uma possivel eficiéncia do T80 nesta tarefa, sendo capaz de disponibilizar
mais metano dissolvido no meio para o consumo do microrganismo. No frasco
contendo o surfactante e extrato de levedura, o crescimento foi inferior ao observado
no meio com extrato sem T80, indicando haver certa interferéncia entre os efeitos
dos dois componentes. Como eles apresentam modos de acéo distintos, um deles
tem a funcdo de aumentar a disponibilidade de metano e o outro tem a funcéo de
fornecer nutrientes e tornar o0 meio de mais rapida assimilacdo para o
microrganismo, torna-se uma dificil tarefa interpretar estes efeitos sem experimentos
adicionais. Um dos fatores que talvez tenha provocado o crescimento reduzido na
presenca de T80 diz respeito ao maior consumo do metano em detrimento do
consumo de alguma outra fonte de carbono presente no extrato de levedura. Por ser
0 metano uma fonte de carbono Unica a ser convertida em biomassa, espera-se,
naturalmente, um crescimento mais lento, em virtude de um saldo energético muito
inferior aquele gerado pelo consumo de glicose, por exemplo. Ensaios com as outras
fontes de carbono foram realizados para se entender melhor os efeitos dos
suplementos e estipular as concentracdes ideais destes no meio.

O uso destes suplementos, bem como do surfactante, teve um impacto visivel
na densidade celular ao final do tempo de cultivo. Apesar de ndo ser possivel
analisar estatisticamente esse experimento por ele ser bastante preliminar e contar
apenas com uma concentracdo de cada componente, ele foi o primeiro a mostrar
gue a suplementacdo do meio de cultivo seria uma forma de contornar as baixas
taxas de crescimento dos microrganismos metanotréficos, ainda mais com um meio
de cultivo estritamente mineral. E importante deixar claro que a suplementagdo nio
atua necessariamente como fonte de carbono, podendo estar provendo 0 meio com
outros nutrientes (fontes de nitrogénio, vitaminas, etc.) que facilitem o
desenvolvimento do microrganismo, sem fazer com que a bactéria metanotrofica,
normalmente incapaz de consumir substratos com ligagdo carbono-carbono,

modifique seu metabolismo.
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5.1.3. Ensaio com diferentes proporc¢des de alimentacédo de metano e ar

Os experimentos com diferentes proporcdes de metano e ar e emprego de
CO; (Sheehan e Johnson, 1971) apresentaram resultados pouco expressivos. Dos
valores de concentragdo celular para o crescimento com a mistura de 30% de
metano e 70% de ar, 50% de cada gas e com a presenca de CO; é possivel concluir
gue a variacdo da concentracdo do substrato na mistura gasosa nao influenciou o
crescimento bacteriano. O uso de uma propor¢cdo maior de metano, visando uma
maior disponibilidade do mesmo para o consumo do microrganismo, ndo foi uma
estratégia eficiente, indicando que é possivel utilizar raz6es menores e, reduzir
assim o gasto com o substrato, mantendo a taxa de crescimento.

Em algumas situagdes, o metano, por ser um hidrocarboneto, pode
apresentar carater toxico até mesmo para as bactérias capazes de consumi-lo. Isso
faz com que altas taxas de fornecimento de substrato possam se tornar prejudiciais
a célula, requerendo uma alimentacdo bem controlada e com propor¢cdes bem
definidas, de forma a evitar uma inibicdo do crescimento. Portanto, a proporcao de
50% pode ter causado danos as células ou feito com que a concentracdo de metano
atingisse seu valor limite para as condi¢cbes de processo, 0 que também justificaria

as curvas obtidas.

Tabela 5.2: Cinética de crescimento de M. hirsuta para diferentes propor¢8es de metano e ar.

Proporcao da mistura gasosa  Concentracao celular (g/L)

50% CH, + 50% ar 0,25+ 0,05
30% CH, + 70% ar 0,26 + 0,03
35% CH, + 65% ar + 5% CO, 0,27 +£0,04

O aumento do uso de CO, também nao trouxe nenhum efeito positivo no
crescimento. A funcéo de fonte de carbono no metabolismo das bases nitrogenadas
proposta por Sheehan & Johnson (1971), testada nas mesmas condi¢cdes de
proporcao de alimentagcdo que as descritas por ele, ndo foi evidenciada, conforme
visualizado na Tabela 5.2.

Esses resultados indicam que deve ser empregada a proporcdo de 30% de
metano, tendo em vista o custo deste gas quando comparado ao do ar comprimido.
Para os ensaios em frasco agitado os custos ndo sofrem muita alteragdo, mas se
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forem realizados célculos rapidos para o uso de biorreatores agitados, mesmo que
com volume de 1 litro, o custo se reduz de forma significativa. A uma vazao de 4
L/min, uma fermentacdo com duracdo de 72 horas teria economia de 72 litros de
metano, o que transferido para largas escalas, em biorreatores industriais, pode ser
a diferencga entre a viabilidade econémica ou n&o do processo.

5.1.4. Uso de fontes alternativas de carbono

Apesar de ser classificada como metanotréfica obrigatéria (Methanotroph
Commons, 2016), M. hirsuta apresentou taxas de crescimento elevadas quando o
meio mineral foi suplementado com extrato de levedura e peptona, o que levantou a
hipotese de assimilacdo de outra fonte de carbono presente nos suplementos. Como
0 extrato de levedura é composto por leveduras autolisadas e secas, a presenca de
carbono em outras formas, apesar de reduzida, ndo pode ser ignorada. Vale
ressaltar que ndo houve alimentacdo do meio com metano, de forma que a Unica
fonte de carbono presente em cada erlenmeyer consistia naquela que estava sendo
investigada.

Foi constatado que n&do houve crescimento em nenhuma fonte de carbono
testada, como exibido na Figura 5.2. A capacidade de romper ligagbes carbono-
carbono, tida como inexistente nas metanotroficas obrigatérias e essencial para o
uso destas fontes mais complexas, nao foi comprovada. Foram ensaiados diversos
tipos de moléculas, desde os substratos mais comuns para fermentacbes, 0s
carboidratos, até hidrocarbonetos de cadeia mais longa, sem nenhuma reacédo do
microrganismo. Durante todos 0s ensaios nao pode ser observado crescimento
algum de M. hirsuta e o experimento foi repetido 2 vezes para comprovar a
incapacidade do microrganismo de reagir a presenca de substratos de cadeia mais

longa e ligagBes entre atomos de carbono.
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Figura 5.2: Avaliagdo de diferentes fontes de carbono sobre o crescimento de M. hirsuta.

Experimento sem alimentagdo com metano.

5.1.5. Combinacé&o de suplementos no meio de cultivo

Conforme verificado nos ensaios da sec¢édo 5.1.2, o uso de suplementos no
meio de cultivo aumentou tanto a velocidade de crescimento quanto a concentragao
celular final de M. hirsuta. Neste grupo de ensaios, foram investigadas diferentes
concentracdes e tipos de suplementos para o meio NMS1306, e os resultados estéao

expostos nas Figuras 5.3 a 5.5.
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Figura 5.3: Cinética de crescimento de M. hirsuta com variag6es na concenracdo de extrato de
levedura (EL) no meio NSM1306. Proporcéo de 30% metano e 70% de ar.
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Figura 5.4: Cinética de crescimento de M. hirsuta com variagcdes na concentra¢cédo de peptona
(PEP) no meio NMS1306. Proporgéo de 30% metano e 70% de ar.

Nos experimentos anteriores o extrato de levedura e a peptona se mostraram
promissores como fontes auxiliares de nitrogénio, vitaminas e outras moléculas, e tal

como antes, 0 extrato exerceu um efeito maior sobre o cultivo do que a peptona. O
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casaminodcidos, utilizado pela primeira vez, causou o0 mesmo efeito, apresentando
vantagens em relacdo a peptona e valores semelhantes aos obtidos com o uso do

extrato de levedura, conforme visto na Figura 5.5.
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Figura 5.5: Cinética de crescimento de M. hirsuta com varia¢cdes na concentracao de

casaminacidos (CAS) no meio NMS1306. Proporgdo de 30% metano e 70% de ar.

A peptona serve basicamente como fonte de nitrogénio para 0 microrganismo,
ao passo que o extrato de levedura e o casaminoacidos fornecem uma
suplementacdo mais completa. Os casaminoacidos possuem uma variedade de
moléculas essenciais, com excecdo de alguns aminoacidos e vitaminas, que podem
ser digeridos durante a hidrolise com &cido cloridrico pela qual passa a caseina
durante sua producédo (BD, 2016; USBIO, 2016). Ja o extrato de levedura, por se
tratar de células autolisadas, carrega consigo todas as moléculas presentes nas
organelas e no citossol destas leveduras, conforme descrito pela fabricante do
produto (BD, 2016), fornecendo uma vasta gama de componentes importantes para
0 metabolismo.

Para todos os suplementos foi observado que o aumento da carga inicial
promoveu um maior crescimento celular. Os valores maximos obtidos em massa
seca foram para 2 g/L dos compostos, 0 que sugere 0 uso dessa concentracdo em

experimentos futuros, bem como um possivel incremento deste valor a depender de
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novos ensaios. Deve ser investigado se um contelddo elevado de suplementos causa
algum dano irreversivel ao microrganismo, como uma possivel adaptacdo ao novo
“substrato”, gerando uma incapacidade de utilizar o metano apds o consumo de todo
o suplemento. E importante observar ainda os niveis de suplementacdo levando em
consideracdo a economicidade do processo, jA que o produto de interesse nao
possui alto valor agregado e a adicdo dos suplementos pode onerar em excesso 0S
gastos com o cultivo.

Antevendo o efeito positivo dos suplementos e com intuito de investigar as
interacdes entre eles, foram realizados ensaios também com a mistura de extrato de
levedura com peptona e com casaminoacidos, cujos resultados sdo apresentados

nas figuras 5.6 e 5.7.
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Figura 5.6: Cinética de crescimento de M. hirsuta com variagfes na concentragdo da mistura
extrato de levedura + peptona (EP) no meio NMS1306. Propor¢éo de 30% metano e 70% de ar.

A maior concentracéo celular obtida, de 0,46 g/L com extrato de levedura (2
g/L), ndo foi melhorada com a mistura de extrato e peptona (2 g/L cada), que
alcancou apenas 0,42 g/L como melhor resultado, variacdo essa que nao €
significativa se levados em consideracdo os desvios padrdo associados aos

experimentos. O uso das duas fontes, apesar de onerar 0 processo, forneceria uma
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7

diversidade maior de biomoléculas ao meio mineral, o que € interessante
principalmente para cultivos mais densos, tais como aqueles realizados em
biorreatores, nos quais os componentes do meio apresentam uma tendéncia maior a
se esgotar.

Ja o emprego da mistura de extrato de levedura com casaminoacidos exerceu
efeito extremamente positivo sobre o crescimento celular, apresentando aumento da
concentracdo de células na medida em que a concentracdo da mistura era elevada.
O valor final de concentracao para 2 g/L de cada componente da mistura foi de 0,75
g/L de massa seca, 0 maior obtido até entdo para os experimentos em frasco. Os
valores obtidos para cada concentracdo de mistura podem ser observados na Figura
5.7.
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Figura 5.7: Cinética de crescimento de M. hirsuta em meio com diferentes concentrac8es de

extrato de levedura + casaminoé&cidos (EC). Propor¢éo de 30% de metano e 70% de ar.

Como suposto inicialmente, utilizando como base os valores de concentragdo
celular obtidos com os suplementos de forma isolada, o uso da mistura extrato de
levedura + casaminoacidos apresentou os melhores resultados de concentracao
obtidos em frascos agitados até o presente momento. Como visto anteriormente, 0

uso da mistura extrato + peptona gerou uma concentracdo final de células
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semelhante a do uso do extrato de levedura puro em uma mesma concentragéo, e
0S experimentos com a peptona pura nao apresentaram valores téo altos quanto os

dos outros suplementos.

5.1.6. Uso de perfluorocarbono e 6leo vegetal

Os ensaios desta sec¢édo tiveram o objetivo de verificar a capacidade de um
perfluorocarbono (PFC) e de um d6leo vegetal de aumentar as taxas de transferéncia
de massa do metano e do oxigénio para a fase liquida. Trabalhos anteriores com
essas substancias, como o de Amaral (2007), indicaram relativa eficiéncia nessa
funcéo, apesar de uma proporcéo alta de PFC no meio reacional (até 20%). O PFC
escolhido, perfluoroctano, é uma molécula com oito atomos de carbono e atomos de
fldor substituindo todos os atomos de hidrogénio, e possui ainda altas viscosidade e
massa molar. Ja o 6leo utilizado foi o de soja, um 6éleo vegetal de baixo custo e alto
volume de produgé&o no Brasil, cuja incorporagdo ao meio seria a0 mesmo tempo de
baixo impacto econémico e com praticamente nenhum efeito nocivo no que diz
respeito a utilizacdo do mesmo como fonte de proteinas tanto para animais quanto
para humanos. A Figura 5.8 apresenta o0s resultados para 0S ensaios com
perfluoroctano (PFC) em diferentes concentragbes e com adicdo de mistura de

suplementos.
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Figura 5.8: Cinética de crescimento de M. hirsuta com adi¢do de PFC e extrato de levedura +

casamino (EC) ao meio de cultivo. Proporcdo de 30% de metano e 70% de ar.

O acréscimo de PFC isoladamente ao meio de cultivo se mostrou prejudicial
ao crescimento. No frasco de controle, as células cresceram mais do que nos
frascos com o surfactante. As concentracbes de PFC utilizadas foram baixas, e 0
menor crescimento ocorreu quando empregados 2% da substancia no meio (v/v),
confirmando o efeito negativo do aditivo e desestimulando um aumento dessa
concentracdo. A capacidade de promover uma troca mais eficiente entre a fase
gasosa e 0 meio ndo aumentou a assimilacdo do substrato, o que de certa forma
nao interferiu no crescimento do microrganismo quando na presenca dos
suplementos no meio, pois a curva de PFC com extrato de levedura e
casaminoacidos (PFC + EC) apresentou as maiores concentracdes celulares dos
ensaios nesta série de experimentos, chegando a 0,53 g/L. O enriguecimento do
cultivo com os suplementos pode ter diluido o efeito toxico do PFC, diminuindo
assim o impacto negativo no crescimento celular. Para a mesma concentragéo da
mistura em um cultivo sem PFC foi observado o valor de 0,6 g/L de células,
evidenciando uma interferéncia negativa, mesmo que mascarada pelo valor superior

ao controle neste ensaio.
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A Figura 5.9 ilustra o crescimento da bactéria quando adicionado 6leo vegetal
ao meio NMS1306. Diferente do PFC, todas as concentracdes testadas tiveram
efeito positivo. O Oleo, que tem caracteristica apolar, € capaz de facilitar a
transferéncia do metano para a fase liquida, e em contato com o meio de cultivo
facilta a absor¢cdo do gas pelas bactérias. Foram alcangcadas concentracdes
celulares de 0,66 g/L, valores superiores aos obtidos para as mesmas condi¢cdes

com 0 uso apenas de extrato de levedura e casaminoacidos apdés 96 horas de

processo.
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Figura 5.9: Cinética de crescimento de M. hirsuta com acréscimo de 6leo vegetal e extrato de

levedura + casaminoéacidos (EC) ao meio de cultivo. Propor¢cédo de 30% de metano e 70% de ar.

O uso do 6leo com outras concentracbes de suplementos, bem como a
operacdo em reatores, nos quais seu efeito deve ser ainda mais significativo devido
a maior capacidade de agitacdo e consequente melhor homogeneizacdo do mesmo
no meio de cultivo, serd avaliado na continuacéo da tese.

O efeito da mistura no crescimento foi notavelmente positivo mais uma vez,
enguanto que o uso do PFC gerou um efeito negativo, como observado na queda
dos valores de concentracéo celular. Um aspecto interessante sobre o uso do 6leo,

gue serd abordado novamente no topico seguinte, é a possivel interacdo entre o
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Oleo e as células, com o tensoativo adquirindo uma coloracéo diferente durante o
decorrer do processo, como se as ceélulas ficassem retidas nele, o que nao foi
observado com o PFC e nem com o Tween 80 utilizado anteriormente.

O uso do Tween 80 néo foi continuado porque, quando observada a interacao
positiva do 6leo de soja com o crescimento do microrganismo, se optou por utilizar
este composto, que apresenta custos muito inferiores e tem sua producdo em larga

escala ja consolidada, estando associado a industria de alimentos em todo o mundo.

5.1.7. Planejamento Experimental com variagcdo das proporgdes de

suplementos e 6leo vegetal

A Tabela 5.3 apresenta os valores finais de concentracéo celular para cada

ensaio do planejamento experimental.

Tabela 5.3: Concentracgé@o celular final obtida no planejamento experimental DCCR com M.
hirsuta em NMS 1306 modificado variando as concentracbes de extrato de levedura (EL),

casaminoacidos (CAS) e 6leo de soja (Oleo).

EL (g/L) CAS (g/L) Oleo (% v/v) Conc. Celular (g/L)
1,00 1,00 1,00 0,87
1,00 1,00 2,00 0,83
1,00 2,00 1,00 0,87
1,00 2,00 2,00 0,86
2,00 1,00 1,00 0,88
2,00 1,00 2,00 0,77
2,00 2,00 1,00 0,92
2,00 2,00 2,00 0,80
0,66 1,50 1,50 0,79
2,34 1,50 1,50 1,03
1,50 0,66 1,50 0,90
1,50 2,34 1,50 0,87
1,50 1,50 0,66 0,86
1,50 1,50 2,34 0,70
1,50 1,50 1,50 0,81
1,50 1,50 1,50 0,79
1,50 1,50 1,50 0,79
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A utilizac&o de frascos agitados, com volume reduzido e sistema de vedacéo,
foi muito eficiente para ativacdo e crescimento de M. hirsuta, sendo possivel avaliar
o efeito de suplementos, tensotativos e outras moléculas adicionadas ao meio nos
valores finais de concentracdo celular. Porém, no momento de realizar um
planejamento experimental de modo a se obter um meio otimizado e com as
concentracbes ideais de cada suplemento e de Oleo vegetal, os frascos se
mostraram um sistema incapaz de prover as condicdes necessarias para um
crescimento livre e dependente apenas do meio de cultivo. O planejamento DCCR
utilizado neste topico foi realizado diversas vezes, com os resultados se repetindo e
nao permitindo uma eficaz andlise estatistica dos dados. Apesar disso, € possivel
utiliza-los para estimar valores dessas concentracdes e transferir os resultados para
os biorreatores, sistemas onde a influéncia de volume, de capacidade total de
transferéncia de massa e até mesmo de concentragdo limitante de células ndo serdo
determinantes para uma estagnacao da densidade celular. As Figuras 5.10 a 5.12
mostram a analise estatistica feita a partir desses dados. Foi utilizado o software
Statistica 8 da Statsoft.

O valor méximo de concentracéo celular obtido foi de 1,03 g/L, com 2,34 gL,
15 gL e 1,5 % de extrato de levedura, casaminoacidos e Oleo de soja,
respectivamente. Todas as concentracfes situaram-se entre 0,7 e 1,0 g/L, uma
variacdo muito baixa ao se analisar estatisticamente os resultados. Como visto
anteriormente, uma possivel causa para os valores tdo proximos é a incapacidade
do sistema de permitir que o0 microrganismo crescesse além de 1,0 g/L, seja por
problemas de transferéncia de massa, capacidade de aeracdo do frasco, etc. Além
disso, foi possivel observar uma mudanca na caracteristica fisica do 6leo de soja
durante o cultivo. O 6leo se tornou menos limpido, adotando uma coloracdo
esbranquicada, o que leva a acreditar que células tenham aderido ao mesmo e,
consequentemente, influenciado a leitura no espectrofotbmetro, que pode ter sido
subestimada. Foram realizadas tentativas de homogeneizar o cultivo, tanto com
agitacdo manual quanto com vortex, porém estas ndo apresentaram resultado
satisfatorio. Esse fator pode ser muito importante quando realizada a andlise
estatistica, pois como visto nas Figuras 5.10 e 5.11, o 6leo foi considerado uma
influéncia negativa (com fator negativo de 2,4 no grafico de Pareto) para o

crescimento celular.
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AMOVA; Var.:Conc. Celular (g/L); R-sgr=,72006; Adj:,36014
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; M3 Residual=,003478
OV: Conc. Celular (g/L)
Factor sS |df] mMs | F | »p
(1)EL {g/L){L) IU,UUBBM_ 1/ 0,008874 2551308 0,154235
EL (g/L}Q) 0,016892] 1 0,016892 4,856876 0,063372
(2)CAS (g/L)L) 0,000134) 1 0,000134 0,038519 0,849980
CAS (g/L)Q) 0,009279 1 0,009279 2667802 0146415
(3)0leo (% wiv)(L) | 0020545 1|0,020548 5,908033 0,045378
Dleo (% viv)(Q) 0,000940) 1 0,000940 0270196 0,619228
1L by 2L 0,000121) 1 0,000121 0,034675  0,857559

1

1

7

B

1L by 3L 0,004427 0,004427 1,272911 0,296401
2L by 3L 0.000151 0.000151) 0.043314 0.841061
Error 0.024346 0.003478

Total 55 0,086971 1

Figura 5.10: Tabela ANOVA do planejamento experimental DCCR com M. hirsuta em meio NMS 1306

e adicao de suplementos e 6leo de soja.
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Figura 5.11: Diagrama de Pareto com analise da significancia estatistica do planejamento

experimental DCCR com M. hirsuta em meio NMS 1306 e adicdo de suplementos e 6leo de soja.

A tabela ANOVA mostra que para um intervalo de confianca de 95%,
recomendado para uma analise estatistica voltada para otimizagéo, 6leo de soja e
extrato de levedura se mostraram estatisticamente significativos (EL com
significancia marginal, com valor de p inferior a 0,1) para o crescimento celular.
Porém, o 6leo de soja apresentou um fator negativo, como visto no grafico de
Pareto, o que representa um prejuizo no crescimento com sua utilizacdo e pode

estar relacionado com o acumulo de células na fracdo oleosa e consequente
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reducdo nos valores medidos. E possivel observar ainda que os fatores de interagéo
entre as moléculas ndo apresentaram significancia estatistica, o que pode ter sido
causado exclusivamente pela baixa capacidade do sistema no que tange a geracao
de altas densidades celulares e, consequentemente, os resultados ndo expressaram
a real interacdo, no caso de uma influéncia positiva, entre 0s compostos.

As superficies de resposta da Figura 5.12 mostram um comportamento
irregular da densidade celular com a variacado dos suplementos e do 6leo, diferente

do que se poderia esperar do ensaio de otimizagao.
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Figura 5.12: Superficies de resposta do planejamento experimental DCCR com M. hirsuta em meio

NMS 1306 e adicéo de suplementos e 6leo de soja.

A variacao estreita da faixa de concentracdes na resposta acaba fazendo com
gue os compostos ndo apresentem significancia estatistica e com isso nao se
mostrem importantes no momento da otimizacdo do meio de cultivo. A funcao
desirability, que foi programada para exibir os valores de concentracdo das variaveis
de modo a se alcangar concentragdo celular maxima, ndo apresentou resultados
conclusivos, o que normalmente esta associado a necessidade de mudanca das
faixas de concentracdo das variaveis independentes. O uso de outras faixas de

suplementacdo, com aumento das concentracdes, nao foi levado em consideracao
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neste momento, pois como comentado anteriormente, o cultivo de metanotroficas
com foco em proteinas de unicelular envolve um tipo de produto de interesse com
baixo valor agregado, o que ndao permite que se eleve em demasia os custos de
producéo, o que inclui o0 meio de cultivo para o processo bioldgico.

No caso deste ensaio em frascos, pode-se considerar que o uso de um
sistema maior, como um biorreator, poderia prover as condicdes necessarias para
uma melhor avaliacdo do efeito dos suplementos e do 6leo, porém a realizacdo de
todos os ensaios do planejamento em biorreatores se torna inviavel, levando-se em
consideragdo 0s gastos com substrato resultantes do uso destes sistemas com
alimentacdo continua da mistura gasosa (ar comprimido + metano). Foram
realizados ensaios em biorreator com a combinacdo dos suplementos que

apresentou a melhor em frascos, para avaliar se essa resposta se repetiria.

5.1.8. Conclus®es parciais relativas aos ensaios em frascos agitados

A realizacéo destes ensaios preliminares em frascos agitados foi fundamental
para a primeira mudanga de escala a ser realizada no projeto. Estes ensaios
mostraram a essencialidade da suplementacdo do meio, bem como a incapacidade
do microorganismo em consumir outras fontes de carbono. Para 0s ensaios
posteriores o meio utilizado foi o NMS 1306 modificado na secdo 5.1.1 com
suplementacdo de extrato de levedura e casaminoacidos (com as concentracdes
definidas nas secdes posteriores).

Os ensaios em biorreatores foram realizados de acordo com os blocos de
experimentos em frascos, logo as condicGes escolhidas para os ensaios também
foram evoluindo e mudando conforme o avanco do trabalho. Os valores finais de
concentracdo de suplementos, que apresentaram melhores resultados de
concentracdo celular, foram 2 g/L de extrato de levedura, 1,5 g/L de casaminoacidos

e 1,5 % (v/v) de dleo de soja.
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5.2. Determinacéo do K, a

Apresentados e discutidos os resultados para 0s ensaios preliminares em
frascos agitados, os valores obtidos para os ensaios em relacdo ao K a dos
sistemas propostos para fermentacdo em reatores de bancada serdo apresentados
a seguir. Muito utilizado como parametro de mudanca de escala em processos
biotecnoldgicos, os valores de K,a obtidos nesta secdo foram de fundamental
importancia para o desenvolvimento da tese e a obtengcdo das concentragdes
celulares desejadas em ensaios em biorreatores. Estes resultados permitiram ainda
uma avaliacdo mais conclusiva sobre a eficiéncia do sistema RCB (Reatores do tipo
coluna de bolhas) desenvolvido nesta tese para a producdo de um extrato bruto
concentrado em células, confirmando a sua competitividade face aos biorreatores

convencionais.

5.2.1. Ensaios de K, a em biorreator airlift e agitado mecanicamente

A determinacéo do coeficiente volumétrico de absorcédo de oxigénio, K.a, em
biorreator airlift foi realizada com diferentes tipos de borbulhadores. Conforme é
possivel observar na Tabela 5.4, o borbulhador que propiciou os melhores valores
de K,a foi o de material sinterizado, correspondendo as expectativas. As bolhas
dispersas por este borbulhador apresentavam um diametro reduzido em relagéo as
dos outros dois, aumentando a superficie de transferéncia e o tempo de residéncia
do gas no meio e, consequentemente, permitindo uma troca mais eficiente.

O borbulhador de 6 furos dispersava bolhas muito grandes, fazendo com que
a area superficial disponivel para a troca fosse reduzida e a subida das bolhas pela
coluna do reator ocorresse com uma velocidade elevada, diminuindo, assim, a
transferéncia de massa entre as fases. O mesmo se deu com o borbulhador de 48

furos, para o qual o resultado foi intermediario devido novamente a estes fatores.

108



CAPITULO 5 — Resultados e Discussao

Tabela 5.4: Coeficiente de absor¢ao de oxigénio (K a) para diferentes borbulhadores e T=30°C em

reator airlift com &gua deionizada.

K.a (h™)

Vazao (L/min) Tipo de Borbulhador

6 furos de 1 mm 48 furos de 0,386 mm Sinterizado

4 9,3+0,7 21,1+0,8 36,1+2,4
6 12,6 +0,7 31,3+1,3 448 + 2,6
8 17+21 37,7+272 54,4 +49

Os resultados indicam que o dispersor a ser utilizado para 0os experimentos
seguintes deve ser o de material sinterizado. Um fator a ser observado durante as
fermentacdes é o entupimento desse tipo de borbulhador. Devido a sua superficie
rugosa e ao diametro muito reduzido de seus poros, a adesao de células a superficie
poderia interromper a passagem de gases pelo borbulhador e, consequentemente, o
fornecimento de substrato e oxigénio ao sistema, problema que podera ser
contornado por uma regular limpeza do dispositivo a cada término de uma operagao
de fermentagéo.

Uma vez definido o tipo de borbulhador, os ensaios seguintes foram
relacionados a temperatura do processo. Algumas bactérias metanotroficas
apresentam crescimento O0timo em temperaturas mais elevadas, como 37 e 45°C,
engquanto outras sdo capazes de crescer em temperaturas inferiores a 10°C. Logo,
foram conduzidos ensaios de modo a observar regibes proximas a ideal para M.
hirsuta (30°C), nas quais a transferéncia de massa entre as fases liquida e gasosa
fosse a maxima. As temperaturas investigadas foram de 37°C, por se tratar da
temperatura 6tima de uma linhagem de bactéria metanotréfica que consta do
estoque do LADEBIO (Methylococcus capsulatus) e 24°C, temperatura “ambiente”
em determinadas épocas do ano e variavel dependendo da regido, vantajosa por
nao haver necessidade de aquecimento, gerando economia de utilidades para o

processo industrial. Os resultados estdo expostos na Tabela 5.5.
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Tabela 5.5: Coeficiente volumétrico de absor¢ao de oxigénio (K a) para diferentes temperaturas e

borbulhador sinterizado em reator airlift com agua deionizada.

K.a (h™
Vazao (L/min) Temperatura
24°C 30°C 37°C
4 37,3+0,6 36,1+24 50,1 + 3,7
6 459+ 34 448 + 2,6 64,8 + 0,6
8 69,8 £4,0 54,4 +4,9 81,9+34

E possivel observar que a 30°C, temperatura ideal a ser utilizada para o
microrganismo, foram obtidos os mais baixos valores de taxa de transferéncia de
massa, mesmo que com uma diferenca ndo tdo grande em relacdo as outras. A
solubilidade dos gases em &agua é um parametro inversamente proporcional a
temperatura, ou seja, quanto mais baixa a temperatura, maior a solubilidade dos
gases. A solubilidade do oxigénio a 24°C é de aproximadamente 0,040 gO,/KgH-O0,
enquanto que a 30°C é de 0,036 gO,/KgH,O e a 37°C de 0,032 gO,/KgH,0O. Esses
valores podem justificar o melhor resultado obtido para 24°C em relagdo a 30°C,
mas ainda deixa em aberto o bom resultados para 37°C (Engineering Toolbox,
2016).

Em contrapartida ao fator solubilidade, e como justificativa para os valores
encontrados de Kia, a viscosidade do meio tem uma relagdo inversamente
proporcional a temperatura, porém a reducdo da viscosidade tem efeito positivo na
transferéncia de massa (Engineering Toolbox, 2016). Levando em consideracdo os
resultados, € possivel observar que para as temperaturas de 24°C e 30°C e as
menores vazdes (4 e 6 L/min) o valor de K_a é praticamente o0 mesmo, enquanto que
para 37°C o valor jA é bem superior, indicando uma facilidade na transferéncia,
possivelmente em decorréncia da reducdo da viscosidade e das forcas de
resisténcia a transferéncia do gas para a fase liquida. Para a vazdo mais elevada (8
L/min) ja existe uma diferenca mais acentuada entre os valores de K,a, tal
comportamento talvez se deva ao fato de que com uma maior disponibilidade de O,
devido as vazdes maiores, o0 equilibrio entre esses parametros seja quebrado e um
passe a prevalecer sobre o outro. Mais estudos sd0 necessarios para uma

conclusdo mais aprofundada a respeito das variagbes do coeficiente em relacédo a
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temperatura, com ensaios de viscosidade e solubilidade de diferentes substancias
em agua e a forma que esses parametros afetam a transferéncia, o que foge ao
escopo da tese.

Empregando o borbulhador sinterizado a 30°C foram realizados ensaios com
recheios randémicos. Tanto os anéis de Pall quanto as selas apresentaram valores
inferiores de K,a em relagdo ao ensaio sem recheio, como visto na Tabela 5.6. A
configuracdo do reator airlift impde que o gas faca um retorno na regido limite da
placa, onde as sec¢des ascendentes e descendentes se conectam, de forma que a
descida do gés crie as condi¢des para a circulagdo do meio. O uso dos recheios no
airlift pode de certa forma atrapalhar essa circulacdo por mudar a trajetéria do gas
durante o percurso de subida no reator, fazendo com que ele saia direto da coluna
de liquido ao invés de retornar pelo downcomer. Foi possivel observar durante os
experimentos que um volume muito reduzido de gés fazia este retorno, o que
justificaria a queda dos coeficientes de transferéncia quando utilizados os recheios.

Uma vez que as colunas de bolhas ndo possuem retorno da fase gasosa, 0
uso de recheios deve ser capaz de promover um aumento da transferéncia de
massa e do K a, com a preferéncia de utilizacdo dos recheios tipo Anel Pall, ja que

este teve um resultado melhor no reator airlift em relacéo ao do tipo sela.

Tabela 5.6: Coeficiente volumétrico de absorcéo de oxigénio (K a) para os diferentes tipos de
recheio randémico em reator airlift com agua deionizada.

K.a (h™)
Vazao (L/min) Recheios
Sem recheios Anel Pall1" Sela 1"
4 36,1+24 26,6 +1,5 26,9+0,6
6 44,8 £ 2,6 33,8+0,7 30,0+3,3
8 54,4 +49 356+19 343+1,1

Por fim, a partir dos graficos comparativos das Figuras 5.15 a 5.17, fica nitida
a variacdo na transferéncia de massa causada pelo aumento da vazao de ar. Os
aumentos da turbuléncia e da quantidade de gas disponivel no meio proporcionaram

um coeficiente de transferéncia maior, conforme esperado. A relacdo entre o K a das
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vazles de 4, 6 e 8 L/min se mostrou linear em todos os experimentos, realizados em

triplicata.

R*=10.9992 # 6 furos de 1 mm

R*=10.9828 4 48 furos de 0,386 mm

R*=0.9932

# Sinterizado

4 6 8 10
Vazio (I./min)

Figura 5.13: Comparacéo dos valores de K, a obtidos para diferentes vazdes em biorreator airlift com

agua deionizada com diferentes tipos de borbulhador, a 30°C e sem recheios randémicos.
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Figura 5.14: Comparacéo dos valores de K, a obtidos para diferentes vazdes em biorreator airlift com

agua deionizada em diferentes temperaturas, borbulhador sinterizado e sem recheios randémicos.
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Figura 5.15: Comparacéao dos valores de K a obtidos para diferentes vazdes em biorreator airlift com

agua deionizada com diferentes tipos de recheio randémico, a 30°C e borbulhador sinterizado.

Apos estes resultados preliminares em reator airlift, foi verificada a taxa de
transferéncia em sistema agitado mecanicamente por impelidores (STR). Foram
realizados ensaios a fim de se avaliarem os valores de K a nesse sistema e a
capacidade de transferéncia no meio NMS1306, composto basicamente por sais
minerais.

Como observado na Tabela 5.7, os valores de K a para o reator STR foram

inferiores aos do airlift, ao contrario do que era esperado inicialmente.

Tabela 5.7: Coeficiente volumétrico de absorcao de oxigénio (K a) para diferentes configuracdes de

reator e fases liquidas.

K.a(h™
Taxa especifica
de aeracao Airlift STR (400 RPM)
(vvm) Agua Agua
deionizada NMS 1306 deionizada NMS 1306
0,44 36,1 55,7 23,5 30,5
0,67 44,8 73,8 31,6 37,0
0,89 54,4 90,3 37,6 45,3

O STR, por ter agitacdo mecanica, com iSSo mais vigorosa e com maior gasto

de energia, normalmente apresenta taxas de transferéncia superiores aos reatores
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agitados pneumaticamente, como o airlift e os reatores colunas de bolhas. Nos
experimentos realizados em laboratério, foi possivel observar que isto ndo ocorreu,
com a eficiencia do airlift se mostrando superior. Alguns fatores podem estar
relacionados a essa maior capacidade de aeracao do airlift, dentre eles a variacao
do tempo de resposta dos eletrodos utilizados em cada reator. De acordo com
Amaral (2007), valores de K a para um reator tipo STR estavam em torno de 40 h™
para agua destilada e vazfes de ar de 0,5 a 2,5 L/min com agitacdo de 250 rpm. E
possivel que a utilizacdo das vazbes de ar em vvm tenha ocasionado o uso de
vaz0es muito reduzidas de oxigénio no reator de menor escala e,
consequentemente, as baixas taxas de oxigenacdo do meio. Como citado
anteriormente, outra possivel causa para os baixos valores de K,a no STR pode
estar relacionada aos diferentes eletrodos de OD utilizados nos ensaios. Por se
tratarem de dois reatores de fabricantes diferentes, com tipos de conexdes distintos,
nao foi possivel realizar os experimentos com o mesmo eletrodo, o que pode ter
interferido na velocidade de resposta de cada um, mudando a precisdo dos dados
obtidos, provocando lentiddo nas leituras e um calculo subestimado dos coeficientes
de transferéncia. Outro fendbmeno que pode ter ocorrido e causado essa baixa
eficiéncia de aeracdo do STR foi a cavitagcdo. A cavitacdo ocorre quando se formam
zonas de baixa pressédo, fazendo com que o oxigénio que estava dissolvido no meio
se desprenda da fase liquida e volte a ser bolha. Para evitar esse problema seria
necessario reduzir a velocidade de agitacdo do sistema, diminuindo essas zonas de
baixa pressao no “lastro” dos impelidores e melhorando a solubilizagdo geral do
sistema.

Ja os ensaios com o meio NMS 1306, como esperado, apresentaram valores
de K_a superiores aos da agua deionizada, tanto para o reator airlift quanto para o
STR, tendo em vista a presenca de ions em solu¢cdo no meio de cultivo, o que faz
variar a forga idnica da fase liquida. Conforme indicado por Hassan e Robinson
(1980), o aumento da forca ibnica da fase liquida vai proporcionar um aumento do
valor do coeficiente de transferéncia, sem depender de variacbes nas condi¢cdes
operacionais do sistema. Existem interacdes entre os ions do meio mineral e o
solvente, aumentando a forca i6nica da solucdo e reduzindo os coeficientes de

atividade na fase liquida, o que proporciona um aumento da capacidade de
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solubilizacdo do gas (Willey, 2004). A Figura 5.18 apresenta os valores obtidos nos

ensaios deste bloco.

100

80 R2= 0.9998 ¢ Agua (Airlift)
= ¢ Agua (STR)
=
M” 60 R*=10.998

mNMS ( Airlift)
40 ENMS (STR)
R2=10.9931
R2=10.9947
20
0.2 0.4 0.6 0.8 1
Vazio (vvm)

Figura 5.16: Comparagé&o dos valores de K, a obtidos para diferentes vaz8es em biorreator airlift e
STR com diferentes fases liquidas a 30°C.

5.2.2. Ensaios de K_a em reator tipo coluna de bolhas (RCB)

Como esperado, para as duas configuragcbes, os maiores valores do
coeficiente de transferéncia foram aqueles referentes as maiores vazfes de ar, o
gue seguramente esta relacionado aos maiores niveis de turbuléncia/mistura nas
colunas e a disponibilizacdo de um volume maior de oxigénio para a fase liquida. Os
valores calculados de K,a foram 166,1, 138,7, 111,2 e 79,9 h™* para as colunas
preenchidas com o recheio e 96,9, 71,1, 51,9 e 29,6 para as colunas sem 0s anéis
de Pall, para as vazbes de 8, 6, 4 e 2 L/min de ar comprimido, respectivamente. As
vaz0es utilizadas nos ensaios no reator tipo coluna de bolhas tiveram de respeitar
um valor minimo de 2 L/min, necessario para que fosse possivel vencer a pressao
da coluna de agua. Os valores de K a obtidos nas colunas de vidro sdo mostrados
na Figura 5.17. Foram testadas vazdes inferiores e observou-se que 0 gas nao
conseguia percorrer todo o caminho e chegar até a ultima das trés colunas quando

utilizado o sistema completo proposto para as fermentacoes.
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Figura 5.17: Comparacéo dos valores de K a obtidos para diferentes vazdes no sistema RCB com

e sem uso de recheios tipo anel Pall a 30°C.

O ganho utilizando os recheios foi de 71, 95, 114 e 170% para as vazoes de
8, 6, 4 e 2 L/min, respectivamente, 0 que mostra a positiva influéncia do
preenchimento da coluna com os recheios na eficiéncia de aeracdo do sistema,
especialmente em situacdes de baixa turbuléncia e reduzido fornecimento de ar. A
presenca dos anéis Pall estd associada a uma maior tortuosidade do percurso das
bolhas de gas e, consequentemente, ao aumento do tempo de residéncia da fase
gasosa ho seio do liquido. A coalescéncia das bolhas, conhecida por ser um fator
prejudicial a eficiéncia de transferéncia, também € minimizada com a quebra
promovida pelos recheios.

Reatores do tipo coluna de bolhas tradicionais sao conhecidos por ter
desvantagens quando comparados aos agitados mecanicamente ou aos diferentes
tipos de airlift, que permitem uma circulagdo mais eficiente e homogeneizacédo do
meio de cultivo. Apesar disso, no presente trabalho, o uso de colunas de bolhas
preenchidas com recheios randdomicos aumentou a eficiéncia da transferéncia de
metano e oxigénio para a fase liquida, como visto na Figura 5.18, de modo
diretamente proporcional ao aumento da vazao da mistura gasosa.

Mesmo sem o0 uso dos recheios, os valores de K a para a coluna de bolhas
foram superiores aos do airlift. O uso de colunas com diametro reduzido influencia

diretamente nesta questao, tendo em vista que o ar borbulhado por baixo da coluna
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consegue preencher de forma mais eficiente todo o seu volume. J& no airlift, mesmo
com bolhas muito pequenas quando utilizado o borbulhador sinterizado, o gas néo
consegue percorrer lateralmente todo o espaco do reator, concentrando sua subida
na regido central do setor onde é borbulhado e n&o indo até o fundo do reator na
regido de retorno das bolhas. Isso gera regides sem transferéncia efetiva e
reduzindo assim a taxa global de transferéncia de massa do sistema.

Vale ressaltar ainda que o uso de colunas em série, apesar de ndo possuir
influéncia direta no valor do K,a, permitiu a “reutilizacdo” da mistura gasosa,

reduzindo perdas e aumentando o rendimento do processo como um todo.

200
180
160

2 — 5
140 | R:=0999 * Airlift

60 R*=10,999 ERCB

40 ,/’/.

0 2 4 6 8 10
Vazio (L/min)

Figura 5.18: Comparacéo dos valores de K a obtidos para diferentes vazdes em dois tipos de

biorreator de agitacdo pneumatica: airlift e RCB (T= 30°C).

O ganho associado ao uso dos recheios resultou em um sistema fermentativo
de facil configuracdo e montagem, baixo custo operacional se comparado aos
reatores agitados e alta eficiéncia na transferéncia de massa para a fase liquida.
Além de inovador, esse sistema é uma boa alternativa a se explorar para 0os mais

diversos tipos de cultivo.
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5.2.3. Correlagéo dos valores do coeficiente de transferéncia de massa

para oxigénio (K a) e metano ((K.a)cna)

A partir do momento em que o célculo do (K a)cn4 € feito com uma correlagéo
simples e direta, basta termos os valores para o oxigénio para aplicar a equacao
disponibilizada por Yu et al. Na Tabela 5.8 s&o apresentados os valores calculados

para as trés configuracdes de biorreator utilizadas neste projeto.

Tabela 5.8: Coeficiente volumétrico de absor¢do de metano ((K a)chs) para as trés diferentes

configuragbes de reator.

K.a (h™)
Taxa especifica : y
de aeracéo Tipo de Biorreator
(vvm) Airlift STR RCB*
0,44 32,1 20,1 98,9
0,67 39,8 27,0 138,7
0,89 48,4 32,2 166,1

* As vazBes para o0 RCB foram de 4, 6 e 8 L/min, o que equivale a vazdo em L/min dos ensaios em
biorreator Airlift.

Os melhores resultados obtidos foram para o sistema RCB. Estes valores
indicam uma alta eficiéncia do sistema desenvolvido no projeto em fornecer o
oxigénio e o metano requeridos pela célula para o seu metabolismo, tornando esse
reator promissor para o cultivo de microrganismos em geral, especialmente os que
necessitam de altas concentracdes de oxigénio dissolvido ou algum outro substrato

gasoso.

5.3. Ensaios em biorreatores

A seguir serdo apresentados os resultados para os ensaios realizados em
biorreator agitado mecanicamente (STR), nas duas formas distintas de operagéao, e
no sistema de coluna de bolhas em série (RCB) desenvolvido no proprio LADEBIO.

O biorreator Airlift utilizado nos ensaios de K, a serviu como base para a avaliagéo e
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comparacdo da eficiéncia de transferéncia de massa entre as fases para 0s
sistemas STR e RCB. Porém, sua utilizacdo como meio reacional para M. hirsuta
nao foi avaliada no decorrer deste trabalho, por se tratar de um sistema com volume
e gastos operacionais elevados que, no presente momento, inviabilizariam um
desenvolvimento mais aprofundado dos ensaios nos sistemas menores. Essa
segunda fase da mudanca de escala do processo deve ser abordada em trabalhos
futuros e aparece como sugestdo de continuacdo da pesquisa no respectivo

capitulo.

5.3.1. Ensaios em biorreatores agitados mecanicamente (STR)

Nos ensaios com o biorreator BioFlo da NewBrunswick todos os parametros
do processo foram controlados. Como descrito no capitulo anterior, foram mantidas
as condi¢des iniciais de pH 7,0, temperatura 30°C e agitagdo do meio de cultivo
através de impelidor em 400 rpm.

A Figura 5.19 ilustra o crescimento no primeiro ensaio realizado. A
concentracdo inicial de células foi de aproximadamente 0,5 g/L de M. hirsuta,
enquanto a vazao de mistura utilizada foi de 4 L/min com 50% de metano e 50% de
ar comprimido. O cultivo foi mantido por 135 horas, alcancando uma densidade

celular de 4,6 g/L.

Conc. Celular (g/L)

0 30 60 90 120 150
Tempo (h)

Figura 5.19: Cinética de crescimento de M. hirsuta em biorreator agitado mecanicamente em meio

NMS1306 com adicéo de 0,5 g/L de EL e peptona (cada). Propor¢cédo de metano e ar de 50%.
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A pureza da cultura foi verificada por microscopia. As laminas foram
observadas em um microscopio DM2000 Leica, com aumento de 1000x durante todo
0 processo. Foi possivel observar a presenca de bacilos gram positivos no decorrer
do ensaio, como observado na Figura 5.20.

Figura 5.20: Micrografia observada durante o cultivo de M. hirsuta em STR, no momento do

crescimento mais acelerado, mostrando a contaminacdo por bacilos gram positivos.

A presenca de extrato de levedura permitiu o crescimento de contaminantes
no meio NMS modificado alimentado com metano, mesmo sem adi¢cdo de outra
fonte de carbono. A adicdo deste composto é utilizada em alguns casos para
separacao dos contaminantes, tendo em vista que eles crescem rapidamente com o
extrato, enquanto a bactéria metanotrofica tem um crescimento mais lento. Isso
permitiu assim uma separacao das coldnias em placa, seguida de diluicdo do cultivo.
Esse procedimento foi repetido diversas vezes, até que sO restasse a bactéria de
interesse no cultivo. Porém no caso do biorreator ndo seria possivel essa separacao
das células, o que fez com que o cultivo fosse entdo interrompido e fossem
utilizadas condicdes de esterilizagdo do meio reacional mais severas em autoclave,
com 1 atm e 121°C por 30 minutos.

Apoés outros ensaios preliminares em biorreator, alcancando concentracdes
celulares inferiores a 1 g/L quando verificada e mantida a pureza da cultura, foram
realizados diversos experimentos em frascos agitados, conforme mostrado
anteriormente. Com estes, foram obtidos melhores resultados para uma

concentracdo de 2 g/L de suplementos, com o emprego de casaminoacidos no lugar
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da peptona e havendo mudancga na propor¢céo de metano e ar para apenas 30% de
metano. Nos ensaios em biorreator, um “segundo” experimento em reator agitado
mecanicamente foi realizado com o intuito de se testarem essas novas condi¢des
em um cultivo com todos os parametros controlados, além de fornecimento continuo
de substrato. Devido ao intenso borbulhamento da mistura gasosa no meio de
cultivo, foi utilizado para este ensaio um condensador na saida de gases do
biorreator com a temperatura controlada e mantida em 10°C com auxilio de um
banho termostatico de agua.

A Figura 5.21 traz a curva de crescimento de M. hirsuta para estas condi¢coes.
A concentracdo celular inicial foi de 0,35 g/L, alcancando o valor de 2,60 g/L em 55
horas de cultivo. Micrografias em diferentes etapas do processo nao revelaram

nenhum tipo de contaminagao da cultura (Figura 5.22).
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Figura 5.21: Cinética de crescimento de M. hirsuta em biorreator agitado mecanicamente em meio
NMS1306 com adicdes de meio para concentracao final de 2 g/L de EL + C (cada). Proporcéo de
30% de metano e 70% de ar.
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Figura 5.22: Micrografia do cultivo de M. hirsuta em STR contendo apenas bactérias gram negativas

de mesmo formato, evidenciando a pureza do cultivo.

O crescimento do microrganismo foi acentuado durante as primeiras horas do
cultivo, porém verificou-se uma estagnacdo da densidade celular apés 20 horas,
tendo sido atingida nesta primeira etapa a concentragao celular de 1,3 g/L. A fim de
verificar se este comportamento estaria relacionado ao esgotamento dos
suplementos, o biorreator foi alimentado com uma solu¢cdo contendo 100 mL de
meio NMS1306 com adi¢cdo de extrato de levedura e casamino. A massa de cada
um destes componentes na solucao foi de 2,2 g, tendo em vista o novo volume de
meio (1100 mL). Apds esta alimentacdo, verificou-se uma nova etapa de
crescimento, que durou cerca de 12 horas, seguida de outra interrup¢do. Com a
concentracéo celular atingindo valores de 2,2 g/L em 42 horas, foi realizada uma
nova alimentacdo de 100 mL de meio com os suplementos (EL+C). Para 0 novo
volume final de meio equivalente a 1200 mL, foram utilizados 2,4 g de extrato de
levedura e casamino na solucdo de 100 mL. Foi observado crescimento até uma
concentracdo de 2,6 g/L, seguido de uma queda da densidade celular e o
consequente fim do ensaio. Essa queda observada na concentracdo das células
pode ter ocorrido devido a morte celular seguida da degradacdo das células,
causada pela concentracdo de enzimas e outras substancias nocivas ao
microrganismo durante todo o seu cultivo. Esse comportamento foi observado
também em outros cultivos, que serdo apresentados no decorrer da discussao.

A utilizacdo do STR propiciou um ambiente mais favoravel ao crescimento da
bactéria, o que esta provavelmente relacionado a uma solubilizacdo mais eficiente

de substrato e do préprio oxigénio para o0 meio, com a alimentacdo continua e a
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agitacdo mecéanica. Porém, essa maior disponibilizagcdo estd acompanhada de
desperdicio de matéria-prima, tendo em vista que boa parte do metano oferecido
nao foi consumido pelo microrganismo e foi liberado na atmosfera, o que levou a

buscar alternativas para um cultivo com fornecimento controlado do gés.

5.3.2. Ensaios em biorreatores agitados mecanicamente (STR) com

alimentacao intermitente

Os valores de concentragéo celular obtidos com a alimentacdo intermitente
foram inferiores aos obtidos com alimentacdo continua de substrato. Estes
resultados séo apresentados na Figura 5.23.

E possivel observar que a bactéria teve seu crescimento reduzido,
alcancando valores de no maximo 1,0 g/L, o que representa cerca de 40% do
maximo obtido com a forma continua de alimentacdo do metano. A baixa
capacidade de geracao de biomassa desse sistema pode estar relacionada ndo sé a
uma baixa disponibilidade do substrato para a célula, mas também a falta de
oxigénio dissolvido (OD) no meio, outro componente essencial para o metabolismo
celular (como visto no capitulo 2, o oxigénio € utilizado na via metabodlica de M.
hirsuta na etapa de transformacdo do metano em metanol, para posterior

transformagéo em formaldeido e entrada na via da serina).
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Figura 5.23: Cinética de crescimento de M. hirsuta em biorreator tipo STR com alimentagao
intermitente em meio NMS1306 suplementado. Proporcao de 30% de metano e 70% de ar.

O ensaio “Sem reciclo 2” foi realizado com metade do intervalo entre as
alimentacfes, porém nenhum ganho foi observado com esta troca mais rapida da
atmosfera do sistema. Os valores de OD foram monitorados no decorrer de todos 0s
ensaios e foi visto que ele permanecia em concentragdes baixas, o que pode ter
ocasionado esta reducao do crescimento. A velocidade de agitacdo de 400 rpm nédo
foi suficiente para aumentar o valor de OD, influenciado também pela proporcédo de
ar e metano na atmosfera do reator.

O ensaio Sem reciclo 3 foi uma tentativa de se aumentar a concentragao de
células e contornar problemas relativos a possivel toxicidade do metano, porém o
crescimento foi praticamente nulo, sendo, por isso, mantido por pouco mais de 40
horas. A alta concentracdo de células junto com a baixa disponibilidade dos gases
na fase liquida, ao contrario da expectativa inicial, pode ter criado um ambiente
extremamente pobre para o metabolismo celular, impedindo assim qualquer
crescimento, com os gases disponiveis sendo utilizados apenas para manutengao
dos microrganismos ja presentes no inoculo.

A utilizagdo do reciclo nos ensaios foi uma tentativa de aumentar a
disponibilidade de metano e oxigénio na fase liquida. A passagem da corrente

gasosa repetidas vezes pelo meio de cultivo aumentou o contato entre as fases, e
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conforme observado na Figura 5.23, melhorou os rendimentos em termos de
densidade celular. Em contrapartida, o uso de um tensoativo, o Tween 80, com 0
objetivo mais uma vez de melhorar a solubilizacdo do metano néo surtiu efeito, com
o ensaio final ndo ultrapassando 1,0 g/L de células em massa seca.

Como planejado, o gasto de metano durante este ensaio foi reduzido em
relacdo aos anteriores, porém as baixas concentracfes celulares obtidas fizeram
com que esta forma de conducdo ndo despontasse como uma alternativa para o
melhor aproveitamento do metano e maior solubilizacdo do mesmo na fase liquida.
Pensando neste melhor aproveitamento, um processo com biorreatores em série e
com borbulhamento sequencial do metano, reator por reator, foi desenvolvido e
testado, visando a solubilizacdo e consequente utilizacdo de uma fragdo maior do

metano fornecido ao sistema.

5.3.3. Ensaios em biorreatores tipo coluna de bolhas em série (RCB)

preenchidas com recheios randémicos

Os ensaios com colunas de bolhas em série visaram, como visto no tépico
anterior, um maior aproveitamento do substrato gasoso, tendo em vista a passagem
da mesma corrente de mistura gasosa pelas trés colunas. Cada uma das colunas
possui volume util de 1000 mL, totalizando 3000 mL de meio de cultivo. O pH do
meio foi aferido antes da adicdo do inéculo (pH= 7,0) e nao foi controlado durante o
processo, enquanto a temperatura foi mantida em 30°C ao longo de todo o
experimento com o uso de camisas de reator. A vazao foi mantida em 4 L/min, com
uma proporcao de 50% de metano, e a suplementacéo inicial utilizada foi a mistura
de extrato de levedura e peptona com concentracao de 0,5 g/L. A mistura entre os
meios das trés colunas foi realizada através de uma bomba peristaltica, mantendo o
cultivo homogéneo em todos os biorreatores do sistema.

E muito importante ressaltar que os ensaios em frascos e biorreatores, bem
como os ensaios de K a, foram realizados de forma continua durante toda a tese, o
gue significa que os resultados desta secéo ndo necessariamente foram obtidos ao
final dos estudos, com o0s ensaios apresentados anteriormente ja definidos e

analisados. Dessa forma, alguns valores utilizados nos ensaios em biorreator seréo
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relativos aos fatores que no momento da sua realizagao eram tidos como “6timos”
ou como objetivos de estudo.

A injecdo dos gases foi feita através do contato direto da entrada inferior da
coluna com a mangueira. As bolhas percorriam o caminho ascendente pelas colunas
sempre em contato com o recheio que as preenchia, e este as quebrava e distribuia
lateralmente pelo reator, evitando coalescéncia e aumentando o tempo de residéncia
do gas no meio, com o0 consequente aumento da tortuosidade e do caminho
percorrido pela mistura gasosa através da fase liquida.

A Figura 5.24 apresenta a curva de crescimento do primeiro ensaio com as
colunas em série. A concentracéo inicial de células foi de 0,1 g/L e, em um primeiro
momento, a final foi de 0,4 g/L com 20 horas de cultivo. Ap6s esse tempo, M. hirsuta
teve o crescimento interrompido, apresentando leve queda na densidade celular
durante as horas seguintes. Foi possivel observar que, mesmo mantendo a
circulacdo do meio pelo uso de bombeamento, bem como o borbulhamento da
mistura gasosa, houve depdsito de biomassa nos recheios e no fundo das colunas, o
gue pode ter contribuido para a reducdo dos valores obtidos de concentracdo de
células.

Durante todo o processo ocorreu carreamento de liquido devido ao intenso
borbulhamento de géas. A partir de aproximadamente 60 horas de cultivo a perda de
meio se tornou visivel, com a reducdo do volume das colunas. Com cerca de 110
horas de processo, havia uma grande quantidade de biomassa bacteriana
depositada no fundo das colunas, o volume de meio havia reduzido
significativamente e o crescimento estava estagnado. Entdo foi realizada uma
alimentacdo com 800 mL de meio suplementado. Assim como no biorreator agitado,
foi feito o célculo para que a concentracao inicial de 0,5 g/L fosse retomada, tendo
sido adicionados 1,5 g de cada componente na solucdo alimentada (volume total do

sistema era de 3000 mL).
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Figura 5.24: Cinética de crescimento de M. hirsuta em sistema de coluna de bolhas (RCB)
preenchida com anéis de Pall com meio NMS1306 com adicéo de 0,5 g/L de EL e peptona (cada) e
glicose. Proporcéo de 30% de metano e 70% de ar.

Esta alimentacéo, conforme exibido na Figura 5.24, ndo surtiu efeito no que
diz respeito ao crescimento, podendo ser visualizada uma queda na concentracao
celular relativa ao aumento do volume. Entdo, com 140 horas, foi realizada nova
alimentacéo. Desta vez, foi utilizada uma solugcdo com o meio NMS suplementado e
com adicédo de glicose, na tentativa de retomar o crescimento do microrganismo. O
resultado foi um crescimento acelerado, com aumento de 90% em relacdo a
concentracdo celular. Apés 16 horas de cultivo, este crescimento repentino nao
continuou, com a concentracdo de células diminuindo. Laminas observadas ao
microscopio, de amostras retiradas ao término do experimento, mostraram
contaminagao do cultivo por bacilos gram positivos, estimulada pela presenca de
glicose no meio, o que justifica o crescimento acentuado da densidade celular apos
a suplementagcdo, mesmo com M. hirsuta ndo sendo capaz de consumir este
substrato.

Para o segundo ensaio, 0 meio NMS foi suplementado com 2 g/L de extrato
de levedura e casaminoacidos, e a proporgdo da mistura de alimentacao foi de 30%
de metano. Foi utilizado ainda um condensador resfriado a 10°C na saida da ultima

coluna, evitando a perda intensa de liqguido como ocorreu no primeiro ensaio. O
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borbulhamento se deu diretamente pela entrada inferior da coluna, sem o uso do
borbulhador sinterizado e com as bolhas sendo distribuidas apenas pelos recheios
no interior da coluna, o que reduziu alguns problemas operacionais enfrentados

anteriormente. O resultado deste experimento pode ser visto na Figura 5.25.
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Figura 5.25: Cinética de crescimento de M. hirsuta em sistema RCB preenchido com recheio do
tipo anel PALL com meio NMS1306 modificado e adicdo de 2 g/L de EL e 2 g/L de casaminoéacidos.

Proporc¢éo de alimentacéo de 30% de metano e 70% de ar.

O ensaio foi iniciado com uma concentracdo de 0,1 g/L e alcancou uma
concentragdo de aproximadamente 1,0 g/L em 12 horas. Da mesma forma que
ocorreu com 0s outros ensaios em biorreatores, apds o possivel esgotamento dos
suplementos o crescimento cessou, sendo os valores de concentracdo mantidos.
Com 46 horas de cultivo foi adicionada uma solucdo de 100 mL de meio com extrato
de levedura e casamino em concentracfes suficientes para o meio retornar a
concentracédo inicial de 2,0 g/L de cada. Apds a alimentacdo, a densidade celular
aumentou até o valor de 2,2 g/L e estagnou apds o provavel esgotamento dos
suplementos. Nao houve perda de meio pela saida dos gases e o ensaio nao

apresentou contaminagéo ao final do cultivo (Figura 5.26).
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-

Figura 5.26: Micrografia obtida durante cultivo de M. hirsuta no sistema RCB.

Tal como observado no STR, no RCB também ocorreu interrupcdo do
crescimento apds o esgotamento dos suplementos, sugerindo que 0 microrganismo
nao volta a consumir o metano de forma efetiva quando esgotados os componentes
presentes no meio, que auxiliam seu metabolismo. Como dito anteriormente, os
suplementos ndo sao utilizados como fonte de carbono, mas 0s componentes que
suportam o crescimento do microrganismo parecem se tornar essenciais uma vez
gue sdo oferecidos a bactéria. A interrupcdo da alimentacdo com metano em
experimentos anteriores provocou uma queda acentuada da concentracdo celular
apos o esgotamento dos suplementos. Entretanto, nos casos em que foi mantida a
injecdo da mistura gasosa, O microrganisSmo parou O crescimento, mas nao
apresentou queda na concentracdo, sugerindo que era capaz de ao menos manter o
seu metabolismo ativo com o metano fornecido.

Apds os ensaios ja apresentados foi realizada uma pausa nos experimentos
em colunas de vidro e foi dada sequéncia nos experimentos em frascos
(apresentados nos tépicos anteriores), de modo a tentar otimizar as condicfes de
crescimento para obtencdo de concentracfes ainda mais elevadas de biomassa.
Levando em consideracéo os resultados obtidos, algumas modificacées foram feitas
na operacao das colunas, tanto em relacdo a concentragdo dos suplementos quanto
da utilizacdo de tensoativos nos reatores. A Figura 5.27 apresenta um conjunto de
resultados dos ensaios em sistema RCB com diferentes condicoes.

Analisando inicialmente a curva de crescimento do meio NMS 1306
suplementado sem alimentacdo de metano, € possivel observar que ndo existe

crescimento quando metano ndo é alimentado ao sistema, ou seja, quando nao
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existe fonte de carbono Unico no meio, 0 microrganismo ndo é capaz de manter seu
metabolismo ativo e crescer. Ao comparar o crescimento do microrganismo no RCB
com NMS puro com e sem recheio, o ganho promovido pela melhor distribuicdo da
corrente gasosa pode ser verificado. Mesmo que em propor¢des inferiores ao que foi
visto com os valores de K,a no inicio deste capitulo, as concentracfes finais
passaram de 0,8 g/L para 1,1 g/L, o que representa um ganho de 37,5%. Tomando
como base o observado com o K, a, é possivel que para vazdes menores de corrente
gasosa o uso de recheios acarrete em uma variagcdo ainda maior e mais significativa

na producéo total de células.
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Figura 5.27: Cinética de crescimento de M. hirsuta em sistema RCB com diferentes condi¢cfes de
operacdo. Meio NMS1306 modificado com e sem recheio, NMS 1306 suplementado com e sem
metano e NMS 1306 suplementado com adicéo de éleo de soja (1% v/v). Proporcéo de alimentacao
de 30% de metano e 70% de ar.

J& os resultados obtidos para o meio NMS suplementado apresentaram
melhoras tanto em relacdo ao tempo de processo quanto a concentracao final de
células. O tempo de fermentacdo para atingir 1,0 g/L foi reduzido de 60 (sem
suplemento) para cerca de 20 horas com adi¢cédo dos suplementos e 6 horas quando
adicionado o Oleo de soja. A densidade celular alcancada com meio mineral puro foi
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de apenas 1,1 g/L, valor esse que aumentou para 2,1 g/L com suplementos e para
4,5 g/L quando da adicdo de 6leo vegetal, um ganho, respectivamente, de 91% e
300% em relacdo ao meio mineral puro com recheios. Como previsto nos ensaios
em frasco agitado, a mudanca do sistema de cultivo era uma etapa importante para
gue altas densidades celulares fossem alcangcadas. Utilizando os valores de
concentracdo de suplementos e 6leo vegetal em concentracdes proximas ao que
pbde ser interpretado como melhor resultado nos ensaios de “otimizagédo”, o
crescimento teve uma melhora significativa.

Metano, um géas hidrofébico com baixa solubilidade em &gua, teve sua
transferéncia para a fase liquida facilitada pela presenca do tensoativo, reduzindo a
tensdo superficial e fazendo aumentar a interacéo entre o gas (bolhas) e o liquido,
consequentemente melhorando sua taxa de solubilizacdo. O uso do Oleo, ao
contrario do que foi visto em frascos agitados, ndo causou aprisionamento das
células, em parte pelo tamanho do sistema e a baixa concentracdo do mesmo, e
também por se tratar de um sistema com recirculacdo da fase liquida e alto grau de
mistura gerado pelo borbulhamento da fase gasosa. A realizagdo de um
planejamento experimental em sistemas como o RCB deve ser pensada, de modo a
se otimizar de fato o cultivo das metanotroéficas e atingir concentracdes celulares que
permitam a transi¢cdo para escalas maiores de producéo.

As concentracdes finais de células alcancadas em RCB foram muito
superiores as obtidas em frascos agitados, o que demonstra uma melhor eficiéncia
de conversdo de massa nesse sistema, provavelmente resultante da maior
disponibilidade de metano (substrato) e oxigénio na fase liquida. A Figura 5.28
mostra o sistema RCB no final do cultivo, com concentracdo celular elevada e a

Figura 5.29 comprova a presenca exclusiva de Methylocystis hirsuta.
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Figura 5.28: Sistema RCB no final do cultivo de M. hirsuta, com elevada concentracado celular e nitida

turbidez do meio.

Figura 5.29: Micrografia obtida no final do cultivo de M. hirsuta no sistema RCB com a presenca de

oleo de soja.

Novas formas de operacdo desses biorreatores podem ser sugeridas, para
reaproveitar a mistura borbulhada ao sistema. Como o cultivo em meios com fonte
de carbono unico é lento, com crescimento celular em taxas reduzidas mesmo com
suplementacao, a reutilizacdo dos gases contribui para a viabiliza¢gdo do processo e
pode ser um fator decisivo em sua futura utilizagéo industrial. A aquisicdo de outros
dispositivos que possam promover o retorno dos gases ao Sistema, como um
compressor, pode fazer com que a alimentag&o intermitente testada nos reatores
agitados mecanicamente seja efetiva no RCB, promovendo a passagem do gas
continuamente pelo meio reacional e realizando a troca da mistura em intervalos de

tempo regulares.
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5.4. Avancgos obtidos no cultivo de M. hirsuta

Com o desenvolvimento do trabalho foram sendo modificados fatores que
aumentaram consideravelmente as concentracdes celulares obtidas durante os
ensaios. E importante ressaltar que as concentragdes passaram de valores minimos,
como 0,3 g/L de células em massa seca, para até 4,5 g/L nos experimentos finais no
sistema desenvolvido no LADEBIO. A Figura 5.30 apresenta a evolucdo da
produtividade de biomassa obtida durante a tese e corrobora a importancia de todas
as modificacdes que foram realizadas tanto no meio de cultivo utilizado quanto na

forma de conducéo deste bioprocesso.
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Figura 5.30: Evolucéo da produtividade de biomassa durante o desenvolvimento da tese.

5.5. Ensaios para caracterizacdo da biomassa bacteriana

A caracterizacdo da biomassa bacteriana foi realizada de acordo com os
protocolos descritos no Capitulo 4, utilizando amostras dos cultivos com meio NMS
modificado, meio NMS suplementado e meio NMS suplementado com adicado de
Oleo de soja. As amostras foram analisadas em triplicata e os resultados estdo

expostos na Tabela 5.9.
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Tabela 5.9: Composicdo nutricional das biomassas secas obtidas com M. hirsuta em trés

diferentes meios de cultivo.

Teor (%)

NMS 1306 NMS 1306 NMS 1306 suplementado +

modificado suplementado Oleo
Proteinas 25,44 + 0,80 30,88 + 4,67 41,75+ 0,93
Carboidratos 31,65 + 4,57 33,54 £ 0,62 51,50 £ 4,94
Lipideos 4,17 +0,75 3,31+0,64 2,72 +0,38
Cinzas 10,94 + 0,87 10,24 £ 0,54 6,96 + 0,37
Total 72,19 77,96 102,92

Analisando os resultados obtidos nos ensaios é possivel observar um baixo
teor de proteinas quando comparado ao esperado para bactérias (em média de 50 a
65%, como apresentado na Tabela 2.6). Em contrapartida, os teores de carboidratos
estdo relativamente altos, principalmente na amostra com 0Oleo vegetal, enquanto
gue teores de cinzas e lipideos estdo de acordo com o esperado. O metabolismo de
organismos metanotréficos, com sua fonte de carbono Unico e a necessidade de
criacdo de todas as moléculas complexas necessarias a sua sobrevivéncia e seu
desenvolvimento pode ter ocasionado um baixo rendimento em proteinas. Este fato
fica mais evidenciado quando oferecida suplementacédo para o meio com extrato de
levedura, casaminoacidos e o 0Oleo vegetal, com um aumento progressivo do teor
proteico conforme a disponibilizagdo de nutrientes adicionais no meio de cultivo e,
também, de mais substrato e oxigénio, no caso envolvendo a utilizacdo de 6leo
vegetal.

Os ensaios realizados, como explicado no Capitulo 4, utilizaram metodologias
descritas na literatura para outros tipos de biomassa, em parte animal, parte vegetal,
mas ndo especificamente para bactérias. O laboratério onde as analises foram
realizadas é especializado no cultivo de microalgas. Entéo, a analise de composicao
nutricional € realizada com células que possuem composicdo bastante distinta do
observado no presente estudo, com modificagbes visando otimizar as andlises
daqueles microrganismos.

Observando apenas os valores presentes na tabela, conclui-se que o uso de
suplementos favorece o aumento do teor de proteinas na biomassa produzida, com
o uso do 6leo aumentando ainda mais este percentual, com uma variacao positiva
de 64% no teor proteico da amostra. O teor de carboidratos se manteve constante

guando da adicdo de suplementos e ficou alterado ao adicionar 6leo no cultivo,
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apresentando um aumento de cerca de 60% em relacdo as outras duas
composicdes de meio. Analisando o somatdrio dos teores vé-se que a amostra do
cultivo com oleo ultrapassa 100%, indicando que houve uma leitura superestimada
de pelo menos um dos componentes, o que pode ter sido causado por alguma
interferéncia do 6leo no método de analise ou algum outro fator relacionado ao seu
uso. Para o caso de um teor de carboidratos igual para as trés amostras (na faixa
dos 33%), todas elas estariam com somatorio das fracdes na casa dos 80%, valor
considerado coerente, tendo em vista outros compostos que ndao poderiam ter sido
medidos pelas metodologias empregadas e que podem representar mais de 20% da
composicdo em massa seca da célula, como é o caso dos acidos nucleicos (Miller &
Litsky, 1976).

O fato de os cultivos em frasco apresentarem baixo rendimento em célula
unido ao alto custo operacional dos biorreatores, acaba por nao permitir a realizagao
de ensaios que necessitem de grande quantidade de biomassa, devido a dificuldade
para obtencdo da mesma. Analises por meétodos mais precisos, como por
analisadores CHN ou a analise da composi¢cdo centesimal, devem ser feitas de
modo a se obter os teores exatos de cada componente nas biomassas bacterianas

obtidas durante os cultivos.
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Capitulo 6

Conclusodes

O trabalho realizado envolveu aspectos desafiadores de microbiologia, da

engenharia bioquimica e de bioprocessos em geral, com avancos interessantes no

gue tange a concentracao final de células, ao tempo de processo, a utilizacdo de

diferentes modelos de biorreator, entre outros. As conclusdes que podem ser

elencadas a partir desses resultados estéo expostas na sequéncia:

1.

As bactérias metanotréficas da espécie Methylocystis hirsuta apresentaram
capacidade de consumir metano como fonte de carbono em meio mineral
minimo, corroborando informacgdes da literatura. As baixas taxas de crescimento,
ocasionando longos tempos de cultivo, levaram a necessidade de se buscar por
suplementos para o meio de cultivo e de se desenvolver um sistema reacional
gue aumentasse as taxas de transferéncia de metano (substrato) e do oxigénio
(microorganismo aerobio) para a fase liquida, permitindo assim sua assimilacao

pela célula bacteriana.

Ensaios com variagcdo na concentracdo dos componentes do meio mostraram
que podem ser mantidos os seus valores minimos, 0 que permite 0 uso de
pequenas concentragcdes dos componentes e, consequentemente, baixo custo
do meio de cultivo. Ao utilizar suplementos pela primeira vez, com o objetivo de
observar o comportamento da populagdo bacteriana na presenca destes, 0

metanol e a ureia se mostraram prejudiciais. O primeiro pelo fato de a enzima
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que promove a assimilagdo na via metabdlica estar associada a enzima que
oxida 0 metano a metanol, e quando o metano néo é disponibilizado a bactéria
nao € capaz de utilizar este metanol, que fica livre na célula, potencializando seu
efeito toxico, e o segundo por se tratar de uma molécula que pode inibir
competitivamente a enzima metano monooxigenase, sendo oxidada a
hidroxilamina, que por sua vez ndo sera aproveitada pela auséncia da enzima

hidroxilamina oxidoredutase.

3. Os ensaios com diferentes propor¢des dos gases na alimentacdo apresentaram
valores de crescimento celular semelhantes, o que levou a utilizacdo da menor
concentracdo de metano testada, visando reduzir o consumo de matéria-prima.
Em relacdo a fonte de carbono utilizada no processo, ensaios com fontes
contendo ligagdes C-C confirmaram a caracteristica de metano dependente de
Methylocystis hirsuta, ndo apresentando nenhum crescimento na auséncia de
metano e na presenca de acucares, polidis e outros substratos com mais de um

carbono em sua molécula.

4. O uso de extrato de levedura em concentracdo de 2 g/L aumentou o
crescimento da bactéria de 0,29 g/L para 0,46 g/L, o que corresponde a um
incremento de cerca de 60% na concentracdo final de células. Fazendo a
mesma andlise para a peptona e o casaminoacidos, o crescimento chegou a
0,33 e 0,41 g/L, com ganho de 14 e 41%, respectivamente. A mistura de extrato
de levedura e peptona, com 2 g/L de cada suplemento, aumentou em 38% a
concentracdo celular, enquanto que a de extrato de levedura e casaminoacidos
em 89%. Com base nestes resultados, o uso da peptona ndo se mostrou
interessante, com 0s experimentos seguintes explorando a mistura de extrato de

levedura e casaminoacidos em diferentes concentragdes e proporgoes.

5. Ao utilizar 6leo mineral e perfluorocarbono para aumentar a solubilidade dos
gases, o efeito foi diferente para cada um desses agentes tensoativos. O 6leo de
soja (2% v/v) aumentou em 47% a densidade celular e a mistura 6leo de soja,
extrato de levedura e casaminoacidos (1% v/v e 1 g/L) aumentou a densidade

em 75%. O PFC, por outro lado, causou queda no crescimento celular, gerando
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concentracdes cerca de 9% inferiores ao controle (para 2% v/v). Apesar do efeito
negativo do PFC, o uso dos suplementos ainda conseguiu gerar um crescimento
superior ao controle (47%), comprovando, mais uma vez, a essencialidade da

suplementacao do meio e a sua grande influéncia no crescimento.

6. Ao realizar o planejamento experimental visando otimizacdo do meio para
crescimento de M. hirsuta foi observada uma variacdo pequena das
concentracdes celulares finais, indicando uma influéncia de outros fatores no
resultado final. A maior concentracéo celular foi de 1,03 g/L, com concentragdes
de 2,34 g/L de extrato de levedura, 1,5 g/L de casaminoéacidos e 1,5% (v/v) de
Oleo de soja. A analise estatistica dos dados ndo foi conclusiva, sendo
necessario utilizar outro sistema para realizacdo dos ensaios, onde a influéncia

no resultado seja proveniente apenas das modificacdes no meio de cultivo.

7. O K_a obtido com a utilizacao do biorreator airlift de bancada aumentou de 36,1
para 54,4 h* com a variacdo da vazdo de 4 para 8 L/min e manutencdo do
mesmo tipo de borbulhador e temperatura de processo. JA 0 ganho para 0 uso
de borbulhador sinterizado em relagao ao borbulhador de 6 furos de 1 mm foi de
17 para 54,4 h™*. A mudanca de temperatura causou uma variacéo néo linear do
KLa, ndo sendo possivel fazer uma comparacao direta entre as 3 temperaturas
utilizadas, mas permitindo que se observasse um padréo de valores inferiores
para a temperatura de 30°, seguida de 24 e 37°C, que apresentou os melhores
resultados de transferéncia no geral. O uso de recheios randémicos, para o
biorreator airlift, gerou uma influéncia negativa nos valores de K, a, prejudicando

a transferéncia de massa.

8. O uso de recheios no sistema de coluna de bolhas melhorou a eficiéncia de
transferéncia em até 170% para vazdes baixas de ar (2 L/min) e em 114% para
a vazdo de 4 L/min utlizada no cultivo do microrganismo. A comparacao
realizada entre os diferentes tipos de biorreatores mostrou uma vantagem para o
sistema de colunas de bolhas, com valores de K,a atingindo 160 h™ enquanto
que para o airlift o maximo foi de 54,4 h™ utilizando as mesmas vazdes de

operagao.
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9.

10.

11.

12.

Ao transferir 0 processo dos frascos agitados para 0s biorreatores, as
concentracbes celulares obtidas aumentaram substancialmente, sendo
alcancados valores de 2,6 g/L em reatores agitados mecanicamente e 4,5 g/L no
sistema de coluna de bolhas. Estes resultados corroboram a necessidade e
importancia do controle das condicbes de processo, como pH (para o STR),
temperatura e agitacdo, bem como de uma transferéncia de massa mais
eficiente dos gases para a fase liquida, permitindo assim o acesso do

microrganismo ao substrato.

O processo em biorreator com alimentacao por pulsos néo foi eficiente, falhando
em suprir oxigénio e metano para o microrganismo. A vazao de reciclo pode ter
sido baixa, sendo necessario um compressor para reinjetar a mistura gasosa e
facilitar a solubilizagcdo dos gases. Uma nova tentativa de conduzir o processo
dessa forma, utilizando desta vez os reatores tipo coluna de bolhas, pode gerar

resultados melhores, com maior economia de gas.

A transferéncia de massa do metano para a fase liquida permanece como um
aspecto critico desse processo, deixando em aberto o desenvolvimento de
técnicas para um contato ainda mais eficiente entre gas e liquido. As
concentracdes celulares obtidas, além dos altos valores de K,a, tornam o
sistema RCB uma nova e promissora configuragéo de biorreatores para o cultivo
de bactérias metanotroficas, com a significativa vantagem competitiva de reduzir
0S Ccustos operacionais, uma vez que a agitacdo mecanica ndo é necessaria.
Novas configuragBes, com mais colunas em série, uso de diferentes tipos de
recheio e reciclo da fase gasosa podem ser testadas, aumentando ainda mais a
eficiéncia e a economia deste sistema inovador para o cultivo de metanotroficas.
Uma alternativa seria a utilizacdo de reatores pressurizados, aumentando assim
a solubilizacdo dos gases e facilitando o acesso do microorganismo ao seu

substrato.

A analise da composicao nutricional da biomassa gerada apresentou um baixo

teor de proteinas no extrato utilizando meio mineral, mostrando a essencialidade
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de suplementacdo do meio ndo sO para que se obtenha um maior crescimento
celular, com altas concentracdes de células no meio de cultivo, mas também
para um incremento no teor proteico do material, aumentando assim a
produtividade em proteinas e tornando 0 processo economicamente mais

rentavel, mesmo com o0s gastos relativos a adicdo destas biomoléculas ao

cultivo.
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Propostas de continuacao do trabalho

A partir destes resultados é possivel visualizar os préximos passos do estudo
de producédo de proteinas de unicelular. O foco principal devera ser nos problemas
de engenharia relacionados a mudanca para escala piloto, principalmente no que
tange a transferéncia de massa e disponibilidade de substrato e oxigénio para o

microrganismo, bem como um reaproveitamento dessa corrente gasosa.
Seguem abaixo alguns topicos a serem explorados em trabalhos futuros:

. Realizar ensaios de K a em biorreator airlift em escala piloto, de forma
a obter a melhor configuracdo de sistema para o0 processo, e promover de
maneira eficiente a mudanca de escala, incialmente para o airlift de 10 L e, em
seguida, para o piloto de 75 L de volume util;

o Desenvolver um procedimento experimental para o uso de contactores,

visando a alimentacao dos gases ja dissolvidos ao biorreator;

o Utilizar outros suplementos, tensoativos e diferentes combinacdes
destes na composicdo do meio, observando o efeito no crescimento celular e
também a composicéo nutricionaltivo do cultivo, de forma a maximizar a producéo
de proteinas sem adicionar nenhum composto que seja prejudicial a este

propaosito;

o Realizar ensaios utilizando gas natural e consércios bacterianos, de
forma a investigar o consumo dos gases presentes no gas natural, que nao
metano, a producdo de metabdlitos secundarios e o crescimento das bactérias

nao-metanotréficas do consorcio pelo uso destes metabdlitos.
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Abstract

Methanotrophic bactena use methane as & primary carban source. The nuiriianal compesition of the spedes 5
suggestive of s use @& an altemative means of protein proguction. Furthemmore, e production pFOCESS uNder
siudy I well within the context of clean technology. This work Investigated the mass transfer coefMclent, Kja, of
oxygen and methane in 3 new bloreactor system, specially designed for cultivation of Methyiocysils hirsuta, and the
grown of this bacierta In diferent conditians and medla compastions. The growth sysbem consisied of firee bubble
column reaciors (BCR) N series, packed with stainkess sieel Pall nngs (1.5 omi), using methane as suosirats.
Methane and ouygen mass transfer to the Bquid phase are crtical phenomena In this process, and the new system
mass transker capacity was shown to compete with those of Faditional bioreaciors. Cell concentration achieved with
a mineral medium was 1.1 giL and 2.1 g'L with 3ddtion of supplements. The use of soybean all, a tensioactve
agent, increased cell concentration up o 4.5 gL, showing the Importance of an efMclert mass ransfer from the gas
to the Bquid phase. Clearty the process could be further Improved by enhancing this transport, Increasing the
awaliability of axygen and methane to the microorganism cells. The BCR sysiem tesied In this work Is @ promising
new configuration of bloreacts for cultivation of methanatrophic bactera, with a slgnificant competiive advaniage

of lowering operafional costs since mechanical agitation ks no longer requlred.

Keywords: Greenhowse gas, Methanotrophs; Single cell protein;
Methylocystis hireata; Pall rings; Bubble column.

Introduction

‘Warldwide population growth, along with its consequent increasing
demand tor tood, is responsible for the current global protein scarcity,
making necessary the search for new protein sources. Since the 1950s,
the prospective uses of non-conventsonal resources, such as Single-Cell
Protein (SCP), have been studied. SCP comprizes ether dry microbial
cells or total protein extracted trom a mixed or pure culture that can
serve as feeding supplement for animals or even humans [1,2].

Compared to more traditional soarces, the use of SCP presents
some achantages: higher rates of protein synthesis in prokaryotes, high
comtent of protein, lipsds, carbohydrates, oudec acids, vitamins,
minerals and some essentizl amine acids, mainly lysine and
methipmine, and independence on seasomal factors [L3). A proper
choice of micoorganism for SCP must consider the prodoct
destination, as well as the onique properties of each microbial species
[4]-

Since microorganisms cn use different types of substrates, a wide
ramge of materials, rexidual or naot, can serve as feedstock for SCP
processes. (il & Gas industry, for example, can provide natural gas
(typically %4 male % of CH,) for SCP production [5-7). In this case the
reactor design should allow an efficient mass transfer of CHy to the
liquid phase where micreorganisms are suspended. This would require
knowledge about microbial metabolism and composition, cell growth
kinetics, culture media, aeration rate, temaperatare and pressure [8].

Although not many microbial species are capable of metabolizing
CHy there & a groop of methanotrophic bacteria that exhibit this
abilsty. These bacteria are able to assimilate methane through the
action of the enzyme methane moncoxygenase, which comerts
methane to methanol, tollowed by the acdion of methanal
dehydrogenase, transforming methanol to  formaldebyde.  The
generated formaldehyde can follow two distinct metabalic pathways fo
be converted in biomass. In metanotrophic bacteria Type 1 #t follows
the ribulose monophasphate (EMP) pathway and in Tvpe 11 it follows
the serine pathway. As examples of Type | families we have
Methylomaonas and Methylobacter, while as Type 11 it is possible to
mention the families Methylosinus and Methylocystis  [9-11]).
Additionally, their cell composition is suitable bor animal teeding atter
adeguate treatments. These bacteria also have the potential to be
applied in bioremediation, polyhydroxybutyrate (PHB} production
and nitragen fivation [11-13]. Some species of methanatrophs are
currently used for amimal feeding, fully approved by the European
Union [14].

Amn important parameter widely uwsed to evaluate system’ capacty to
transfer gas to liguid phase, is the volumetric mass transfer coefficient,
Kpa, which can be calculated by different methods [15,16]. This
ceeethicient was ariginally intreduced for axygen, whose concentration
in liquid phase can be easily measured by dissolved axygen electrodes.
It can be estimated bor other gases, much as methane, allowing an
assessment of the system’s capacity to transter CHy to the
microarganism cells. Eya valoes are related to several factors, such as
the feed rate of the gas mixture, the residence time of the s amd the
presence of fillings in the hioreactor, what increases the tortuosity of
the gases, through the liguid colamn as well as their residence time in
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the lxquid phase. These parameters should be iInvestigated to improve
the efficiency of the mass transfer during the process, allowing a better
use nat anly of oxygen but also of the substrate methane.

Considering all factors related to the cultivation of methanotrophs
and the use of a new hioreactor system, some other parameters should
be investigated in order to optimize cell growth and cbtain higher
vields in protein production. Calture media that use 2 single carbon
source, such as methane, require supplementation with vitamins,
cotactors and other nntrients, which are necessary to achieve higher
vields and rates of growth. It is also important to investigate the wse of
substances that allow greater avallabalsty of gases to the liquid phase,
such as tensoactives, ::tabli:hi.ng essenfial interaction between the
hydrophohic and hydrophilac subhstances that are in the continoous and
discontinuous phases.

These tactors along with high mass transter coefficients will make &t
possible to obtain higher cell density in smaller time intervals. The
present work aims at estimating Kpa values bor axygen and methane as
well as evaluating fermentation conditions for the methanotrophic
bacteria  Methylocystis hirsuta, =0 25 to maximize the cell
concentration for a new bioreactor design.

Materials and Methods

Kpa measurement by the gassing-out method

Assays were carred out using the gassing-oumt method (or
d.ellpsiﬁu:a.ﬁﬂnl which consasts nf'hubblin.g B2 thrm[l;h the system so as
to remove all dissobved oxygen (DO) from the liquid phase. After that,
airflow s indtiated, and valpes of D0 were measured every 15 seoonds.
The Kpa value for each system was calculated with the tollowing,
classical equation based om the mass balance of oxygen:

(Cg— t_'L 1
Tt —Rpair =ty

where (g is the saturation concentration of Og, Cpy and tl are,
respectively, the values of D{} and time at the end of exponential phase
amd 1,0 and &l are, respectively, the values of D} and time at poant 0.

The reactor used to evaluate Ejo was a system ot three
imtercormected glass bubble columns packed with Pall rings of stainless
steel with approximately 1.5 cm of diameter and height. The packing
was aimed at promoting tarbulence in the liquid phase, breaking up
bubbles and improving the mass transter from the gas to the liguad.
Efhiciency of the hllings in increasing the value of Kpa of the sysem
was abserved when comparing the results with and without the use of
Pall ringli]'-i[l;u:\es 1l and 2).

Considering that dissolved methane electrodes are not available
commercially, values of Kya tor methane were estimated on the basis of
Kya for oxygen (Kpggm. using the following correlation proposed by
Y et al. [15] for pneumatically agitated reactors:

(K m,, = LI2S(E, 2)CH,

b
:
§

A

F‘l.l'e 1: Schematic of the bubble column reactors (BCR) used
during experiments. Dashed and continuows lines represent,
respectively, gas and liquid Hows between columns. Gas injected in
fermentation assays was filtered by a 0.22 pm Millipore filter.

2 Fall rings used to fill the BCR columns. Each péece has 1.5
'] phece
cm of diameter and heigh.

1, 4

Fermentation assays

Culture medium used to evaloate Aethyocysits hisute (ATCC
BAA-1344) Ermﬂh was 2 modibed wversion of NMS 1304,
recommended by the American Tvpe Culture Collection (ATCC).
Preliminary assays were carried out in shake flasks with controlled
atmosphere to investigate fermentation conditions and  possible
influenices in cell growth. The modified NMS 1306 compesition
shown in Table 1.

Full scale assays were carried out in the previously described BCR
systemn, corsisting of three 1 L colomns in seriex (total volume of 3 1)
and using the modified NMS 1306, Assays with and withowt lling
were done to evalmte the interference in cell growth. All subsequent
experiments were done with the BCR system filled with Pall rings.

Previous experiments in shaken flasks indicated that yeast extract
and casaminoacids are effective sources of metabolic supplements to
M. hirsuta. This was fully confirmed in 2 second fermentation in the
BCR system, wsing the modibed MMS1306 supplemented with yeass
extract and casaminaacids (0.2% (wiv]) each).

Following the assays described above, sovhean oil was used in order
to speed wp the solubilization of methane in water.
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Sohrione Componants Mass
MigS0y. THyD 1Dg
Caliy . SHD nzog
KNCh 109

NME (1000 mi] | FHPTy 0I72g
NaHR D, . 12HD oTiTg
Cuso, 14mg
Traces element soktan 05 mL
EDTA SO0.0mg
FeED, . TH D 200mg
ZnEDy . THRD 100mg

| MimClz . 2HzD i0mg

Traoes

colution HE0, wmomg

(9000 mLy
CoCh. SHD Momg
Call . 2H2O 10myg
NICL2 . EH2D 20myg
Nazfdond | ZHZO i0myg

Table 1: Modifed NMS1306 composition.

Soybean il acts as a tensioactive agent, increasing both the transter
rate of methane to the liquid as well as the availahility of substrate for
the microorganisms. Assay conditions were exactly the same as
previous fermentations in BCR, except for the additional wse of 1%
[viv) of soybean oil. In both cases, medium flow rates were such as to
maintain the total volume of liquid, as well as the concentrations of
supplements, at suitable levels tor the m':crn-nr[l;m':sm [l;rmﬂh.

The BCR system allowed for temperature mondtoring only (anound
30°C). The air-methane mixtore flow rate was 4 Limin and its
composition was mainined in 3% methane and 7% air. This
proportion was aptimized in a separate experiment, not reported here.

Results

KLa measurement by the gassing-out method

As expected, for both configurations the highest values were those
far higher airflow rate, posibly related o the higher levels of
tarbulence/mixture in the colomns. Caloolated values of ||K-:|_.]Dzr
were I66.1, 138.7, 111.2 and 79.9 h? for the BCR Alled with Pall rings
and 969, 711, 519 and 1.6 for the BCR withouat fillings with §, 6, 4
and ¥ Limin of airflow raze, respectively. Resalts of [[Ehlclu assays ane
shawm in Figure 3.

Page 3 of 4
SRR whth Pall virps A ROR
0
i +
i .
iin
3 i ¥ F
=
o :0: * a
0 L
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a4 T 4+ F 4oz
Al Phar cwes (L mlm

Figure 3: (K g valoes of BCR system with and withoot Pall rings
by airflow rates.

Fermentation assays

Final cell concentration ohtained with pure mineral media was only
1.1 g/l with Gllings and 0.8 without the Pall rings. With supplements it
mereased by almost two told (2.1 [l;,l'LI and with ol addrhon cell
concentration achieved the highest valoe (4.5 g/L}, a gain, respectively,
of 91% and ¥H% as compared to the pure mineral medium with
fillings. The “Mo methane” curve shows growth kinetics of the
micrenrganism without methane supply, which confirms the use of
methane as exclisive carbom source even in the presence of
supplements. Figure 4 presents the growth kinetics of M. hirsuts using
the BCR system.

r—— PeTFT— ey
AR CAL LRSS OVE CAfc

il

i
i r-/\
= AR
HE -
TS
é .y ;J—H
I 4

LF il 5 A

e -

i

L =l M
Tira )

Fagure & Growth kinetics of M. Airuta in BCR with modified NMS
1304, supplemented NM3S1306 and sopplemented BNMS 1306 with
addiction of soybean oil (1% (v/v)). Flow rate of the mixture of
gases was 4 Limin with a compaosition of 0% of methane and 70%
of air.

During supplemented MMS5 1306 assay, cell growth ceased possibly
due to the depletion of supplements present in culture medium and
cell concemtration reached 10 g/L i 12 hours. After 3 bowurs without
any tarther cell growth, the system was ted with supplemented
medium to restore the initial levels of yeast extract and casaminoacids,
and cell concentration rose to 2.1 g/l On completion of fermentation,
a2 sample of the culture mediom was examined in a microscope
(LEICA DSC295). Only small gram negative cells were present,
confirming that the assay wasn't contaminated. Figure 5 shows the
BCR system after 60 hours of fermentation.
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Figare 5: BCR system after 6 hours of growth of M. fuirsue

Discussion

The g:ai.n in Kla valoes |.'ui.11[l; Fall :ri:ng,s reached 71, 95, 114 and
170% for &, &, 4 and 2 Limin which show the influence v.'ll'rJ'u.-i'i.LIimp in
aeration efficiency, especially in situations of low turbulence and
reduced air supply to the lquid phase. The presence ot Pall angs is
associated with tortoosity of bed passages and an increased gas hold
up, with the gas evenly distributed across the bed section. Bubble
coalescence, known to be detrimental for the process, was minimized
while bubble brmJ-caH: was promoted. Overall, the mass tramster from
the bubble phase to the liquid improved as shown by the high values of.
was estimated tor the BCR hlled with Pall rings wsing Yu et al. [17]
correlation, and the l'nllnwing_ values were obtained: 147.6, 1233, 959
amd 711 for 8, &, 4 and 2 Limin. These indicate an improved capacity
tar the developed bioreactor to efhciently supply oxygen and methane
required for cell metabolism, actoally making the new system a
promising ane tor the cultivation of microorganisms in general.

In fermentation assays, observe the gains of adding supplements
amd ail to the NMS 1306 medium, either in relation to processing time
ar final concentrations of cells. Fermentation time to reach 1 g/l was
reduced from &) to abowt 30 and 12 hours, respectively, for the
supplemented medium (with yeast extract and casaminoacids) amd for
supplemented medmm plus soybean odl. Methane, a bydrophobic gas
with very low water solubility, had its transference to the liguid
facilitated by the presence of a tension active, increasing the contact
arez  betwesn gas {bubbles) and Liguid, that s, imprm'i:na_ its
solubilization rate. The low cost of soybean oil in Brazil and its use in
the food industry makes it an excellent choice of surfactant for SCP
cultivation.

Traditional bubble column type reactors are known to be in
disadvantage when compared to mechanically stimed and airlift
reactors, which allow a more efficéent circulation and homegenization
at the culture mediom. However, in this work, the me of padoed
bubble columns in series has increased the efficiency of methane
transter rate to the ligquid, as seen in Figure 3, roughly in propartion to
the increase in the B,:I.!-'H.ﬂw rate. The increassd methane residence time
associated to the packing, provided a fermentation system of easy
d.e:ig:n. low operational cost compared to stirred reactors, and l'li.Eh
efhciency in the mass transter to the liquid phase.

Final cell concentrations achieved in BCR were much higher than
those obfained in shake flasks | previoushy im'ul:i[lpt:d. datz mot

shown). These results reintoree the utmost importance of enhanced gas
mass transfer promoted by this system, resulting in an increased
availabilsty of methane (substrate) and oxygen in the Bguid phase.
Mass transfer of methane to the liguid phase stands as a critical aspect
ot this process, leaving open the development of techmiques for even
mare efficent comtact between gas and liquid. Cell concentrations
obtained, in addition to high KLa values, makes the innovative BCE a
promising  new confguration of hioreactor for  coltivation  of
methanotrophic bacteria, with the significant competitive advantage of
lowering the operational costs since mechanical agitation is not
Tequired.
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EVALUATION OF METHYLOCYSTIS HIRSUTA GROWTH ON
SUPPLEMENTED MINERAL MEDIA USING METHANMNE AS CARBON SOURCE

Rodrigo Pimentel Fernandes’, Ana Cristina Pantoja Simédes', Manuela Temtemples
de Carvalho?, Camila Ruiz Lopes® and Nei Pereira Jr.2

! Federal University of Rio de Janeiro, Technology of Chemical and Biochemical Processes
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The growing demand for food promotes the search for new protein sources, leading us to look for
different alternatives. Microorganisms thot use methane as substrate, in spite of being used for
feeding purpose, have the advantage of using g greenhouse gas a5 carbon source, mitigating the
effects of this pollutant on the atmosphere. This work aimed to obtain a culture medivm suitable for
the growth of Methyilocystis hirsuta using shoke flosks and a stirred tank bioreactor. Supplements
were used for the mineral medium in order to increase the availability of nutrients, and their use
proved to be efficient, with increases up to 88% in final cell concentration. Maximum values of cell
density obtained were 0.75 g/l for the shake flasks and 2.6 g/L for the stirred taonk.

1. INTRODUCTION

Methanotrophic bacteria are microorganisms capable of using methane as carbon source. The
interest in their use can be justified by the consumption of this greenhouse gas, reducng its
concentration in the atmosphere, and the low cost of this raw material, being able to generate
products with high added value (Shindell et @i, 2012) and low cost. These bacteria have potential to
be applied in bioremediation (Wilson & Wilson, 1985), PHE production (Wendlandt et af, 2001},
nitrogen fixation (Auman et al., 2001) and, abowve all, single cell proteins (SCP) (Pereira Jr., 2012),
due to its importance in the world scenario of population growth and crescent demand for food.
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Compared with most commeon sources of proteins, SCP is characterized by a number of advantages,
such as: higher protein synthesis rate in prokaryotes, high protein content and independence in
seasonal factors (Adebayo et al., 2011; Nasseri et al., 2011). The objective of this work is to
evaluate culture media composition for growth of methanotrophic bacteria Methylocystis hirsuta,
in shake flasks and a stirred tank bioreactor (STR), aiming to achieve high cell concentrations.

2. MATERIALS AND METHODS

The culture medium used to grow Methylocystis hirsuta was the American Type Culture Collection
(ATCC) MMS 1306, removing the iron chelate solution and with addition of a 1.4 mg/L Cus0,
solution. Cell growth was carried out in previoushy sterilized penicillin flasks with controlled
atmosphere, suitable for small-scale culture of methanotrophic bacteria. Since culture media is
composed of a one-carbon source (methane) and a basic mineral medium, bacterial growth may
require supplementation to reach high cell densities. Hence, yeast extract (YE), peptone (P) and
casaming acids (CAS) were added and had their influence investigated. Assays were performed in a
rotary shaker @t 200 rpm and temperature of 30°C, with a 24-hour interval between feedings.

First, in order to enhance availability of vitamins, cofactors and nitrogen sources for M. hirsuta,
yeast extract, peptone and casamino acids were individuzlly added to culture media, each of them
at 0.5 gfL, 1.0 g/L and 2.0 g/L, and respective cell concentrations were evaluated. Furthermore,
mixtures composed of yeast extract/peptone (YE + P) and yeast extract/casamino acids (YE + CAS),
at 025 gfL, 05 gfL, 1.0 gfL and 2.0 gfL, of each component, were added and had its effects
analyzed. Gas feeding composition was 30% methane and 70% air.

After supplementation assays, @ STR was used to enhance the mass transfer of gases into the liquid
phase. The bicreactor was operated with a volume of 1 L of modified NMS 1306 supplemented with
yeast extract and casamino acids at 2 gflL each and pH, temperature and dissolved oxygen
controlled. Medium feedings were done with the purpose of maintaining the total volume, as well
as the concentrations of supplements, at suitable levels for the microorganism growth.

3. RESULTS AND DISCUSSIONS

Modified NMS1306 supplemented with yeast extract, peptone and casamino acids led to higher
growth rates and final cell concentrations when compared to control, as shown in Table 1.

158



Anexos

K| SIHAFERM
Al SHEB

Al - Eergpe

XX1 SIMPOSI0 NACIONAL DE BIOPROCESSOS
X1l SIMPOSIO DE HIDROLISE ENZIMATICA DE BIOMASSA

3 a & de seternbro de 2017

Aracaju, Sergipe, Brasil

Table 1. Cell concentration of M. hirsuta for different concentrations of yeast extract (YE), peptone
(P} and casamino acids (CAS) in modified NMS 1306 (T= 30°C and pH 7.0).

YE = 0.37 0.40 047

P - 031 0.36 0.38

CAS = 0.38 041 0.43

YE+P 0.37 0.36 0.42 044

¥E + CAS* 0.52 0.54 0.54 0.75
Control 0.29

*Controd used for this condition had a final concentration of 0.40 g/L of cells.

For all supplements added, increases in initial loadings promoted higher cell growth. The use of
yeast extract increased bacterial growth from 0.29 to 0.47 g/L, a result 62 % superior in comparison
to the control flask without any supplements. On the other hand, peptone and casaming acids
promoted increases equivalent to 31 % and 48 %, respectively. Addition of the mixture “YE + P",
each of them at 2 g/, led to & 52 % improvement in cell concentration, while for the mixture “YE +
CAS" results were 88 % superior, indicating this one as the most promising mixture for future
assays. The use of both sources, even elevating costs associated to the process, is responsible for
providing a wider variety of biomolecules to the mineral medium, which is interesting when
working with more dense cultures of cells, such as those in bioreactors, where depletion of

components is more likely to occur.

Figure 1. Growth kinetics of M. hirsuta in STR with modified NM5 1306 supplemented with 2 g/l of yeast
extract and casaming acids [T= 30°C and pH 7.0).
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Results obtained for the STR experiment were better than the ones shown in shake flasks, with cell
density reaching 2.6 g/L in 54 hours. It was needed to make medium replenishment to maintain cell
growth after inactivity at 30 and 48 hours. This higher result reinforces the relevance of maintaining
optimal process conditions, such as temperature and pH, and constant aeration and feeding (air
and methane). Another aspect of utmost importance regards the enhanced mass transfer
promoted by this system, which could increase the availability of methane (substrate) and air in the
liquid phase.

4. CONCLUSIONS

Addition of supplemeants made it possible to reach higher cell concentrations than on the control,
indicating essentialness of media supplementation. For assays carried out in bioreactor, further
studies are required, aiming at improving cell concentrations and optimizing methanotrophs
culture, using previously optimized supplemented medium and other process conditions, such as
new bioreactors configurations. Combination of other supplements and substances that may
improve gas transfer to the liguid phase ought to be investigated to more conclusions about their
effect and importance.
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PRODUCAO DE PROTEINAS A PARTIR DE GAS NATURAL
UTILIZANDO A BACTERIA METANOTROFICA

METHYLOCYSTIS HIRSUTA

E. P. FERNANDES!, A. C. P. SIMOES', M. T. de CARVALHO, T. M. LIMA® e N. PEREIRA Ir*

! Tecnologia de Processos Quimicose Bioguimicos, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Escola
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E-mail para contato: rpfernande s89 @ufrj.br

RESUMO — Proteinas de unicelulares (PTU) vém sido estudadas desde a década de 1950
como wma fonte proweica alternaiiva, tendo em vista o aumenio da demanda por
alimentos em consequéncia do crescimento populacional. Bactérias meranoerdficas, que
wilizam metano como fonte de carbono, mMostraram-se promissoras AESSE COMEXHD, HANL0
por sua composigdo guanto por seu apelo verde, devido ao vipo de substrato que wilizam.
Este mrabalho teve por objetive avaliar o crescimento de Methylocysis hirsuta, com
variaghes no meio de cultive e nas condigfes operacionais do bioprocesso, wilizando
metang como substraro. Foram avaliadas diferemes concentragfes dos componentes do
meio, bem como adipdo de suplementos, a fim de possibilitar maiores taxas de
crescimento. O experimentos ocorreram em frascos € em biorreatores. Q5 ensaios
mosiraram gue ¢ meio mineral wilizado necessita de suplementagdo para o crescimenio
de M. hirsum, gue alcangou densidades celulares de 0,7 g/L em frascos e 1,0 g/l em
biorreator agitado.

1. INTRODUCAOQ

O crescimento populacional, aliado ao aumento da demanda por alimentos, € responsdvel por
gerar uma crescente deficiéncia mundial de proteinas, tornando imprescindivel a busca por novas
fontes destes compostos. Desde a década de 1950, intensivos esforgos m sido realizados a fim de se
explorar o uso de fontes allernativas e ndo convencionais, como a proteina de unicelulares (PTU), ou,
em inglés, Single Cell Protein (SCP). Essa nomenclatura é wtilizada para se referir & células
microbianas secas ou ao total de proteinas extraidas de uma cultura, sejam elas puras ou mistas, que
podem ser empregadas como suplemento alimenticio para animais ou humanos (Nasseri er al., 2011).

O uso de tais proteinas apresenta diversas vantagens em relagdo is fontes convencionais,
podendo ser destacadas: a velocidade da sintese proteica nos unicelulares em relag3o 3 produgio em
sistemas vivos superiores; o alto contelddo em protefnas, lipideos, carboidratos, dcidos nucleicos,
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vitaminas e sais minerais, bem como o elevado teor de aminodcidos essenciais, como lisina e
metionina; a independéncia de fatores sazonais; entre outros (Adebayo er al, 2011; Nasseri er al,
2011). A escolha do microrganismo para a produgio da PTU deve se basear em fatores relacionados
an seu metabolismo, ao substrato que serd utilizado para a produgdo e ao uso final do produto, endo
em vista as caracteristicas inicas de composig3o celular de cada espécie (Miller & Litsky, 1976).

A capacidade dos microrganismos de consumir diferentes substratos permite que uma ampla
gama de excedentes/resfduos possam ser utilizados e, nesse contexto, pode-se pensar na inddstria de
petrdleo, langando méo, por exemplo, do géds natural, rico em metano, para a produgio de PTU (Vary
& Johnson, 1967 ). No cendrio dos bioprocessos, a ulitizago, como substrato, do gés natural, com teor
superior a 70% de metano, evidencia desafios tais como optar por um reator que possibilite uma alta
eficiéncia na transferéncia de massa da fase gasosa (substrato) para a fase liguida, sem gastos
rlevantes com agitagio, bem como eleger a melhor condiglio de processo, levando em conta o
microrganismo utilizado e fatores como a sua composiglo, as taxas de crescimento, o meio de cultivo
e a taxa de aeraclo, além da temperatura e da press3o ideais, de forma a tomnar o processo vidvel
ECONOMiCAmMENEE.

Para que seja possivel o uso do metano como fonte de carbono para a producio de PTU, &
necessdrio que o microrganismo utilizado seja capaz de consumir esse substrato, fator responsdvel por
restringir as opgdes. Dentre estas, est3o s backérias metanotrdficas, jd utilizadas comercialmente para
este fim, em virtude de utilizarem metano como fonte de carbono e apresentarem composiglo média
que as toma adequadas para o uso como alimento apds tralamento.

O objetivo deste trabalho foi ofimizar o meio de cultivo para a bactéria metanotrdfica
Methylocystis hirsura, variando a composigo do mesmo e adicionando suplementos, inicialmente em
frascos de baixo volume, e, em seguida, realizar ensaio em biomreator com o meio otimizado, de
forma a obter altas densidades celulares.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Ensaio para otimizacio do meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado para o crescimento de Methylocysiis hirswa foi o NMS1306,
indicado pela ATCC {American Type Culture Collection), banco de células onde foi comprada a
cepa, e sua composigio estd descrita na Tabela 1.

A utilizagio de metano como fonke de carbono gera dificuldade no que tange a alimentagio da
quantidade adequada de substrato e de oxigénio no meio de cultivo. Dessa forma, o uso de recipientes
normais, comoe erlenmeyers, mostrou-se ineficaz, devido & dificuldade de evitar perdas gasosas no
momento da alimentagdo. Uma solugdo encontrada, utilizada no cultivo de microrganismos
anaerdbios, foi a implementagdo do cultivo em frascos comumente chamados de frascos de penicilina.
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Estes frascos, por serem vedados por uma tampa de borracha e feitos para trabalhar com
atmosfera controlada, mostraram-se ideais para o cultivo em pequena escala das backrias
metanotrificas. Os frascos possuem volume total de 100 mL e os cultivos foram feitos com volume
de 50 mL de meio, de forma a s manter uma capacidade de agitagio suficiente para a transferéncia
do metano para a fase liquida. Os frascos com 50 mL de headspace foram alimentados se guindo um
protocolo simples, utilizando agulhas e seringas, de forma a controlar a proporgio dos gases na
alimentagdo. O ensaio foi malizado em um shaker innova 44, da New Brunswick, para garantir
condighes de agitag3o e temperatura constantes, de 200 rpm e 30°C. Foram feitas duplicatas para
todas as condighes e as alimentages foram realizadas com 24 horas de intervalo entre elas.

2 palalir-s

Tabela 1 — Composigio do Meio NMS1306 da ATCC.

Solugdes Sais Quantidades
Sulfato de magnésio (MgS504.7H:0) 10g
NMS Cloreto de cdleio hexahidratado (CaClz.6Hz0) 020g
Solugdo de quelanie fémico 2,0 mL
Solugdo de componentes trago 0.5 mL
Buffer de Fosfato de potdssio monobdsico (KH2POy) 0272g
fosfato Fosfato de sodio dibdsico dodecahidratado (Na;HPO,.12H,0) 0717 g
(1000 mL*)

Quelante Citrato de améfnio férrico 0lg
férrico EDTA (sais de sodio) 02g
(100 mlL*) Acido cloridrico concentrado (HCI) 0,3 mL

EDTA 500,0 mg
Sulfato de ferro 1T heptahidratado (FeS0,. THO) 200,0 mg
Sulfato de zinco heptahidratado (ZnS0,.7H;0) 10,0 mg
Cloreto de manganés tetrahidratado (MnCl,.4H;0) 3,0 mg
Sﬁﬁ“;ﬁ;“ Acido bérico (H:BOs) 30,0 mg
Cloretoe de cobalto hexahidratado (CoClz.6Hz0) 20,0 mg
Cloreto de célcio dihidratado (CaCl,.2H;0) 1,0 mg
Cloreto de niquel hexahidratado (NiCl;.6H,0) 2,0 mg
Molibdato de s6dio (Na, Moy 2H-0) 3.0 mg

Foram realizados experimentos com diferentes concentrages dos componentes do meio, de
forma a avaliar a real necessidade do uso de alguns destes, como a solugdo guelante de ferro, e a
concentragdo ideal de outros para o crescimento, caso dos fosfatos, do nitrato, entre outros. A
concentragdo do componente utilizada no ensaio para o novo meio de cultivo foi proporcional 2
utilizada no meio NMS1306 original. A variacdo foi de 1, 1.5 e 2 vezes o valor inicial para os
componentes ji presentes no meio NMS e de 1, 1,5 e 2 gL para os componentes adicionados
posieriormente.
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2.2, Ensaio com suplementacio do meio de cultivo

Utilizando uma fonte de carbono Gnico, 0 metano, e com um meio mineral extremaments
bdsico, a bactéria pode exigir uma suplementagio do meio para que ocorra um crescimento acelerado
€ alcance densidades celulares mais elevadas. Para tal, foram testados fatores que poderiam promover
um rendimento maior em células. O meio utilizado neste experimento foi o NMS 1306 modificado,
obtido a partir dos resultados do ensaio da se¢iio 2.1. De acordo com os resultados obtidos, que serio
apresentados no decorrer do trabalho, foi removida a soluglio quelante de ferro e mantido o sulfato de
cobre. Foram utilizados extrato de levedura e peptona, com o intuito de aumentar a disponibilidade de
vitaminas, cofatores, entre outros, e ampliar a quantidade de nitrogénio oferecida a0 microrganismos;
ureia, como uma fonte de nitrogénio com assimilag3o mais ficil e potencial substituta para o nitrato; e
metanol, que estd presente na via metabdlica das metanoirdficas, sendo formado pela incorporagio de
oxigénio a0 metano. A alimentaglio dos frascos foi realizada com a proporgio de S0% de ar e de
metano e todos os suplementos foram utilizados com concentragio de 0.5 g/L.

2.3. Ensaio em biorreator

Apds os experimentos em frascos agitados, foi testado o cultive em biomeator agitado
mecanicamente, com condigies de processo controladas. O biomeator BioFlo & Celligen 310, da New
Brunswick, foi utilizado no experimento. Este equipamento possui controle automédtico das condigdes
do processo, como temperatura, pH, velocidade de agitaco e vazdo de alimentago de ar. Esse ensaio
foi realizado visando avaliar uma possivel melhora na transferéncia do substrato gasoso para a fase
liguida e consequents aumento na taxa de crescimento da célula. Foi utilizado um volume de indculo
comespondente a 10% (viv) do volume final de meio de cultivo, & 0 mesmo eve seu cTescimento em
frascos de penicilina contendo meio NMS1306 modificado mantidos em shaker com agitagio de 200
rpm & temperatura de 30°C. Foi utilizado um volume final de 800 mL, temperatura de 30°C, pH7,0e
agitacdo de 400 rpm. Solugdes de NaOH (2M) e HC1 (2M) foram bombeadas automaticamente pelo
reator para a manuiengdo do pH 7.0, O meio utilizado foi o NMS1306 medificado com
suplementagio de 0.5 g/L de extrato de levedura e peptona. O experimento foi realizado com uma
vazio da mistura gasosa de 4 L/min, e com proporgio de 50% de metano e ar.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaio para otimizacio do meio de cultive

O meio de cultivo € um fator marcante para avaliar a viabilidade industrial de um bioprocesso.
Por esse motive, busca-se otimizar 0 meio, com composiglo e concentragdes ideais dos reagentes, de
forma que seja capaz de sustentar o crescimento do MICTOTEaENISMO, COM O MEnOT custo possivel. Os
ensaios realizados com modificagbes na composigdo inicial do meio NMS1306 apresentaram os
re sultados expostos na Figura 1.
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Figura 1 — Cinética de crescimento de M. hirsuta com variages na composigio do meio de cultivo.
Az concentrages de fosfato sio proporcionais ao valor inicial proposto para o meio NMS1306 da
ATCC. Proporgiio de metano e ar de 50%.

E possivel observar que a variagio nas concentragbes dos componentes iniciais do meio ndo
rsulton em um crescimento acelerado de M. hirsura. A solugdo goelante de ferro nio demonstron
nenhum tipo de anxilio no crescimento, indicando que a mesma ndo € necessdria para o propdsito do
projeto, podendo s removida. Vale ressaltar que a solugio néo estava presente nos meios de cultivo
encontrados na literatora e sua composigio nio era simples, onerando o processo. A presemga de
cobre também nio apresenton vantagem no crescimento de M. hirsura, porém ela foi mantida no meio
de cultive devido ao baixo consumo de cobre e recorréncia na literatura. A concentragio dos outros
componentes do meio foi mantida de acordo com o proposto pela ATCC.

Outro aspecto analisado neste ensaio foi o wso de ureia na formulagio do meio de cultivo.
Utilizado em diversos meios por sua assimilagio mais ficil a ureia se mostrou prejudicial ao
crescimento da bactéria. Observando as curvas de crescimento é possivel verificar que todos os meios
contendo ureia tiveram uma inibigio do crescimento a partir de 100 horas de cultivo, apesar de, no
infcio do experimento, apresentarem nm crescimento mais acelerado quando comparados aos frascos
sem ureia. A interrupgio do crescimento mesmo nos frascos contendo nitrato além de ureia pode
indicar que a cansa no tenha sido uma indisponibilidade de nitrogénio, mas sim a presenga de algum
composto tixico & célula, seja ele a propria ureia ou algum outro produzido durante o processo. A
presnga da ureia pode ter estimulado a geragiio de alpum subproduto nocivo 4 célula, que acabou por
inibir o crescimento quando esse atingin uma dada concentragio no meio.

AR AT DPVLMTATaT

Copamrars 3o Crgheada Caicn

B UnvERsIDADE WoNE
B FEDERAL 23 LB Taiad

U, s

165



Anexos

; b 7] Congresso Brazileiro ﬂ ENBEQ
Ar jic de Engenharls Cralmlca s B =6
F T ortaleEa Pty el
COBEQ 25 4 70 dé sebernbrs Eorstrn cbr Brppecibnz i Cralnlzs

Y T Foitalegats
20156 = 5 33 !

55 525 O pabanhis

3.2. Ensaio com suplementacio do meio de cultivo
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Figura 2: Cinética de crescimento de M. hirsura em meio NMS1306 modificado com adigio de

fonte s de nitrogénio e suplementos. Proporg o de 50% de metano e ar.

Pela primeira vez foram testados suplementos para o meio de cultivo. O fato de o meio mineral
ser tio pobre em nutriemtes € um aspecto importante do coltive e que deve ser levado em
consideragio; por esse motivo, a suplementagio do meio foi melhor explorada, como serd discatido a
seguir. O uso de extrato de levedura e peptona (fontes de nitrogénio, vitaminas, cofatores, entre
outros) apresentou um efeito positivo no crescimento, alcangando uma concentragio final de células
aproximadamente trés vezes maior que a do controle. Foram utilizadas baixas concentragdes desses
compostos de forma a avaliar a capacidade da célula, tida como metanotrdfica obrigatdria, de utilizar

essas fontes de nuirientes para acelerar o seu crescimento.

A adigio de metanol no meio de cultivo corresponden a uma tentativa de acelerar o crescimento
forne cendo uma molécula que participa da rota metabélica em uma etapa posterior & assimilago do
metano. A oxidagio do metano a metanol se di pela agio da enzima metano monooxigenase | MMO),
e este metanol produzido prossegue na via at ser comvertido a formaldeido pela metanol
desidrogenase. Estudos anteriomes, como o de Kalyuzhnaya et al (2015) sugerem que em algnmas
espécies de metanotrdficas a enzima responsivel pela oxidagio do metanol, a metanol desidrogenase,
interage diretaments com a MMO, de modo que ela soments atua caso a MMO também esteja ativa,
impedindo o consumo direto do metanol como fonte de carbono. Esta hipdtese talvez justifique a taxa
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de crescimento inferior do meio com metanol em elagio ao controle, pois, uma vez que nio houve
consumo do metanol, e o mesmo foi disponibilizado para a célula, pode ter se tormado téxico e
prejudicado o crescimento celular.

O efeito da ureia meste experimento foi similar ao verificado no tdpico 3.1, apresentando
concentragio celular final inferior a do controle.

3.3, Ensaio em hiorreator

Para o ensaio em bioreator BioFlo houve controle de todos os parfimetros do processo. A
Figura 3 ilustra o crescimento no ensio realizado. A concentragiio inicial de célolas foi de
aproximadamente 0,2 g/L de M. hirsura, enguanto a vazdo de mistura utilizada foi de 4 Lfmin com
50% de metano. O coltive foi mantido por 164 horas, alcangando uma densidade celular de 1 g/L.
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Figura 3: Cinética de crescimento de M. hirsura em biorreator agitado mecanicaments com meio
NMS1306 com adigio de 0,5 g/l de extrato de levedura e peptona. Proporgio de alimentagio de S0%
de metano e ar.

O uso do bioreator, permitindo o controle das condigbes dtimas de processo durante todo o
tempo, possibiliton uma maior fase exponencial, e, aliado ao uso dos suplementos, levou a densidade
celular aos valores mais elevados obtidos até entio.
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4. CONCLUSOES

O meio NMS 1306 nio precisa sofrer alieragbes no que diz respeito & sua composigo bésica,
com as conceniragies de sais s= mostrando suficientes para o crescimento da célula. O uso de um
substrato de carbono dnico faz com gue o metabolismo da bactéria M. hirsuwta seja lento, tornando seu
tempo de crescimento elevado. O uso de extrato de lkevedura e peptona reduziu o tempo de
crescimento e aumentou a concentragio final de células no cultive. A utilizagio do meio modificado e
suplementado em bicmreator mostrou um crescimento superior ac dos frascos, caracterizando a
importincia da manutengio das condighes ideais de processo e sugerindo novos ensaios em escalas
maiores, de forma a se obter densidades celulares ainda mais elevadas.
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