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RESUMO 

 

O ácido propiônico, um importante bloco de construção na indústria química, é utilizado 

na preservação de alimentos, produção de herbicidas, perfumes e na indústria farmacêutica. Apesar 

de atualmente ser obtido a partir do petróleo, o ácido propiônico também é produzido por bactérias 

do gênero Propionibacterium, que têm sido avaliadas como alternativa “verde”. Porém, o alto 

custo do substrato e baixa produtividade dificultam sua produção comercial. 

Adicionalmente, tem sido verificado por diversos autores que a técnicas de imobilização 

celular em matrizes orgânicas ou sintéticas mostram-se como uma potencial alternativa para 

promoção de aumentos expressivos no rendimento, produtividade e concentração de diversas 

biomoléculas produzidas por processos fermentativos. Ao mesmo tempo, temos observado um 

avanço constante da tecnologia de manufatura aditiva, também chamada de impressão 3D. Esta 

tecnologia permite a prototipagem rápida e de baixo custo, com precisão milimétrica e através do 

uso de diversos materiais. Neste trabalho, foi utilizada a técnica de impressão 3D no design e 

produção de matrizes de imobilização celular em processos fermentativos. Utilizando-se bactérias 

do gênero Propionibacterium como prova de conceito, foi demonstrado que este microrganismo é 

capaz de se aderir às beads de nylon e produzir ácido propiônico, cuja produtividade e 

concentração máximas foram 0,46 g/L.h e 26 g/L, respectivamente. 

Outro componente que pode contribuir para a adesão celular em uma matriz são os 

chamados exopolissacarídeos (EPS). Poucos trabalhos na literatura caracterizaram o EPS 

produzido por cepas de Propionibacterium. Além disso, não foi avaliado se cepas produtoras de 

EPS poderiam ser imobilizadas em matriz de forma mais eficiente, além das consequências desta 

imobilização para a produção de ácido propiônico. 

A segunda parte desta tese caracterizou de forma inédita o EPS produzido por P. 

freudenreichii C.I.P 59.32. A composição polimérica do EPS foi caracterizada por ensaios de 

hidrólise do polissacarídeo e quantificação dos monômeros por HPLC. O EPS produzido por esta 

cepa foi caracterizado como sendo composto por manose e glicose, na razão 5,3:1 (g/g). Para maior 

compreensão de como a produção de EPS afeta a interação célula-célula, esta foi visualisada pelo 

uso de técnicas de microscopia eletrônica de varredura e de transmissão.  
Adicionalmente, as células de P. freudenreichii foram utilizadas para fermentação em 

biorreator. Foi comparada a produção de ácido propiônico por células livres, células imobilizadas 

em matriz de vidro Poraver e imobilizadas em polietilenoimino (PEI)-Poraver. A imobilização em 

Poraver mostrou-se superior, visto que atingiu-se valores de 0,57 g/L.h de produtividade e 0,314 

g/g de rendimento na produção de ácido propiônico. A produção de EPS por células imobilizadas 

em Poraver foi de 618 mg/L em 48 horas de fermentação. Diferentes percepções sobre o papel do 

EPS na adesão celular e o consequente impacto na produtividade  do processo fermentativo foram 

avaliados. 
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ABSTRACT 

 

Propionic acid, an important building block for chemical industry, is used as food 

preservative, for herbicide and perfume production and in pharmaceutical industry. While being 

produced from oil, propionic acid is also produced by bacteria from genus Propionibacterium, 

which has been evaluated as green alternatives. However, high substrate cost and low productivity 

are an obstacle for commercial production. 

It has been demonstrated by many authors that cell immobilization techniques in organic 

or synthetic matrices are a potential alternative to increase yield, productivity and titers of many 

biomolecules produced in fermentative processes. At the same time, there is a quick advance in 

additive manufacture technology, known as 3D printing. This technology allows low-cost and 

quick prototyping, millimetric precision through use of many substrates. In this work, 3D printing 

was used to design and produce cell immobilization matrices for fermentation. Using bacteria from 

Propionibacterium genus as proof-of-concept, it was demonstrated that this microorganism can 

attach to nylon beads and propionic acid production, which maximum productivity and yield were 

0.46 g/L.h e 26 g/L, respectively. 

Another aspect that contributes for cell-matrix adhesion are exopolysaccharides (EPS). 

Few publications have characterized EPS produced by Propionibacterium. Besides, EPS 

producing strains have not been effectively evaluated for cell immobilization, nor the 

consequences of this immobilization for propionic acid production. 

EPS production by P. freudenreichii C.I.P 59.32 was characterized for the first time in the 

second part of this thesis. EPS polymeric composition was characterized by polysaccharide 

hydrolysis essays and monomer quantification by HPLC. EPS produced by this strain was 

composed of mannose and glucose in a 5.3:1 (g/g) ratio. To better understand how EPS production 

can affect cell-cell interaction, transmission and scanning electron microscopy techniques were 

used. 

Moreover, P. freudenreichii cells were used for bioreactor fermentation. Propionic acid 

production between free cells, cells immobilized in glass Poraver matrix and polyethyleneimine 

(PEI)-Poraver were compared. Immobilization on Poraver beads have shown to be superior, where 

0.57 g/L.h productivity and 0.314 (g/g) yield was achieved for propionic acid production. Poraver-

immobilized EPS production was 618 mg/L after 48 hours of fermentation. Different insights 

about the EPS role in cell adhesion and sequential productivity during fermentation were 

evaluated. 
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Apresentação do tema da tese 

 

A substituição do petróleo e seus derivados por produtos de origem renovável é uma 

demanda mundial, tanto do ponto de vista socioambiental quanto econômico. A variação no 

preço do barril desta commodity tem desafiado a continuidade dos investimentos em tecnologias 

não poluentes. Entretanto, tratados internacionais como o Protocolo de Kyoto (1997) e o recente 

Acordo de Paris (2016), ambos assinados pelo Brasil, têm indicado um caminho para redução 

da emissão de gás carbônico e consequente redução da dependência do petróleo. Neste 

contexto, busca-se a produção biotecnológica de combustíveis alternativos, como o etanol, além 

da substituição de derivados do petróleo por alternativas denominadas de “verdes”.  

O ácido propiônico, um importante bloco de construção na indústria química, é 

atualmente oriundo do refinamento do petróleo. Com isso, buscam-se alternativas à produção 

desta molécula por via biotecnológica. 

Utilizado na preservação de alimentos, produção de herbicidas, perfumes e na indústria 

farmacêutica, o ácido propiônico é produzido por bactérias do gênero Propionibacterium. 

Processos fermentativos têm sido avaliados, porém o alto custo do substrato (ex: glicose) 

dificulta sua produção comercial. Por outro lado, o Brasil possui enorme potencial para a 

utilização de matéria-prima de origem lignocelulósica, como bagaço de cana-de-açúcar, e que 

dão origem às chamadas tecnologias de segunda geração.  

No contexto das biorrefinarias, de acordo com a plataforma bioquímica, parte ou todo o 

material de origem vegetal pode ser utilizado, via microrganismos, na geração de biomoléculas 

com aplicação industrial. Em uma analogia às refinarias de petróleo tradicionais, nas 

biorrefinarias pode-se extrair açúcares simples a partir da matéria-prima lignocelulósica, que 

podem ser utilizados na produção de uma gama de substâncias de interesse industrial, dentre 

elas ácidos orgânicos, por exemplo. Idealmente, as biorrefinarias são sistemas fechados, onde 

a quantidade de resíduos gerada é muito baixa ou mesmo nula. 

 Adicionalmente, tem sido verificado por diversos autores que a técnicas de 

imobilização celular em matrizes orgânicas ou sintéticas mostram-se como uma potencial 

alternativa para promoção de aumentos expressivos no rendimento, produtividade e 

concentração de diversas biomoléculas produzidas por processos fermentativos. Há relatos na 

literatura sobre o uso de diversas matrizes com o objetivo de se aumentar a produção da 

molécula-alvo, entre elas o etanol, ácido succínico, ácido lático, ácido propiônico, dentre outros. 

Por outro lado, diversos desafios se apresentam à ampla utilização desta tecnologia em 
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processos fermentativos. Problemas como baixa resistência mecânica, baixa resistência à 

variação de pH e temperatura, aumento da complexidade do processo e dos custos operacionais 

são em geral encontrados com as atuais matrizes de imobilização de células. Dessa forma, 

verifica-se a importância do desenvolvimento de novos materiais e métodos de imobilização 

celular, que possam contribuir substancialmente no desenvolvimento de diversos bioprocessos, 

incluindo a produção de ácido propiônico. 

 

 

Estruturação da Tese 

 

A presente Tese de doutorado encontra-se estruturada em oito Capítulos. No Capítulo 

1, inicia-se com a Apresentação do Tema da Tese e de como está estruturada. Neste Capítulo, 

apresenta-se uma breve contextualização e justificativa para a compreensão de como a Tese foi 

construída. 

O Capítulo 2 versa sobre os Objetivos da Tese, definindo as metas traçadas ao longo do 

trabalho de pesquisa, incluindo ainda os objetivos pretendidos durante o doutoramento 

sanduíche na Universidade de Lund, na Suécia.  

 O Capítulo 3 apresenta uma ampla Revisão Bibliográfica, na qual a literatura científica 

mais recente foi consultada para o embasamento teórico. O estado da arte na produção de ácidos 

orgânicos, especialmente do ácido propiônico, é descrito. As técnicas de imobilização celular 

também são caracterizadas, com as mais atuais contribuições para o desenvolvimento da 

técnica, bem como sua aplicação em processos fermentativos. 

 Já no Capítulo 4, encontra-se a seção Material e Métodos. Nela, estão descritas as 

principais metodologias utilizadas ao longo do doutoramento. Um foco maior é dado para as 

técnicas utilizadas para a obtenção dos resultados não publicados. Além disso, os materiais e 

métodos empregados nas publicações estão devidamente descritos neste capítulo. 

 O Capítulo 5 apresenta os Resultados e Discussão. Separado em quatro partes, este 

Capítulo apresenta os resultados não publicados em sua primeira parte. Apesar de não terem 

sido objeto de publicação, estes resultados foram muito importantes para a avaliação inicial do 

problema e o desenvolvimento dos ensaios, cujos resultados foram posteriormente publicados. 

Ademais, estes resultados preliminares poderão ser publicados futuramente. Em seguida, 

encontra-se o pedido de patente, depositado no Instituto Nacional da Propriedade Industrial. 

Nele, estão reveladas as invenções concretizadas e passíveis de proteção patentária por 

possuírem novidade, atividade inventiva e aplicação industrial. Também está inserido no 
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presente Capítulo a publicação do primeiro manuscrito, submetido ao Bioresource Technology, 

e de um segundo manuscrito, submetido ao Journal of Applied Microbiology, que encontra-se 

sob revisão. 

 No Capítulo 6, estão apresentadas as Conclusões da presente Tese de doutorado. Todos 

os resultados relevantes são descritos, assim como as contribuições às lacunas na literatura. 

 O Capítulo 7 apresenta as Sugestões para trabalhos futuros. Neste Capítulo, novos 

percepções são revelados, assim como possíveis linhas de pesquisa a serem seguidas para 

continuar a contribuir com a literatura referente à produção de ácido propiônico. 

 Finalmente, o Capítulo 8 apresenta as Referências Bibliográficas. Aqui estão listadas as 

referências, em ordem alfabética, obtidas a partir de artigos científicos, especialmente a 

literatura utilizada como base para os resultados não publicados. 

Como mencionado, a presente Tese de doutorado resultou na publicação de 2 artigos 

em periódicos científicos com seletiva política editorial. O primeiro deles, intitulado “Cell 

immobilization on 3D-printed matrices: A model study on propionic acid fermentation”, foi 

publicado na revista Bioresource Technology. Este trabalho contribuiu de forma significativa 

na área de fermentação com células imobilizadas. Até onde sabemos, este foi o primeiro 

trabalho que utilizou a tecnologia de impressão em 3D para desenhar uma matriz de 

imobilização celular a ser utilizada em processos fermentativos. Foi demonstrada a viabilidade 

da produção de ácido propiônico por células de Propionibacterium imobilizadas em beads de 

nylon impressas em 3D. Este trabalho caracterizou-se por ser um modelo de estudo, que 

ampliou a grande área de fermentação com células imobilizadas, com potencial  aplicação nos 

mais diversos processos fermentativos. 

Este primeiro artigo científico também serviu de base para um depósito no Instituto 

Nacional da Propriedade Industrial (INPI) de um pedido de Patente de Invenção (PI). Não foram 

detectados, tanto na literatura patentária quanto na não patentária, trabalhos que tenham 

utilizado a impressão 3D para produção de matriz de imobilização celular em processos 

fermentativos. Com isso, a presente invenção caracterizou-se como portadora de novidade, 

atividade inventiva e aplicação industrial, o que tornou decisivo para o depósito do pedido de 

patente. 

O segundo manuscrito, intitulado “EPS production by Propionibacterium 

freudenreichii facilitates its immobilization for propionic acid production”, versa sobre o papel 

dos exopolissacarídeos (EPS) na adesão celular para a produção de ácido propiônico. 

Submetido ao Journal of Applied Microbiology, este manuscrito caracterizou de forma inédita 

o EPS produzido por P. freudenreichii C.I.P 59.32, tanto em sua composição polimérica quanto 
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no seu papel na adesão célula-célula, detectado por microscopia eletrônica de varredura e 

transmissão. Também foi comparada a produção de ácido propiônico por células livres, células 

imobilizadas em Poraver e em polietilenoimino (PEI)-Poraver. Diferentes percepções sobre o 

papel do EPS na adesão celular e o consequente impacto na produtividade  do processo 

fermentativo foram discutidos neste manuscrito. 

Adicionalmente, foi apresentado um pôster com resultados preliminares em um 

congresso internacional, o 17th European Congress on Biotechnology (ECB), realizado a cada 

dois anos. A participação neste congresso para apresentação dos resultados preliminares foi 

realizada na Cracóvia (Polônia), entre os dias 3 a 6 de Julho de 2016. 
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CAPÍTULO 2: OBJETIVOS 
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2.1. Objetivo geral: 

O objetivo geral do presente trabalho consiste no desenvolvimento de um processo 

microbiano para a síntese de ácido propiônico por Propionibacterium spp., com emprego da 

técnica de imobilização celular em matriz polimérica e da avaliação do papel dos 

exopolissacarídeos na adesão célula-matriz. 

 

 

2.2. Objetivos específicos: 

➢ Avaliar a cinética de crescimento de três espécies de Propionibacterium: P. 

acidipropionici C.I.P. 53.164, P. freudenreichii C.I.P 59.32 e P. jensenii C.I.P 103028T; 

➢ Verificar o crescimento de espécies de Propionibacterium spp. face à utilização de 

frutose, galactose, sacarose e celobiose, além de glicerol, incluindo a avaliação de 

parâmetros como rendimento e produtividade; 

➢ Caracterizar a morfologia microbiana de Propionibacterium sp. por técnicas de alta 

resolução, como microscopia eletrônica de varredura (MEV) e microscopia eletrônica de 

transmissão (MET); 

➢ Realizar pré-tratamento de palha de trigo, utilizando-se técnicas de explosão a vapor, pré-

tratamento alcalino, para posterior hidrólise enzimática com celulases; 

➢ Utilizar a fração celulósica de palha de trigo como fonte de carbono para produção de 

ácido propiônico por Propionibacterium acidipropionici imobilizada e matriz porosa de 

vidro (Poraver); 

➢ Investigar a técnica de imobilização de células em matriz porosa de vidro (Poraver) 

visando o desenvolvimento de uma configuração de biorreator não convencional e 

posterior comparação com um processo desenvolvido sem a técnica de imobilização; 

➢ Comparar a cinética de fermentação de células imobilizadas em Poraver tratado com o 

policátion Polietilenoimino (PEI) com a mesma matriz não tratada; 

➢ Desenvolver um novo modelo de matriz para imobilização celular, caracterizado por ser 

construído pela técnica de manufatura aditiva (impressão 3D); 

➢ Avaliar a capacidade da matriz impressa em 3D em aderir microrganismos, além de 

parâmetros como toxicidade celular, reusabilidade, resistência a temperatura e baixo pH; 

➢ Utilizar Propionibacterium acidipropionici imobilizada em matriz 3D como modelo de 

estudo para avaliação do uso da tecnologia de impressão 3D em processos fermentativos; 

➢ Comparar a produção de ácido propiônico em biorreator instrumentado por 

Propionibacterium acidipropionici imobilizada em matriz 3D e células livres; 

➢ Caracterizar a composição polimérica de exopolissacarídeos (EPS) produzidos por 

Propioniacterium freudenreichii; 

➢ Avaliar o papel do EPS na adesão celular em matriz durante o processo fermentativo de 

produção de ácido propiônico por Propioniacterium freudenreichii. 
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3.1.  Produção Biotecnológica dos Ácidos Orgânicos 

 

A dependência do petróleo e seus derivados tem sido alvo de preocupação cada vez mais 

intensa em todo o mundo.  O estoque limitado do óleo, além dos graves problemas ambientais 

ocasionados por esta matéria-prima, pressionam governos e indústrias a direcionarem seus 

esforços para alternativas mais compatíveis com as questões ambientais e sociais. A utilização 

de matérias-primas renováveis, denominadas de biomassa, tem se mostrado o principal caminho 

para uma sociedade sustentável. Diversos produtos derivados do petróleo podem ser 

substituídos por alternativas que utilizam biomassa e cuja produção se dê pela ação de agentes 

biológicos (Abbot et al., 2009). Atualmente, a produção de ácidos orgânicos por rota 

fermentativa tem sido muito investigada, isto porque há um grande interesse neste grupo de 

moléculas que servem como blocos de construção para a produção de uma gama de outras 

substâncias de interesse comercial.    

Ácidos orgânicos produzidos por rota fermentativa são em geral moléculas de baixo 

massa molecular, compostas por um ou mais grupamentos carboxílicos, podendo ainda possuir 

outros grupamentos como sulfonato, hidroxila e tiólico. Estas moléculas possuem importantes 

características organolépticas e são utilizadas principalmente na indústria de alimentos, 

farmacêutica e química. No entanto, os ácidos orgânicos são precursores de diversos produtos 

de interesse industrial, como plásticos, aditivos para alimentos e rações, lubrificantes, solventes, 

medicamentos e cosméticos (Rodriguez et al., 2014). Atualmente, existe um enorme mercado 

para estas moléculas, majoritariamente oriundas do refinamento do petróleo (Yin et al., 2015). 

Diversos ácidos orgânicos têm sido estudados com o objetivo de produzi-los em escala 

industrial por processos fermentativos, dentre eles os ácidos propiônico, succínico, láctico, 

aspártico, glutâmico e outros (Borges et al., 2010; Ishida et al., 2006; Sauer et al., 2008).  

A produção destas biomoléculas por via bioquímica possui como vantagem a 

possibilidade de utilização de matérias-primas renováveis, em particular as biomassas de 

composição lignocelulósica, antes categorizadas como resíduos. Podem-se citar, como 

exemplos, o bagaço e o melaço oriundos do processamento da cana-de-açúcar, assim como o 

glicerol, proveniente da produção do biodiesel e outros abundantes resíduos agroindustriais 

(Borges et al., 2011). Ademais, muitos ácidos orgânicos são naturalmente produzidos por 

diversos microrganismos ou são intermediários metabólicos, o que os caracteriza como sendo 

produtos verdes ou naturais. 

Devido aos grupamentos funcionais destes ácidos serem relativamente reativos, estas 

moléculas podem servir como “reagentes” para a produção química. O Departamento de 
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Energia dos Estados Unidos elegeu 10 ácidos orgânicos como blocos de construção capazes de 

serem gerados a partir da biomassa vegetal (Werpy & Petersen, 2004). Da mesma forma, o 

grupo europeu BREW selecionou 21 compostos-chave, em sua maioria ácidos orgânicos, com 

alto potencial de produção a partir de materiais renováveis (BREW, 2006). Um interessante 

exemplo é o ácido propiônico, conforme monstrado na Figura 3.1: 

 

 

Figura 3.1: Conversão do ácido propiônico para diversas moléculas com aplicação industrial. 

 

Existem exemplos de diferentes estágios de produção destes ácidos orgânicos por 

processos bioquímicos. O ácido cítrico, por exemplo, é totalmente produzido por rota 

bioquímica pelo fungo Aspergillus niger. Já 90 % da produção anual do ácido láctico, que em 

2013 foi de 714 mil toneladas, foi gerada a partir de fermentação por bactérias produtoras desta 

biomolécula (grandviewresearch.com. Acesso em Nov. 2015). O ácido succínico, por sua vez, 

desde 2010 passou a ser produzido por rota bioquímica (Bioamber, Canadá). Por outro lado, 

tem-se observado uma crescente demanda global por outros ácidos orgânicos; estima-se que 

em 2015, este mercado foi responsável pela movimentação de 1 bilhão de euros (dsm.com. 

Acessado em Nov. 2015). O crescente aumento da demanda, especialmente em países em 

desenvolvimento, é o principal responsável. Com isso, espera-se que sejam desenvolvidos 
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novos bioprocessos para produção dos diferentes ácidos orgânicos por microrganismos, 

utilizando-se como matéria-prima as biomassas. 

 

3.2. Biorrefinarias 

 

O termo Biorrefinaria surge como uma forma de definir o uso intensivo e diversificado 

das biomassas, em vista da riqueza de composição que apresentam. Contudo, apesar de ser um 

termo recente, seu conceito já vem sendo aplicado em diferentes segmentos, como o de papel e 

celulose e sucroalcooleiro, em que a matéria-prima de origem vegetal tem suas diferentes 

frações convertidas em produtos de interesse. 

De forma análoga às refinarias de petróleo, que produzem diversos combustíveis e 

derivados a partir do petróleo, nas biorrefinarias ocorre a conversão de biomassa em produtos 

químicos, combustíveis e energia. Para a substituição de derivados do petróleo, torna-se 

necessário o aproveitamento racional da biomassa vegetal; especialmente da fração 

lignocelulósica, não utilizada para alimentação (Octave & Thomas, 2009). A importância desta 

abordagem reside no fato de que a geração de resíduos é mínima ou inexistente. Portanto, as 

biorrefinarias podem ser consideradas sistemas fechados ou cíclicos, o que promove a redução 

na emissão de gases estufa e torna a produção de biomoléculas econômico e ambientalmente 

sustentável (da Costa et al., 2010).  

Existem duas rotas tecnológicas para o desenvolvimento de biorrefinarias. Em ambos 

os casos, objetiva-se a geração de blocos de construção para obtenção de diferentes moléculas. 

Na plataforma termoquímica, o enfoque consiste na gaseificação ou pirólise da biomassa 

vegetal. Já na plataforma bioquímica, utilizada nesta tese de doutorado, tem-se como objetivo 

primário a fermentação dos carboidratos, gerados após etapas de pré-tratamento da matéria-

prima (Pereira Jr. et al., 2008). Estes processos fermentativos promovem a geração de 

moléculas com aplicação na área de energia ou produção de blocos de construção para a 

produção química. A Figura 3.2 ilustra a utilização da biomassa pelas plataformas 

termoquímica e bioquímica. 

 



25 

 

 

Figura 3.2: Utilização da biomassa vegetal na produção de blocos de construção por diferentes 

tipos de plataformas. Fonte: Pereira Jr. et al., (2008). 

 

Ao utilizar-se toda a biomassa vegetal na produção de substâncias químicas ou 

biomateriais, tem-se o conceito de biorrefinaria integral (whole-crop biorefinery). Para tal, os 

principais componentes da biomassa devem ser separados através de processos de 

fracionamento. Cerca de 95 % da biomassa vegetal é composta por carboidratos, lignina, 

proteínas e gorduras (Octave & Thomas, 2009). Todas estas moléculas podem ser utilizadas 

como matéria-prima em concepções tecnológicas inseridas no conceito de biorrefinaria integral, 

conforme esquematizado na Figura 3.3: 
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Figura 3.3: Biorrefinaria integral, onde se utiliza tanto as reservas quanto as estruturas vegetais 

na geração de produtos de interesse industrial. Em amarelo, destaca-se a biorrefinaria de 

segunda geração, que utiliza biomassa lignocelulósica. Fonte: Octave & Thomas (2009).  

 

Neste conceito de biorrefinaria integral, pode-se utilizar as frações açucaradas, lipídicas 

e lignocelulósicas e tratá-las separadamente. A biorrefinaria baseada em açúcares é a de mais 

fácil aproveitamento, já que suas matérias-primas contêm substratos solúveis que podem ser 

facilmente extraídos e convertidos prontamente a produto(s), como por exemplo: sacarose, 

glicose, frutose e lactose, de cana-de-açúcar, beterraba, melaço, soro de leite etc. Incluem-se 

ainda nesta concepção de biorrefinaria as matérias-primas que contêm polissacarídeos 

insolúveis, que precisam de tratamento moderado para solubilização e hidrólise, antes da 

conversão a produto(s) como por exemplo: amido de milho, mandioca, trigo, cevada, batata etc. 

As biorrefinarias baseadas em açúcares são consideradas de primeira geração devido à 

utilização de reservas energéticas como amido, sacarose ou glicose. 

A biorrefinaria baseada em lipídios consiste na utilização de óleos vegetais para a 

produção de biodiesel ou ácidos graxos de alto valor agregado, em substituição aos derivados 

do petróleo. Os óleos de girassol, soja ou palma podem ser utilizados na produção de biodiesel 

(Hill et al., 2006). Em comparação ao diesel oriundo do petróleo, o biodiesel é capaz de reduzir 
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a emissão de gases estufa em até 40 % (Hill et al., 2006). Por outro lado, o glicerol é o principal 

subproduto gerado na reação de transesterificação do ácido graxo em biodiesel. Outras 

aplicações de óleos vegetais incluem a produção de biosurfactantes, lubrificantes e ácidos graxo 

poliinsaturados (PUFA). 

A biorrefinaria baseada em biomassa lignocelulósica caracteriza-se pela conversão de 

carboidratos estruturais, como a celulose e hemicelulose, em produtos. Esta concepção de 

biorrefinaria apresenta enorme potencial, visto que cerca de 70% da biomassa vegetal é 

composta por material lignocelulósico (Duchesne & Larson, 1989). Além disso, o 

aproveitamento da biomassa lignocelulósica tem como enorme vantagem a não competição 

com a indústria de alimentos, em oposição à biorrefinaria baseada em carboidrato. Por outro 

lado, é necessário o pré-tratamento do material lignocelulósico, de forma a fracionar seus 

principais componentes e obter-se separadamente a porção celulósica (fração C6), 

hemicelulósica (fração C5) e lignina. A etapa de pré-tratamento é considerada um dos gargalos 

para o o aproveitamento desta matéria-prima (Sun et al., 2016). 

 

3.3. Matéria-prima lignocelulósica 

 

A biomassa lignocelulósica é considerada o material orgânico mais abundante do 

planeta (Sun, et al., 2016). É composta majoritariamente por 3 componentes principais: 

celulose, hemicelulose e lignina. De acordo com a biomassa vegetal avaliada, 50 a 75% desta 

biomassa referem-se à celulose e hemicelulose, enquanto no restante têm-se fundamentalmente 

lignina e outros componentes que se apresentam em proporções menores (ver Tabela 3.1) (Ullah 

et al., 2015). 

A celulose caracteriza-se como um polímero composto por monômeros de D-glicose 

unidos por ligação glicosídica (1-4). Esta ligação é responsável pela estrutura plana e linear 

da cadeia polissacarídea. A unidade repetitiva deste polímero, a celobiose, é composta pelo 

dissacarídeo 4-O-( -D-glicopiranosil-D-glicopiranose) (Pereira Jr. et al., 2008). Devido à 

enorme quantidade de hidroxilas (OH-) presentes no esqueleto da celulose, muitas ligações de 

hidrogênio são estabelecidas (Sun et al., 2016). Com isso, uma compacta estrutura cristalina 

chamada microfibrila é formada. Por outro lado, algumas regiões não cristalinas também podem 

ser observadas na cadeia de celulose, e são conhecidas como regiões amorfas. As regiões 

cristalinas são conhecidas pela grande resistência à clivagem, assim como resistência à altas 

temperaturas e baixos valores de pH (Pereira Jr. et al., 2008). 
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A hemicelulose é composta por açúcares e ácidos urônicos. Em oposição à celulose, a 

hemicelulose é um heteropolímero ramificado com grau de polimerização de cerca de 200 

unidades (Sun et al., 2016). As ramificações são responsáveis pela estrutura amorfa da 

hemicelulose; consequentemente, são facilmente hidrolisadas por enzimas ou ácidos/bases 

diluídos (Pereira Jr. et al., 2008). D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose, ácido D-

glucurônico, ácido D-galacturônico e L-arabinose são os principais constituintes monoméricos 

da hemicelulose. 

A lignina é uma macromolécula orgânica aromática responsável pelo preenchimento 

dos espaços entre as microfibrilas de celulose e hemicelulose; com isso, a parede celular vegetal 

torna-se extremamente rígida e resistente físico-química e biologicamente (Sun, et al., 2016). 

Esta rede tridimensional da lignina é constituída por monômeros de álcoois - cumarílico, 

coniferílico e sinapílico (Pereira Jr. et al., 2008). 

A composição de celulose, hemicelulose e lignina é dependente da espécie vegetal 

estudada. Alguns exemplos de resíduos lignocelulósicos podem ser verificados na Tabela 3.1: 

 

Tabela 3.1: Composição de diversos materiais lignocelulósicos. Modificado de Pereira Jr. et 

al. (2008) 

Material Composição (%) 

 Celulose Hemicelulose Lignina Outros 

Bagaço de cana 36 28 20 N.A 

Palha de trigo 39 30 20 4 

Palha de cana 36 21 16 27 

Palha de milho 36 28 29 N.A 

Sabugo de milho 36 28 N.A N.A 

Palha de arroz 33 26 7 N.A 

Palha de algodão 42 12 15 N.A 

Papel 43 13 6 N.A 

Jornal 62 16 21 1 

 

 

 

Dentre os principais resíduos lignocelulósicos apresentados na Tabela acima, destacam-

se a palha e casca de arroz, com 31 % da produção de resíduos globais. Em segundo lugar, 

destacam-se o bagaço e a palha da cana-de-açúcar, com 30 % da produção de resíduos globais 

(Ullah et al., 2015). Neste contexto, o Brasil destaca-se como o segundo maior gerador de 
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resíduos agroindustriais do mundo, com a geração de cerca de 625 milhões de toneladas/ano. 

Deste total, o cultivo de cana-de-açúcar é responsável por cerca de 73% (453 milhões de 

toneladas/ano)  dos resíduos gerados (Ullah et al., 2015), colocando o Brasil como um dos 

maiores produtores de cana-de-açúcar no mundo, tornando-se naturalmente um potencial 

utilizador desses resíduos para a produção de blocos de construção ou biocombustíveis dentro 

do contexto de biorrefinaria.  

 

 

3.4. Ácido Propiônico e sua produção por rota biotecnológica 

 

Para a produção biotecnológica economicamente viável de blocos de construção ou 

biocombustíveis, são necessários microrganismos com algumas características. Dentre elas, 

destacam-se alta produtividade, resistência a altas concentrações do produto e substrato, alto 

rendimento e robustez. Estas características do microrganismo agente do processo 

fermentativo, além da utilização de matérias-primas renováveis, sob a forma de resíduos, são 

responsáveis pela produção da biomolécula associada a baixos custos, necessários para 

competição com os produzidos por rota petroquímica (Borges & Pereira Jr, 2010).  

Tanto organismos procariontes (bactérias) quanto eucariontes (principalmente os 

fungos) são capazes de produzir ácidos orgânicos naturalmente (Abbot et al., 2009). Bactérias 

do gênero Lactobacillus e Propionibacterium, por exemplo, são capazes de produzir ácido 

láctico e propiônico, respectivamente (Abbot et al., 2009; Suwannakham et al., 2006). Já os 

fungos Aspergillus niger e Penicillium simplicissimum produzem, respectivamente, ácido 

cítrico e succínico (Berovic et al., 2007; Gallmetzer et al., 2002).  

Apesar de diversos esforços da comunidade científica, a produção de alguns ácidos 

orgânicos, dentre eles o ácido propiônico, ainda não foi alcançada sob a forma de um 

bioprocesso economicamente competitivo. Dentre os principais entraves para alcançar este 

objetivo estão o custo da fonte de carbono e a baixa produtividade do ácido orgânico. 

O ácido propiônico (CAS N° 79-09-4), cuja fórmula química é CH3CH2COOH, 

caracteriza-se comercialmente como um líquido incolor de odor desagradável (Liu et al., 

2012a). Também chamado de ácido propílico, sua nomenclatura oficial de acordo com a IUPAC 

é ácido propanóico. Este ácido carboxílico pode ser convertido em sais chamados de 

propanoatos ou propionatos. 

Recentemente, esta molécula tem chamado a atenção por ser um importante bloco de 

construção químico de 3 carbonos. Dentre as suas mais variadas aplicações, destacam-se seu 
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papel como conservante na indústria de alimentos, aromatizante na indústria de cosméticos, 

além de aplicações farmacêuticas e na produção de plásticos e herbicidas (Suwannakham et al., 

2006). Um relatório do Departamento de Energia dos EUA elegeu o ácido propiônico como 

uma das 30 substâncias químicas com maior potencial para produção em escala industrial por 

via biotecnológica, o que ressalta a importância do desenvolvimento de um bioprocesso de 

baixo custo para a produção desta molécula (Werpy & Petersen, 2004). 

A produção anual do ácido propiônico em 2017 foi de 450 mil toneladas, sendo quase 

totalmente produzido por rotas petroquímicas (marketresearchstore.com. Acessado em Fev. 

2018). Os maiores produtores mundiais deste ácido são as empresas alemãs BASF e Chemische 

Werke Huls, além da britânica Distillers Company e das americanas Celanese Chemical 

Company e Eastman Chemical (Liu et al., 2012a). No Brasil, a totalidade do ácido propiônico 

e suas derivações é importada. Em 2014, foram importados cerca de 11,3 mil toneladas deste 

ácido orgânico, sendo 4 mil toneladas na forma de ácido, 6,8 mil toneladas sob a forma de sal 

de propionato e 580 toneladas sob a forma de ésteres de propionato (AliceWeb, acessado em 

Nov 2015). 

O ácido propiônico é comercializado por cerca de 2 a 3 USD/kg, enquanto o produzido 

via rota biotecnológica ainda possui custos não competitivos (Gonzalez-Garcia et al., 2017). 

Apesar de não atingir um preço competitivo, a produção biotecnológica a partir de biomassa 

residual possui vantagens como a redução no impacto ambiental, não dependência das variações 

no preço do petróleo, além da possibilidade de deslocar essas biomassas da condição de resíduo 

para matéria-prima em potencial (Feng et al., 2011). Tufvesson e colaboradores verificaram 

que a produção biotecnológica do ácido propiônico pode reduzir em até 25% a emissão de gases 

do efeito estufa, quando comparado à produção convencional (Tufvesson et al., 2013). 

Diversos microrganismos são capazes de produzir naturalmente o ácido propiônico, 

principalmente as bactérias do gênero Propionibacterium (Thierry et al., 2011). As bactérias 

deste gênero caracterizam-se como Gram positivas, mesofílicas, aerotolerantes e possuem uma 

forma de bastão. Além de um alto conteúdo de G e C, característico de seu genoma, as 

Propionibacteria não formam esporos e são imóveis (Suwannakham et al., 2005). As principais 

espécies capazes de produzir ácido propiônico e encontradas em laticínios são P. 

acidipropionici, P. freudenreichii, P. freudenreichi subsp. shermanii, P. jensenii e P. thoenii. 

Outras bactérias deste gênero ocorrem tipicamente na pele de animais, inclusive humanos, 

principalmente as espécies P. acnes e P. acidifaciens (Thierry et al., 2011). 

Por ser utilizada há muitas décadas na produção de queijos, P. freudenreichii recebeu o 

título de Generally Recognized as Safe (GRAS) do Food and Drug Administration (FDA), 
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órgão responsável pela regulamentação de alimentos e medicamentos nos EUA (Dorner, 1939; 

Mogensen et al., 2002). Tanto P. freudenreichii quanto P. acidipropionici foram consideradas 

seguras pelo European Food Safety Authority (EFSA) (EFSA, 2009). 

O grande potencial biotecnológico do gênero Propionibacterium foi responsável pelo 

estímulo ao sequenciamento completo do genoma das espécies P. freudenreichii (Falentin et 

al., 2010) e P. acidipropionici (Parizzi et al., 2012). Diferenças significativas entre estas 

espécies foram reportadas, além de novas rotas metabólicas terem sido descobertas. De posse 

destas novas informações, abriram-se possibilidades para a criação de novas estratégias de 

produção de ácido propiônico, além de outras biomoléculas (Parizzi et al., 2012). 

Apesar do potencial para a produção do ácido propiônico por bactérias do gênero 

Propionibacterium, este bioprocesso ainda não foi consolidado em escala industrial devido a 

diversos fatores. Primeiramente, a redução no pH promovida pela geração do ácido diminui 

significativamente o crescimento celular. Além disso, o crescimento celular é naturalmente 

baixo, aumentando de forma expressiva o tempo de fermentação (Liu et al., 2012a). A produção 

dos ácidos acético e succínico ocorre de forma simultânea à produção do ácido propiônico 

devido a características metabólicas da espécie. Por fim, ocorre uma forte inibição do 

crescimento celular devido ao acúmulo do ácido propiônico, resultando em um decréscimo nos 

valores de produtividade (Gu et al., 1998). 

Para contornar estes problemas, torna-se necessária a compreensão da via biossintética 

de produção do ácido propiônico. O gênero Propionibacterium possui uma rota única de 

produção desta molécula. Chamado de ciclo de Wood-Werkman, produz-se majoritariamente 

nesta rota tanto ácido propiônico quanto gás carbônico, via succinato (Liu et al., 2012b). As 

bactérias são capazes de utilizar como substrato a glicose, o lactato e o glicerol. Teoricamente, 

2 mols de glicose são capazes de produzir 3 mols de ácido propiônico, 1 mol de ácido acético, 

1 mol de água e 1 mol de CO2.  Já 3 mols de lactato são capazes de produzir 2 mols de ácido 

propiônico, 1 mol de ácido acético, 1 mol de água e 1 mol de CO2. Por fim, 1 mol de glicerol é 

capaz de gerar 1 mol de ácido propiônico e 1 mol de água (Suwannakham et al. 2005). Esta 

última estequiometria torna-se interessante, pois etapas posteriores de purificação são 

facilitadas devido a ausência de outros ácidos como subprodutos. A via metabólica do gênero 

Propionibacterium encontra-se esquematizada na Figura 3.4. 
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Figura 3.4: Rota metabólica Wood-Werkman a partir de diferentes substratos, cujos principais 

produtos são os ácidos propiônico, acético e succínico (adaptado de Suwannakham et al. 2005). 

 

Na síntese do ácido propiônico, 3 cofatores mostram-se essenciais: ATP/ADP, 

NADH/NAD+ e CoA/AcCoA. Por isso, a taxa de regeneração destes cofatores é responsável 

diretamente pela produtividade do ácido orgânico. Modificações na taxa de regeneração de 

cofatores têm sido efetuadas através de engenharia metabólica. Apesar de muitos esforços, o 

rendimento da conversão de substrato em produto atingiu valores iguais a 0,5 g/g, inferior ao 

rendimento máximo teórico de 0,55 g/g para glicose e 0,65 g/g para glicerol (Feng et al., 2011; 

Zhang et al., 2009). Já a produtividade apresentou valores menores que 0,3 g/L.h. Desta forma, 

trabalhos recentes buscam aumentar tanto o rendimento quanto a produtividade deste 

bioprocesso, viabilizando sua aplicação industrial. 

Foram reportados na literatura diferentes trabalhos cuja produção de ácido propiônico é 

executada por diferentes modos de condução de bioprocesso (batelada, batelada alimentada, 

células imobilizadas) e substratos (glicose, lactose, glicerol, melaço da cana-de-açúcar e 

combinações destes). Em 2005, Suwannakham e colaboradores foram responsáveis pela 

obtenção de ácido propiônico em uma concentração de 72 g/L, através da utilização de um 

biorreator do tipo leito fibroso em batelada alimentada (Suwannakham et al., 2005). Utilizando-

se a espécie P. acidipropionici e glicose como fonte de carbono, foram obtidas uma 
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produtividade relativamente baixa (0,042 g/L.h) e um rendimento entre 0,40 a 0,65 g/g. O 

biorreator de leito fibroso mostrou-se fundamental para a obtenção destes resultados, devido a 

sua capacidade de retenção de células, aumentando sua densidade, ao mesmo tempo em que 

remove o produto gerado. Com isso, a inibição pelo produto é minimizada, resultando em altas 

concentrações do ácido orgânico. 

Outros trabalhos utilizaram-se da engenharia metabólica para otimização da produção 

do ácido propiônico. Para isso, foram geradas linhagens com o gene que codifica a enzima 

acetato kinase deletado, com o objetivo de minimizar a produção do ácido acético e favorecer 

a produção do ácido propiônico (Suwannakham et al., 2006). Resultados modestos foram 

obtidos, onde houve a redução na produção do ácido acético em 14%, ao passo que a produção 

de ácido propiônico foi aumentada em 13%. A deleção do gene que codifica a enzima acetato 

kinase também levou a uma diminuição no crescimento celular de cerca de 25%. 

Provavelmente, a redução na produção de ATP foi a responsável por essa diminuição, já que 

na reação catalisada por esta enzima geram-se acetato e 1 ATP. Curiosamente, em um posterior 

sequenciamento do genoma de P. acidipropionici, demonstrou-se ausência da enzima acetato 

kinase; nesta espécie, a enzima responsável pela transformação de acetil-CoA em acetato é a 

acetil-CoA sintetase (Parizzi et al. 2012). 

Ainda no campo da manipulação genética, a expressão de genes como glicerol 

desidrogenase (gldA) de Klebsiella pneumoniae foi responsável pela obtenção de aumento na 

produção de ácido propiônico de 30% (Zhuge et al., 2013).  Por outro lado, a expressão do gene 

que codifica a fosfoenolpiruvato carboxilase (pcc) de Escherichia coli não obteve qualquer 

aumento na produção de ácido propiônico (Ammar et al., 2014).  

Tentativas de manipulação da razão NADH/NAD+ celular foram adotadas, utilizando-

se a estratégia de controle de potencial de oxirredução em três estágios (Zhuge, et al., 2015). 

Foi obtido um aumento modestos na produção de ácido propiônico a partir do glicerol, de 21 

para 27 g/L em batelada simples. (Zhuge et al., 2015). Já a adição de CO2 foi responsável por 

um aumento de cerca de 50 % na produção do ácido propiônico, utilizando-se glicerol (mas não 

glicose) como fonte de carbono (Zhang et al., 2015). 

Foi verificado que a utilização de glicerol, mas não de glicose ou lactato, mostrou-se 

responsável pela geração do ácido propiônico livre de outros ácidos contaminantes (Coral et 

al., 2008). Neste mesmo trabalho, o melaço da cana-de-açúcar mostrou-se bastante promissor 

como matéria-prima para a produção do ácido orgânico, apesar da baixa produção obtida (8,2 

g/L). Em outro trabalho, onde foi utilizado glicerol como substrato, também utilizou-se de uma 

fonte de nitrogênio renovável: o suco de batata, um sub-produto do processamento do amido 
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(Dishisha et al., 2013). Neste caso, obtiveram-se até 50 g/L de ácido propiônico e uma 

produtividade de até 1,42 g/L.h, através de bateladas sequenciais com alta densidade celular. 

Em um dos trabalhos para a produção deste ácido orgânico foi utilizado o biorreator do 

tipo leito fibroso e glicose/lactose como fonte de carbono. Uma linhagem de P. acidipropionici 

com deleção do gene que codifica a enzima acetato kinase foi capaz de produzir cerca de 100 

g/L de ácido propiônico (Zhang et al., 2009). Apesar disso, baixos valores de produtividade e 

taxa específica de crescimento foram obtidos (0,41 g/L.h e 0,25 h-1, respectivamente). Em uma 

análise detalhada da cepa bacteriana adaptada, constatou-se que esta apresentava uma maior 

atividade de H+ ATPase de membrana, o que foi responsável pela uma maior resistência ao 

meio ácido. De acordo com os resultados obtidos pelos autores, a morfologia da célula foi 

alterada, de um bastão curto para um bastão mais longo, conforme observado por microscopia 

eletrônica de varredura. 

Diversos trabalhos têm demonstrado uma maior produtividade de ácido propiônico 

através de métodos de imobilização celular (Paik et al., 1994; Suwannakham et al., 2006; Feng 

et al., 2010). Os materiais mais utilizados na imobilização celular são o alginato de cálcio, poli-

vinil ácool e poligalacturonato. Apesar do bom potencial para produção do ácido propiônico, 

estes materiais apresentam-se com alto custo, inviabilizando-os para utilização em escala 

industrial (Feng et al., 2011). Foi desenvolvido um biorreator com o auxílio de bagaço de cana-

de-açúcar para imobilização celular, chamado de plant fibrous-bed bioreactor (PFB) (Feng et 

al., 2011). Utilizando-se a espécie P. freudenreichii e hidrolisado de melaço de cana-de-açúcar 

como fonte de glicose, a concentração de ácido propiônico produzida foi de 92 g/L. Apesar da 

baixa produtividade (0,36 g/L.h) e consequente alto tempo de fermentação, neste trabalho 

demonstrou-se experimentalmente a possibilidade de utilização de matéria-prima barata e 

renovável para a produção tanto deste biorreator (PFB) quanto de ácido propiônico. 

Recentemente, têm sido relatados na literatura avanços importantes na produção do 

ácido propiônico por Propionibacterium. A utilização de materiais renováveis como fonte de 

carbono, entre eles o glicerol e o bagaço/melaço da cana-de-açúcar, parece ser o caminho ideal 

para a obtenção de um bioprocesso eficaz e economicamente competitivo. Apesar disso, 

importantes avanços ainda são necessários para a geração de ácido propiônico, principalmente 

no que diz respeito à obtenção de maiores produtividades e rendimentos na conversão do açúcar 

(substrato) em ácido propiônico (produto). 

 Apesar de a avaliação da produção de ácido propiônico ter sido estudada por décadas, 

uma rota de produção biotecnológica economicamente viável ainda está em desenvolvimento. 

Conforme reportado na Tabela 3.2, diversos autores têm desenvolvido bioprocessos para 
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produção do ácido orgânico, utilizando-se principalmente como fonte de carbono a glicose ou 

glicerol. Pode-se observar a produção de até 35 g/L de ácido propiônico utilizando-se 85 g/L 

de glicerol em matriz de imobilização comercial PEI-Poraver (Dishisha et al., 2012). 

Entretanto, ao custo de baixa produtividade e baixo rendimento (0,35 g/L.h e 0,47 g/g, 

respectivamente). Melhores produtividade e rendimento foram obtidos ao reduzir-se a 

concentração de glicerol para 42 g/L (0,86 g/L.h e 0,51 g/g, respectivamente), apesar de a 

geração do produto atingir o valor de 20 g/L (Dishisha et al., 2012). 

 Ao utilizar-se glicose como fonte de carbono, a maior produção de ácido propiônico 

(19,5 g/L) foi obtida com 40 g/L do substrato (Ammar et al., 2014). Por outro lado, apesar de 

um rendimento de 0,51 g/g ser satisfatório, foi verificada uma baixa produtividade (0,103 g/L.h) 

e baixa razão  entre a concentração de ácido propiônico e acético (P/A) de 5,1 g/g. A utilização 

de glicose como fonte de carbono é responsável pelo relativo baixo valor da razão P/A, o que 

não ocorre com a utilização de glicerol. 
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Tabela 3.2: Estado da arte na produção de ácido propiônico por batelada simples 

Linhagem Fonte de 

Carbono (g/L) 

Matriz de 

imobilização 

Ácido 

Propiônico 

(g/L) 

Produtividade (g/L.h) Y P/S (g/g) Razão 

P/A (g/g) 

Referência 

P. acidipropionici ATCC 

4875 

Glicose 40 + 

CO2 

- 17 0,2 0,35 6 Zhang et al., 2015 

P. acidipropionici ATCC 

25562 

Glicerol 20 - 12 0,42 0,64 6 Himmi et al., 2000 

P. jensenii 4868 gldA Glicerol 30 - 27 0,152 - 13,26 Zhuge et al., 2013 

ATCC 25562 Glicerol 30 - 20 0,24 0,68 45,6 Barbirato et al., 1997 

ATCC 4875 Glicerol 40 - 19 0,026 0,55 100 Zhang et al., 2009 

ATCC 4875 ACK-Tet Glicerol 40 - 26 0,1 0,54 29 Zhang et al., 2009 

P. acidipropionici 

CGMCC 12225 

Glicerol 40 - 18 0,11 0,475 33 Liu et al., 2011 

ATCC 4875 ACK-Tet Glicerol 40 BLF 23 0,25 0,59 22 Zhang et al., 2009 

P. freudenreichii 

DSM20271 

Glicerol 40 - 13 0,038 0,78 21 Ammar et al., 2014 

P. freudenreichii 

DSM20271 mutante 

Glicerol 40 - 13 0,064 0,78 37 Ammar et al., 2014 

P. acidipropionici DSM 

4900 

Glicerol 40 - 19,5 0,18 0,55 25 Dishisha et al., 2015 

ATCC 4875 Glicerol 40 + 

CO2 

- 24 0,12 0,7 0 AA Zhang et al., 2015 

DSM 4900 Glicerol 42 - 19 0,34 0,51 18 Dishisha et al., 2012 

DSM 4900 Glicerol 42 PEI-Poraver 20 0,86 0,51 29 Dishisha et al., 2012 

DSM 4900 Glicerol 43 PEI-Luffa 22 0,3 0,58 28 Dishisha et al., 2012 
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Tabela 3.2. Continuação 

Linhagem Fonte de 

Carbono (g/L) 

Matriz de 

imobilização 

Ácido 

Propiônico 

(g/L) 

Produtividade 

(g/L.h) 

Y P/S (g/g) Razão P/A 

(g/g) 

Referência 

ATCC 4875 Glicerol 45 + 

CO2 

 23 0,12 0,7 - Zhang et al., 2015 

P. acidipropionici 

CGMCC 12230 

Glicerol 50 - 28,5 0,19 0,57 11 Zhu et al., 2010 

DSM 4900 Glicerol 63 PEI-Luffa 26 0,16 0,57 38 Dishisha et al., 2012 

DSM 4900 Glicerol 64 - 26 0,26 0,51 48 Dishisha et al., 2012 

DSM 4900 Glicerol 66 PEI-Poraver 28 0,43 0,51 56 Dishisha et al., 2012 

CGMCC 12230 Glicerol 80 - 32 0,09 0,4 6 Zhu et al., 2010 

DSM 4900 Glicerol 85 PEI-Poraver 35 0,35 0,47 15 Dishisha et al., 2012 

ATCC 4875 ACK-

Tet 

Glicose 30 - 16 0,15 0,45 4,6 Suwannakham et al., 2006 

P. acidipropionici 

ATCC 4965 

Glicose 40 - 12 0,07 0,3 4,5 Liu et al., 2011 

ATCC 4875 Glicose 40 - 16 0,209 0,32 5,3 Zhang et al., 2015 

P. freudenreichii 

DSM20271 

Glicose 40 - 19 0,093 0,48 6,7 Ammar et al., 2014 

P. freudenreichii 

DSM20271 

mutante 

Glicose 40 - 19,5 0,103 0,51 5,1 Ammar et al., 2014 

ATCC 4875 Glicose 40 + 

CO2 

- 17 0,2 0,35 6 Zhang et al., 2015 

ATCC 4965 Melaço 40 - 8 0,052 0,455 3,7 Coral et al., 2008 

P. acidipropionici 

NRRLB-3569 

Rejeito 

doméstico 50 

- 28 0,4 0,552 3,3 Blanc et al., 1987 

* BLF, Biorreator de leito fibroso; PEI-Poraver, Poraver tratado com polietilenimino; PEI-Luffa, Luffa tratada com polietilenimino. 
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3.5. Imobilização celular em bioprocessos 

 

Os microrganismos são sabidamente conhecidos como verdadeiras fábricas de moléculas 

de interesse industrial, como substâncias químicas, biomateriais, energia e produtos farmacêuticos. 

A maior parte dos bioprocessos utiliza-se de células livres em meios de cultivo, que são 

relativamente pequenas (1-10 m) e, portanto, fáceis de serem mantidas em suspensão por agitação 

mecânica. Por outro lado, a separação entre a células e o meio de cultivo pode ser dispendiosas e 

de difícil realização em bioprocessos de grandes volumes. Para obtenção de alta densidade celular 

em fermentação submersa, as células são recicladas ou recuperadas utilizando-se centrífugas ou 

membranas. Ambos os processos de separação celular apresentam altos custos de investimento de 

capital e/ou alto consumo energético que impactam os custos operacionais. Ademais, estas etapas 

para aumento de densidade celular possuem riscos significativos de serem alvos de contaminação, 

o que compromete todo o bioprocesso (Kourkoutas et al., 2004). 

De forma a superar estes desafios, as técnicas de imobilização celular apresentaram-se 

como uma alternativa à tradicional fermentação submersa. Imobilização celular pode ser definida 

como “o confinamento físico de células intactas em uma determinada região do espaço, com a 

manutenção de sua atividade catalítica” (Karel et al., 1985). 

A afinidade e o crescimento de diversos microrganismos em diferentes superfícies é um 

fenômeno amplamente conhecido. Em condições naturais, biofilmes microbianos são 

desenvolvidos nos mais variados suportes, tanto bióticos quanto abióticos. Dentre os diversos 

exemplos de imobilização de microrganismos em ambientes naturais, destacam-se a areia, 

microvilosidades intestinais, dentes, tubulações, superfícies metálicas e minerais. Em geral, a 

imobilização celular mimetiza condições naturalmente encontradas pelos microrganismos em seu 

habitat natural e se aproveita desta característica para melhor desempenho em processos 

fermentativos (Kourkoutas et al., 2004). 

O conceito de imobilização celular foi inspirado nas técnicas de imobilização de enzimas, 

cujas metodologias são mais desenvolvidas e possuem atualmente maior aplicação industrial. 

Entretanto, verifica-se um crescente interesse comercial no desenvolvimento de bioprocessos com 

células imobilizadas que sejam economicamente competitivos. Isso ocorre devido às inúmeras 

vantagens oriundas da imobilização celular em um suporte, a serem detalhadas a seguir. 



39 

 

Em biorreatores com células imobilizadas, estas são aderidas em um suporte natural ou 

artificial inerte, enquanto o meio de cultivo contendo o substrato e demais nutrientes flui 

continuamente pelo sistema imobilizado, removendo simultaneamente o produto formado. Estas 

características permitem a obtenção de uma maior densidade celular, o que consequentemente gera 

ganhos substantivos em produtividade da fermentação (Karel et al., 1985). 

A imobilização celular apresenta diversas características interessantes do ponto de vista de 

bioprocessos: células imobilizadas apresentam-se em uma densidade celular bastante superior 

quando comparadas com meios contendo células em suspensão. Essa maior densidade celular pode 

promover maior produtividade, além de proteger as células da força hidrodinâmica da agitação no 

fermentador. Além disso, a biomassa celular é mais facilmente recuperada do meio de cultivo, para 

que possa ser utilizada em uma nova batelada ou simplesmente para facilitar a recuperação do 

produto. A maior densidade celular obtida na imobilização também é responsável por proteger as 

células de substâncias potencialmente tóxicas presentes no meio, incluindo a própria inibição pelo 

produto. Essa maior tolerância adquirida pela biomassa microbiana torna todo o processo mais 

robusto e estável (Kourkoutas et al., 2004). 

No caso do aprisionamento celular, por exemplo, foi demonstrado que o microrganismo é 

capaz de tolerar de forma mais eficiente meios contendo inibidores durante a fermentação, o que 

não ocorre com as células livres (Westman et al., 2012). Na fermentação de ácido propiônico por 

células de Propionibacterium sp. imobilizadas, observam-se maior produtividade e alta densidade 

celular, o que contribui para redução da inibição do microrganismo pelo produto (Dishisha et al., 

2012). 

Por outro lado, a imobilização celular apresenta desafios que necessitam de solução, de 

forma a torná-la largamente utilizada nos mais diferentes processos fermentativos. A matriz de 

imobilização precisa possuir algumas características essenciais, como baixo custo, alta área 

superficial, atoxicidade, resistência a variações de temperatura e pH, escalabilidade e 

reusabilidade. Atualmente, não se verifica a existência de uma matriz de imobilização que reúna 

todas estas características. As principais vantagens e desvantagens encontradas na imobilização de 

células encontram-se sumarizadas na Tabela a seguir: 
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Tabela 3.3: Vantagens e desvantagens da imobilização celular. Fonte: Kourkoutas (2004). 

 

 

VANTAGENS 

Operação do biorreator com altas densidades celulares  

Facilidade de separação de células do meio 

Possibilidade de operação contínua com altas taxas de diluição, o 

que resulta em aumento da produtividade do processo   

Maior resistência às forças de cisalhamento 

Redução da fase lag de crescimento celular 

Aumento do consumo de substrato devido a maior densidade 

celular 

Menor risco de contaminação microbiana 

Maior tolerância celular ao produto e ao substrato 

Possibilidade de reutilização de células em bateladas sequenciais 

 

DESVANTAGENS 

Bioprocesso menos estabelecido em escala ampliada 

Possibilidade da matriz ser tóxica à célula ou degradada por ela 

Problemas associados à transferência de massa  

Custo da matriz de imobilização 

Dificuldade de quantificação de biomassa celular 

 

Existem diversos materiais, tanto orgânicos quanto inorgânicos, atualmente utilizados em 

fermentação com células imobilizadas. Alginato de cálcio ou sódio, por exemplo, é uma das 

matrizes mais utilizadas na imobilização celular. Este polímero é extraído de algas marrons e é 

composto por diferentes proporções de ácido manurônico e ácido glucurônico (Martins et al., 

2013). Nesta matriz as células são imobilizadas por aprisionamento em microesferas de alginato 

com aspecto gelatinoso. Apesar de ser uma matriz de baixo custo, boa biocompatibilidade e alta 

disponibilidade, o alginato apresenta problemas substanciais de transferência de massa (Duarte et 

al., 2013). No caso de fermentação aeróbia, a transferência de oxigênio também possui um papel 

limitante no bioprocesso. Além disso, as beads de alginato apresentam baixa resistência mecânica, 

o que gera degradação da matriz de imobilização e liberação das células para o meio durante a 

fermentação. Por outro lado, o alginato promove baixa alteração físico-química durante o processo 

de imobilização, além de ser um polímero de baixo custo e alta biocompatibilidade (Martins et al., 

2013). 
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De forma geral, polímeros sintéticos apresentam-se como suporte com performance 

mecânica superior e resistência à biodegradação quando comparados aos polímeros naturais. 

Alguns exemplos de materiais poliméricos sintéticos utilizados em imobilização de células são: 

poliacrilamida, polivinilálcool, polietilenoglicol e policarbamoil sulfonado. Além disso, o 

poliuretano tem se mostrado um polímero com potencial aplicação em imobilização celular para 

tratamento de efluentes (Guimarães et al., 2002). 

Os mais diversos processos biotecnológicos de imobilização celular podem ser agrupados 

em 4 tipos: 1. Adesão ou adsorção em uma superfície sólida; 2. Aprisionamento em uma matriz 

porosa; 3. floculação ou auto-agregação (natural ou induzida); 4. contenção celular em barreira.  

A Figura 3.5 exemplifica esquematicamente os tipos de imobilização celular. 

 

 

Figura 3.5: Representação esquemática dos tipos de imobilização celular. Fonte: Kourkoutas 

(2004). 
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1. Imobilização em superfície de carreador sólido 

 

A imobilização celular em carreador sólido ocorre por adsorção física, geralmente movida 

por interações eletrostáticas ou ligação covalente entre a membrana celular e o carreador. A 

camada celular aderida pode ser composta por apenas uma célula ou atingir 1 mm de espessura 

(Kourkoutas et al., 2004). Uma das principais vantagens deste tipo de imobilização consiste no 

estabelecimento de um equilíbrio dinâmico entre as células aderidas e células livres. Este equilíbrio 

ocorre, pois não há barreira de proteção entre as células e o meio de cultivo, o que pode promover 

tanto liberação da célula aderida quando sua re-adesão. Dentre os exemplos mais comumente 

utilizados em imobilização em superfície de carreador sólido, destacam-se materiais celulósicos, 

como DEAE-celulose, madeira, bagaço de cana-de-açúcar (Chen et al., 2012; Kourkoutas et al., 

2004). Dentre os suportes inorgânicos, pode-se citar porcelana porosa e vidro poroso (Poraver®) 

(Dishisha et al., 2012). 

 Devido à adsorção limitada destes materiais, frequentemente estes têm sua superfície 

modificada, de forma a estimular a adesão celular. Dentre os tratamentos mais efetivos, destacam-

se o uso de policátions. Estes polímeros são aderidos à superfície da matriz de imobilização, de 

forma a estabelecer uma carga positiva em toda a superfície. Esta carga positiva promove a atração 

das células à matriz de imobilização, já que em geral a superfície celular é majoritariamente 

negativa em carga. O tratamento com policátions pode ser realizado com polietilenoimina (PEI) 

ramificada, poli L-lisina, entre outros. 

 

2. Aprisionamento em matriz porosa 

Este é o tipo de imobilização mais estudado e pode ocorrer de duas formas: as células 

podem ser inseridas dentro da matriz porosa, até que a mobilidade fique restrita devido ao acúmulo 

de células na matriz; ou o material poroso pode ser formado in situ, durante a fermentação. No 

aprisionamento em matriz porosa, a transferência de massa tanto de metabólitos quanto de 

nutrientes ocorre de forma facilitada. Tanto a “mobilidade restrita” quanto o aprisionamento in 

situ baseiam-se na inclusão das células em uma rígida matriz, de forma a prevenir a difusão celular 

pelo meio de cultivo (Martins et al., 2013). 

O crescimento celular dentro da matriz porosa é dependente da difusão de nutrientes pelo 

poro, assim como o acúmulo de biomassa celular no mesmo. Dentre os polímeros mais utilizados 
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no aprisionamento em matriz porosa, destacam-se alginato, k-carragenana, ágar, ácido 

poligalacturônico e quitosana (Martins et al., 2013). 

Apesar de possuir uma alta resistência mecânica, a imobilização celular por aprisionamento 

em matriz porosa apresenta desafios, como o descolamento de células do suporte, limitações 

difusionais de metabólitos e nutrientes, e a heterogeneidade de condições ambientais dentro e fora 

dos poros da matriz (Martins et al., 2013). 

 

3. Floculação celular (Agregação) 

 

A floculação celular pode ser definida como a capacidade de células em aderirem entre si, 

de forma a gerar agregados maiores ou “clumps”, que rapidamente são sedimentados. A habilidade 

de floculação, entretanto, pode ser encontrada majoritariamente em fungos e células vegetais. 

Dentre os principais estímulos à agregação celular, destacam-se variações no pH do meio, 

concentração de oxigênio dissolvido e composição do meio. Por outro lado, a agregação celular 

pode ser induzida através do uso de agentes floculantes. Estes agentes podem promover floculação 

de células não floculantes, assim como estimular maior agregação de células naturalmente com 

esta capacidade. Estes agentes floculantes, também chamados de cross-linkers, foram reportados 

na floculação de Saccharomyces, onde quitosana foi adicionada ao meio para induzir a floculação 

celular em matriz composta por esponja (Luffa cylindrica) (Ogbonna et al., 1997). Em microalgas, 

foi verificado que um polissacarídeo produzido pela própria célula foi responsável por um aumento 

de 80% na taxa de formação de agregados (Alam et al., 2014). 

  

4. Contenção em barreira 

 

Esta técnica de imobilização celular pode ser realizada pela utilização de membranas 

microporosas atuando como filtros. Outra possibilidade consiste no encapsulamento celular em 

microcápsulas. A contenção em barreira torna-se uma escolha interessante quando a obtenção do 

produto livre de células é mandatória. 

A tecnologia de biorreatores com membrana tem sido amplamente utilizada para o reciclo 

celular e em bioprocessos contínuos (Koukortas et al., 2004). A fermentação realizada por células 

contidas em membranas possui desvantagens como limitação de transferência de massa e 
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entupimento devido ao crescimento celular. Por outro lado, pode-se contornar ao menos 

parcialmente a limitação de transferência de massa através da seleção adequada do tamanho do 

poro da membrana (Martins et al., 2013). 

 

3.6. Exopolissacarídeos e adesão celular  

 

 A habilidade de produção de polissacarídeos ocorre de forma bastante ampla entre os 

microrganismos. Alguns microrganismos podem sintetizar polissacarídeos como forma de 

armazenamento energético, como o glicogênio encontrado no citoplasma celular. Os 

polissacarídeos também podem ocorrer sob a forma de polissacarídeos estruturais, como os 

encontrados tipicamente em bactérias GRAM positivas sob a forma de peptideoglicanos e ácidos 

lipoteicóicos. Por outro lado, os lipopolissacarídeos são encontrados ancorados à membrana 

externa de bactérias GRAM negativas. Além disso, alguns microrganismos podem ser 

responsáveis pela secreção de camadas de polissacarídeos e glicoproteínas sobre a superfície, 

geralmente conhecido pelo termo genérico “glicocálix” (Ruas-Madiedo et al., 2005). Dentre os 

polímeros que podem ser encontrados no glicocálix, destacam-se os exopolissacarídeos.  

 O termo “exopolissacarídeo” (EPS) refere-se, em geral, a qualquer forma de 

polissacarídeos presente na porção externa da parede celular do microrganismo (Caggianiello et 

al., 2016). Podem ser encontrados na literatura diversos trabalhos sobre o papel do EPS em 

bactérias do ácido láctico (Lactic acid bacteria – LAB). As LAC são responsáveis pela produção 

de EPS com diversas características distintas: por exemplo, longas cadeias de homo ou 

polissacarídeos podem ser sintetizadas; outras bactérias podem produzir EPS com monômeros de 

glicídeos ramificados ou não ramificados (Ruas-Madiedo et al., 2002; Zannini et al., 2016). 

 Uma característica também encontrada por bactérias produtoras de EPS consiste no grau 

de ligação à parede celular. Em alguns casos, o EPS está fortemente ligado à parede, o que o 

caracteriza como sendo um EPS capsular. Já o EPS produzido não aderido ou frouxamente aderido 

à parede celular é chamado de EPS secretado ou solúvel (Caggianiello et al., 2016). 

 O papel fisiológico do EPS em bactérias não é completamente conhecido. Em alguns 

trabalhos, verificou-se que este polissacarídeo pode ser importante na proteção bacteriana contra 

condições extremas, tanto abióticas quanto bióticas. Dentre as condições de estresse onde o EPS 

pode possuir um papel relevante, destacam-se variações de temperatura, pH, intensidade luminosa, 
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além de estresse osmótico (Donot et al., 2012). Ademais, mecanismos de reconhecimento celular, 

formação de biofilme e adesão célula-superfície são papéis atribuídos ao EPS (Ruas-Madiedo et 

al., 2002; Caggianiello et al., 2016). 

 Do ponto de vista industrial, existem diversas aplicações onde o EPS encontra-se como 

uma alternativa a outras fontes de carboidratos, como celulose, amido ou pectina, todos de origem 

vegetal. Os exopolissacarídeos podem ser utilizados como agentes de promoção de aumento de 

viscosidade, como estabilizantes, emulsificantes e agentes de modificação das propriedades 

reológicas ou de textura do produto (Ruas-Madiedo et al., 2005). Atualmente, o microrganismo 

com maior produção de EPS é um produtor de goma xantana, é uma bactéria da espécie 

Xanthomonas campestris, cujo produto é utilizado na indústria de alimentos (Caggianiello et al., 

2016). 

 Poucos trabalhos avaliaram a produção do EPS por Propionibacterium, tampouco seu 

papel durante a fermentação. Foi verificado que a produção de EPS por P. freurenrechii é 

linhagem-dependente, a partir da avaliação de 68 linhagens. Ademais, tanto as condições de 

fermentação quanto a composição do meio de cultivo podem influenciar na produção de EPS 

(Deutsch et al., 2010). Para a cepa P. acidipropionici DSM4900 cultivada em leite microfiltrado, 

as condições otimizadas para produção de EPS foram: temperatura de 23 ºC, pH 6 e extrato de 

levedura a 3 g/L (Gorret et al., 2001a). Entretanto, não foi encontrado na literatura qualquer relato 

sobre o possível papel do EPS durante o processo de imobilização celular de Propionibacterium. 

A avaliação e otimização deste processo poderia levar a maior densidade celular e, 

consequentemente, maior produção de ácido propiônico durante o processo fermentativo. 

 

3.7. Considerações gerais: 

 

 Apesar de diversas abordagens para se aumentar a produtividade e o rendimento e na 

produção de ácido propiônico em processos fermentativos, ainda não foram encontradas 

estratégias que tornem este bioprocesso comercialmente competitivo. Dentre os principais desafios 

a serem superados para que este objetivo seja alcançado estão: (1) O custo da fonte de carbono 

(substrato) e : (2) A baixa produtividade do ácido orgânico. 

 Para contornar o alto custo da fonte de carbono, alternativas renováveis e de baixo custo 

têm sido adotadas. No Brasil, existem abundantes matérias-primas, sob a forma de resíduos, 
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provenientes da produção de açúcar e etanol a partir da cana-de-açúcar, que são o bagaço e o 

melaço da cana-de-açúcar. O país é o maior produtor de cana-de-açúcar do mundo, tendo 

alcançado a marca de 730 milhões de toneladas na safra de 2013/2014 (AL Rocha et al., 2016). 

Estima-se que a produção de etanol de primeira geração no Brasil foi aumentada em 4,5 vezes 

entre 2000 e 2010 (Maeda et al., 2013). O principal resíduo proveniente do processamento da cana-

de-açúcar é o bagaço, composto majoritariamente por celulose (32-44 %) e hemicelulose (27-

32 %) (Soccol et al., 2010). Estes polissacarídeos são ricos em hexoses e pentoses e atualmente 

existe uma corrida para a utilização destes açúcares como fonte de carbono/substrato para a 

produção de diversas moléculas, como biocombustíveis e ácidos orgânicos, principalmente devido 

ao seu potencial baixo custo (Feng et al., 2011; Okano et al., 2010).  

Dentre as estratégias para o aumento da produtividade e maior robustez celular, a 

imobilização de células apresenta-se como a mais promissora. Diversas matrizes de imobilização 

são utilizadas na promoção de maior densidade celular e, consequentemente, maior produtividade. 

Dentre elas, destacam-se o alginato e o leito fibroso (Rickert et al., 1998, Jiang et al., 2011). 

Entretanto, ambas as matrizes apresentam desvantagens que dificultam a aplicação na produção 

de ácido propiônico. No caso do alginato, a baixa resistência ao meio ácido dificulta sua aplicação 

na produção de ácidos orgânicos (Rickert et al., 1998). Já o leito fibroso, apesar de apresentar 

interessantes valores de produtividade e rendimento, possui complexa configuração reacional. A 

presença de uma matriz fibrosa externa ao vaso do biorreator, aliada à presença de conexões e 

bombas peristálticas para circulação do meio, tornam esta matriz economicamente desfavorável e 

com maior probabilidade de contaminação. Nesse contexto, torna-se interessante a obtenção de 

novas matrizes de imobilização celular que contornem os problemas supra citados. A possibilidade 

de criação de uma matriz desenhada de forma otimizada para determinado bioprocesso seria 

altamente vantajosa. Outras caraterísticas altamente desejáveis para essa matriz também incluem: 

não toxicidade; alta razão área-volume; alta capacidade de adesão célula-matriz; resistência a 

meios ácidos; resistência a altas e baixas temperaturas; resistência à agitação mecânica; re-

utilização com a manutenção destas características e, finalmente, baixo custo. 

 Por outro lado, cepas produtoras de EPS podem ser interessantes quando a imobilização 

celular é utilizada como estratégia para obtenção de maior produtividade. Poucos trabalhos 

avaliaram a produção de EPS e seu possível papel na adesão celular em Propionibacterium 

(Deutsch et al., 2010; Dobruchowska et al., 2008). Para tal, uma caracterização mais completa da 
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produção deste biopolímero durante o processo fermentativo torna-se fundamental. Algumas cepas 

de P. acidipropionici e P. freudenreichii foram estudadas; entretanto, cada cepa parece produzir 

diferentes composições de EPS (Deutsch et al., 2010). Ademais, não foram encontrados relatos na 

literatura sobre o papel do EPS em processos fermentativos contendo células imobilizadas, lacuna 

esta que estimulou o desenvolvimento da presente Tese de doutorado.  

 Neste contexto, a presente tese de doutorado busca contribuir para a resolução destas 

lacunas na literatura. A ausência da geração de novas matrizes para imobilização celular motivou-

nos a buscar alternativas, principalmente devido às diversas características vantajosas deste tipo 

de processo fermentativo. Ao mesmo tempo, verificou-se uma grande expansão da tecnologia 

chamada de manufatura aditiva. Também conhecida como impressão 3D, esta técnica mostrou-se 

eficaz no design e impressão de qualquer tipo de suporte, a partir de diferentes materiais e com 

baixo custo. Portanto, esta tecnologia poderia suprir a lacuna existente no estado da arte da 

imobilização celular em bioprocessos. 
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CAPÍTULO 4: MATERIAL E MÉTODOS 
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4.1. Ativação das linhagens de Propionibacterium 

 As linhagens Propionibacterium acidipropionici CIP 53.164, P. freudenreichii 59.32 e P. 

jensenii 103028T foram obtidas a partir do banco de cepas francês Collection de l'Institut Pasteur 

(C.I.P), mantidas sob a forma liofilizada e armazenadas em ampolas, devidamente lacradas sob 

abrigo de luz. Estas linhagens foram reativadas seguindo a recomendação do C.I.P em tubos de 

ensaio contendo alíquotas do meio BHI (Brain Heart Infusion) (Tabela 4.1) suplementado com 

hemina, para promoção da ativação e do crescimento microbiano anteriormente liofilizado.  

 A etapa de ativação foi realizada em mesa inoculadora, sob condições assépticas e em 

microanaerobiose, condição necessária para microrganismos anaeróbios facultativos como 

Propionibacterium spp. As bactérias foram incubadas por 48 h a 30 ºC e sem agitação. 

 

Tabela 4.1: Composição do meio de ativação para Propionibacterium 

Composição Concentração (g/L) 

Hemina 0,1 

Digerido enzimático de 

gelatina 

10,0 

Cloreto de sódio 5,0 

Glicose 2,0 

Fosfato dissódico de hidrogênio 2,5 

Ágar 13,5 

BHI 17,5 

 

 Após a etapa de ativação, uma alíquota do meio de ativação contendo células foi adicionada 

ao meio de crescimento (Tabela 4.2). Esta suspensão celular foi incubada a 30 ºC por 72 h. Ao 

final do crescimento celular, os microrganismos foram verificados quanto a sua morfologia pela 

técnica de GRAM, onde verificou-se a presença de bastonetes GRAM positivos, característica 

deste gênero microbiano. As células foram então adicionadas em solução estéril de glicerol a 30 % 

e armazenados a – 80 ºC. 

 

Tabela 4.2: Composição do meio de crescimento para Propionibacterium 

Composição Concentração (g/L) 

Extrato de levedura 10,0 

Soja tripsinizada (Tryptic soy broth - TSB) 5,0 

Sulfato de manganês 0,05 

Fosfato de potássio dibásico 2,5 

4.2. Fermentação em Frascos  
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A metodologia experimental utilizada para produção de ácido propiônico foi empregada, 

inicialmente, através de frascos de penicilina para posterior validação das condições ótimas em 

biorreator instrumentado, segundo procedimento de ampliação de escala. Inicialmente, frascos de 

penicilina contendo 50 mL de meio TSB (digerido pancreático de caseína, 17 g/L; digerido 

enzimático de soja, 3 g/L; NaCl, 5 g/L; K2HPO4 , 2,5 g/L e glicose, 5 g/L), previamente esterilizado 

por 20 min a 121 ºC, foram inoculados com uma colônia de Propionibacterium sp., para a obtenção 

do cultivo inicial visando estudos de padronização do tempo de propagação celular. O head space 

do frasco foi preenchido com nitrogênio gasoso estéril por 1 minuto. 

As condições de cultivo em incubadora foram: temperatura de 32 °C, sem agitação, por até 

168 horas. Para atingir o crescimento celular, o meio de fermentação foi composto de: fonte de 

carbono (glicose, glicerol, frutose, celobiose ou galactose), 20 g/L; extrato de levedura, 10 g/L; 

TSB 5 g/L; MnSO4, 0,05 g/L e  K2HPO4 0,25 g/L . O pH foi ajustado para neutralidade com adição 

de solução de NaOH 2 M. 

Para produção de ácido propiônico em meio sintético, com as concentrações citadas 

anteriormente, o meio de fermentação foi inoculado com 10 % (v/v) de inóculo e incubado, sob 

condições de agitação, pH e temperatura previamente definidas. 

 

4.3. Preparação da matriz de imobilização Poraver 

 Inicialmente, microesferas (beads) de Poraver (Dennert, Alemanha) entre 6-8 mm de 

diâmetro foram selecionadas e pesadas. Cinquenta gramas da matriz de imobilização foram 

lavadas exaustivamente com água destilada e secas a 105 ºC por 2h. Enquanto isso, uma solução 

de polietilenoimino ramificado (branched PEI) a 2% (p/v) em água foi preparada. Devido à alta 

viscosidade do polímero, o mesmo foi solubilizado manualmente e em água destilada pré-

aquecida. Após o ajuste do pH da solução para a neutralidade, as beads de Poraver foram 

submergidas e autoclavadas por 20 min a 121 ºC. O processo de autoclavagem mostrou-se 

importante para a completa submersão das beads, visto que as mesmas apresentam densidade 

menor que a da água. 

 Após o processo de autoclavagem, as beads de Poraver foram lavadas e secas para a 

remoção do PEI não ligado. A matriz PEI-Poraver foi então adicionada à coluna para o início da 

preparação da fermentação ou armazenadas à temperatura ambiente em frasco fechado. 
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4.4. Fermentação com imobilização celular em Poraver beads 

 A coluna contendo Poraver foi conectada ao vaso do biorreator através de mangueiras de 

silicone. Todo o sistema (biorreator e coluna) foi preenchido com água destilada e esterilizados 

por autoclavagem por 30 min a 121 ºC. Após o processo de esterilização, o sistema foi levado ao 

fluxo laminar e a água destilada foi removida do mesmo, para a subsequente adição de meio 

contendo glicose (ambos autoclavados separadamente). 

 Ainda em ambiente estéril, um filtro de 0,2 m (Millipore, USA) foi adicionado à saída 

para nitrogênio gasoso e o vaso reacional foi conectado à coluna contendo as beads de Poraver. Já 

na bancada de fermentação, o biorreator foi conectado ao controle de pH, temperatura e agitação. 

O pré-inóculo foi adicionado em condições assépticas na concentração de 10 % (v/v). As condições 

de fermentação para produção de ácido propiônico foram as seguintes: Temperatura de 32 ºC, 

manutenção em pH 6,5 pela adição de hidróxido de amônio 28 % (p/v) e 200 rpm. Amostras de 1 

a 2 mL foram coletadas em intervalos regulares e centrifugadas por 5 min a 10,000 rpm. O 

sobrenadante foi coletado para quantificação de substrato e produtos de fermentação. O pellet foi 

ressuspenso no mesmo volume do sobrenadante em água destilada para dosagem de concentração 

celular por densidade óptica em espectrofotômetro. 

 

 

 

4.5. Microscopia eletrônica de varredura 

Para a microscopia eletrônica de varredura (MEV) de células livres, estas foram 

centrifugadas por 5 min a 5000 rpm e lavadas com PBS por 3 vezes. Após a lavagem, o pellet foi 

fixado em solução contendo glutaraldeído 2,5 % (grau 1) em tampão cacodilato de sódio 0,1 M 

pH 7,2 por 60 min. Em seguida, as células foram aderidas em lamínulas quadradas previamente 

revestidas com poli-L-lisina por 30 min. Após a adesão, as células foram pós-fixadas com  

tetróxido de ósmio 1 % (p/v) em solução de 1,25 % ferrocianeto de potássio (p/v), 5 mM CaCl2 

em tampão cacodilato 0,1 M por 30 min. Ao término da pós-fixação, as células foram lavadas duas 

vezes com tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2 e desidratadas em concentrações crescentes 

de etanol (30 %, 50 %, 70 %, 90 % e três vezes de 100 %) durante 10 min cada. Ao final, as 

amostras foram submetidas à secagem pelo método do ponto crítico. A montagem foi realizada em 

suportes metálicos e as amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro. Finalmente, 
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estas foram observadas ao microscópio eletrônico de varredura, modelo FEI-Quanta, localizado 

no Laboratório de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer do Instituto de Biofísica Carlos Chagas 

Filho/ UFRJ (Goodhew et al., 2001). 

Ao fim da fermentação das células imobilizadas em 3DP beads, estas foram removidas do 

reator e lavadas com tampão fosfato (PBS) pH 7,2. As células foram fixadas por 30 min com 

solução contendo 2,5 % (p/v) glutaraldeído e 2 % (p/v) paraformaldeído em tampão cacodilato 0,1 

M pH 7,2. Após a lavagem das células não aderidas, as beads foram cortadas ao meio com uma 

lâmina, para verificar a imobilização celular na superfície e dentro da matriz de imobilização.  

As beads foram então desidratadas em 30, 50, 70 e 100 % de etanol por 10 min cada. Após 

a secagem por ponto crítico padrão, as beads foram então aderidas aos stubs, cobertas com uma 

fina camada de ouro por 60 segundos e visualizadas em alto-vácuo no microscópio eletrônico 5kV 

Hitachi SU3500. 

 

4.6. Impressão 3D de matriz de imobilização celular  

A produção das beads impressas em 3D por sinterização a laser foi realizada utilizando-se 

o sistema de manufatura aditiva  EOS Formiga P110 (Krailling, Alemanha). Neste equipamento, 

utilizou-se a poliamida 2200, um tipo de nylon 12, utilizando-se a tecnologia de fusão de leito em 

pó chamada sinterização seletiva a laser.  

A partir da sinterização seletiva a laser, foi realizada a impressão em camadas a partir de 

um molde virtual produzido no formato CAD (computer aided design). Depois de alguns testes, 

foram selecionadas beads com diâmetros entre 15 e 30 mm. Estas beads foram impressas com 

estrutura em grade de 0,6 mm, 1 mm, e 1,5 mm de espessura. Ademais, o espaçamento das grades 

foi impresso em intervalos de 1 a cerca de 4 mm, com incrementos de 0,5 mm. Ao término da 

impressão, as beads foram retiradas do equipamento e o pó residual não fundido foi removido com 

o auxílio de uma pistola de ar comprimido. 

 Opcionalmente, as beads foram tratadas com solução de Polietilenoimino (PEI) a 2 %, 

conforme protocolo descrito para o tratamento da matriz Poraver. 

 

4.7. Quantificação de células imobilizadas em matriz 3D 
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 A imobilização celular foi quantificada de acordo com o procedimento de Gross e 

colaboradores, porém adaptado para as beads impressas em 3D (Gross et al., 2007). Ao final da 

fermentação as beads foram lavadas e imersas em banho com água destilada por 10-30 segundos 

para remoção de células pouco e não aderidas. Logo após, as beads foram secas em cerca de 65 ºC 

por cerca de 30 min. Para coloração das células imobilizadas, as beads foram submersas em uma 

solução contendo cristal violeta a 0,1 % por cerca de 30 min a 25 ºC. Após a lavagem em água 

destilada, as beads foram secas por 1 h a 37 ºC. Em seguida, as amostras foram submergidas em 2 

ml de uma solução de acetona/etanol (1:4 v/v) por 10 min em agitação branda. A fração líquida 

foi coletada e a absorvância foi medida em 540 nm em espectrofotômetro.  

 

4.8. Fermentação em biorreator instrumentado por células livres 

 

As fermentações em condições controladas de temperatura, pH e agitação foram realizadas 

utilizando-se um biorreator modelo Bioflo & Celligen 310 (New Brunswick, USA). Novecentos e 

cinquenta mililitros de meio de cultivo foram autoclavados em vaso de 2 L por 30 minutos a 0,5 

atm. A fonte de carbono foi autoclavada, separadamente, nas mesmas condições.  O pré-inóculo 

foi cultivado em 200 mL de meio de fermentação por 96 h, nas mesmas condições de fermentação 

em frasco. Em condições assépticas, a fonte de carbono e o pré-inóculo foram adicionadas ao vaso 

de cultivo. As condições de fermentação em batelada simples foram: temperatura de 32 ºC, 

agitação de 200 rpm e pH 6,5, mantido através da adição controlada de 4 M de NH4OH estéril. Em 

tempos programados, alíquotas de 2 mL foram retiradas. Após centrifugação por 10 min a 10.000 

rpm, o sobrenadante foi armazenado em -20 ºC para posterior quantificação de açúcar e ácidos 

orgânicos. O pellet foi ressuspenso em igual volume de água destilada e a densidade óptica da 

suspensão foi obtida através da leitura em espectrofotômetro, no comprimento de onda de 600 nm. 

 O cálculo do rendimento do processo de produção de ácido propiônico foi calculado a partir 

da seguinte equação: 

 

YP/S = -(P/S) = (P – P0)/(S0 – S) 

Sendo: 

  P: Concentração final de ácido propiônico (g/L) 

P0: Concentração inicial de ácido propiônico (g/L) 
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S: Concentração final de substrato (g/L) 

S0: Concentração inicial de substrato (g/L) 

 

 O cálculo da produtividade volumétrica do processo de produção de ácido propiônico foi 

calculado a partir da seguinte equação: 

 

QP = (P – P0)/tf 

Sendo: 

P: Concentração final de ácido propiônico (g/L) 

P0: Concentração inicial de ácido propiônico (g/L) 

tf: Tempo de fermentação (h) 

 

 

 

4.9. Pré-tratamento de palha de trigo por explosão a vapor 

 

 Estes experimentos foram realizados sob supervisão do Prof. Mats Galbe, do Departamento 

de Engenharia Química da Universidade de Lund. O protocolo a seguir foi padronizado e está 

presente em diversas publicações do grupo do Prof. Mats Galbe. A palha de trigo apresentou a 

seguinte composição em peso seco: Glucanos 38,6%, xilanos 25,8%, arabinanos 3,9%, lignina 

20,4% e cinzas 4,4%.  

Cerca de 1 kg de palha de trigo previamente moída (5-10 mm) foi adicionada em 19 L de 

água a 40 ºC. A mistura foi mantida a temperatura ambiente overnight. No dia seguinte, o material 

foi adicionado em uma câmara de pressão, onde a palha de trigo foi submetida a 9,4 bar por 3 min 

(Figura 4.2A). O material seco foi adicionado à câmara de explosão a vapor, sob as seguintes 

condições: 190 ºC, 16 bar por 10 min (Figura 4.2B). Após a etapa de explosão a vapor, a remoção 

da fração líquida foi realizada novamente na câmara de pressão, de forma a obter-se a fração sólida 

(torta). 
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Figura 4.1: Etapas do pré-tratamento de palha de trigo por explosão a vapor. (A) câmara de pressão, 

(B) Câmara de explosão a vapor e (C) frações sólida e líquida da palha de trigo após pré-tratamento 

alcalina. 

 

A composição da palha de trigo após a explosão a vapor foi avaliada conforme protocolo 

padronizado do laboratório e previamente publicado (Erdei et al., 2013). A seguinte composição 

foi obtida, conforme a Tabela a seguir: 
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Tabela 4.3. Composição da palha de trigo após pré-tratamento por explosão a vapor 

Fração sólida  Percentual (%) 

Glucanos 51,4 

Xilanos 5,6 

Lignina solúvel 2,0 

Lignina insolúvel 29,2 

Cinzas 5,0 

Outros 6,8 

Fração líquida  g/L 

Glicose 4,0 

Xilose 30,0 

Arabinose 6,7 

Sub-produtos g/L 

Furfural 2,8 

5-hidroximetil-2-furaldeído 0,3 

Ácido acético 3,6 

Ácido fórmico 0,7 

 

 A torta (celulignina) foi lavada com água até o pH de 6,5 ser obtido. Após secagem a 65 

ºC overnight, o material foi adicionado uma solução de NaOH 0,25 M, na razão 1:21 (g/mL). O 

pré-tratamento alcalino foi realizado por 30 min a 121 ºC em autoclave. O material coletado foi 

lavado em água destilada e posteriormente filtrado em bomba a vácuo. Os sólidos foram secos por 

48 h a 65 ºC (Figura 4.2C) 

A fração celulósica foi então submetida à hidrólise enzimática, conforme Heng et al., 2016. 

Para tal, foi utilizada a enzima comercial Celluclast 1.5L (glucanases, mínimo 700 unidades/g; 

Novozymes, Dinamarca), suplementada ou não com Novozym 188 (-glicosidase, mínimo 250 

unidades/g; Novozymes, Dinamarca) em tampão citrato 0,05 M pH 4,8. As condições de hidrólise 

enzimática foram: Substrato 2,5 % (p/v); Celluclast 1.5L 1 % (v/v); Novozym 188 0,25 % (v/v); 

temperatura de 50 ºC por 72 h, em shaker sob agitação a 160 rpm. Em tempos pré-determinados, 

uma alíquota foi coletada, centrifugada por 5 min a 8000 rpm, filtrada em filtro de seringa 0,22 
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m e analisada em CLAE. A fermentação da fração C6 deste hidrolisado foi realizada em batelada 

simples por células de P. acidipropionici, conforme descrito na seção 4.4. 

 

 

4.10. Métodos analíticos 

Para análise de açúcares e ácidos orgânicos, o sobrenadante coletado em intervalos 

regulares foi diluído 10x em água destilada e adicionou-se ácido sulfúrico na concentração final 

de 2 %.  Este sobrenadante foi então submetido a filtração em membrana de polipropileno com 

uma porosidade de 0,22 m. As amostras foram então congeladas a -20 ºC para posterior 

quantificação por CLAE. 

Em todos os procedimentos de amostragem, foi observado o máximo rigor asséptico, em 

cabine de fluxo laminar. Inicialmente, uma curva padrão correlacionando a massa seca das células 

com a absorvância foi construída para determinação da concentração de massa celular, através da 

correlação entre a concentração de células seca e absorvância. As concentrações de açúcares foram 

determinadas por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em cromatógrafo Jasco (Tóquio, 

Japão) equipado com detector de índice de refração (IR) (ERC, Kawaguchi, Japão) e com 

amostrador inteligente Jasco. A separação dos compostos foi realizada em coluna cromatográfica 

Aminex HPX-87H conectada à uma coluna guarda (Biorad, Richmond, CA, EUA). A temperatura 

da coluna foi mantida em 60 ºC (Shimadzu, Japão) e 40 l de amostra foi injetada em fase móvel 

aquosa contendo 5 mM de H2SO4 a 0,6 mL/min. Os tempos de retenção de glicose, ácido 

propiônico, ácido acético e ácido succínico foram de 13,3, 25,5, 21,8 e 16,5 min, respectivamente. 

Um cromatograma representativo da quantificação do substrato e produtos pode ser observado na 

Figura 4.1: 
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Figura 4.2: Cromatograma representativo monstrando a separação e quantificação de açúcares 

(glicose), ácido succínico, ácido acético e ácido propiônico. 

 

 

 As concentrações das substâncias analisadas nas amostras foram calculadas por 

comparação com padrões externos de concentração conhecida, com áreas cromatográficas 

calculadas pelo próprio equipamento.  
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CAPÍTULO 5:  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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 Os resultados obtidos na presente tese de doutoramento estão organizados da seguinte 

forma: Primeiramente, estão descritos os resultados não publicados, que versam sobre os 

experimentos preliminares e maior compreensão do processo fermentativo envolvendo as três 

cepas de Propionibacterium: P. acidipropionici C.I.P 53.164, P. freudenreichii C.I.P 59.32 e P. 

jensenii C.I.P 103028T. Foi realizada a ativação inicial destas cepas, assim como curvas de 

crescimento e fermentação em frascos de penicilina. Diversas fontes de carbono foram avaliadas, 

como glicose, glicerol, frutose, celobiose e galactose.  

 Da mesma forma, análises ultraestruturais das três cepas foram realizadas, nas quais os 

microrganismos foram caracterizados morfologicamente por microscopia eletrônica de 

transmissão e varredura. Ademais, foi verificado que apenas P. freudenreichii foi capaz de secretar 

uma substância polimérica, posteriormente identificada, quantificada e caracterizada como sendo 

exopolissacarídeo (EPS).  

 O uso de um substrato de origem lignocelulósica também foi investigado. Para tal, foi 

utilizada a palha de trigo, cujo pré-tratamento contendo etapas de steam explosion, pré-tratamento 

alcalino e posterior hidrólise enzimáticas foram realizadas. A fração celulósica hidrolisada sob a 

forma de glicose e celobiose foi fermentada por Propionibacterium para produção de ácido 

propiônico. 
 Nesta sessão também estão anexados dois manuscritos (um publicado e outro submetido e 

em revisão) e um pedido de patente, resultados de todo o período de trabalho na presente tese de 

doutorado. O primeiro manuscrito, publicado na revista Bioresource Technology, registra pela 

primeira vez a possibilidade de utilização da tecnologia de impressão em 3D na construção de 

matriz de imobilização celular aplicada a processos fermentativos. Este trabalho também deu 

origem ao pedido de patente, devidamente depositado no Instituto Nacional da Propriedade 

Industrial (INPI). Por fim, o segundo trabalho, submetido ao Journal of Applied Microbiology e 

sob revisão, versa sobre a produção de EPS por P. freudenreichii e seu papel na adesão celular. 

Foi investigada a produção de EPS em fermentação por células imobilizadas em matriz de Poraver. 

 

 

5.1. Fermentação em frascos de penicilina 
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Inicialmente, o crescimento celular foi realizado utilizando-se 20 g/L de glicose em meio 

para Propionibacterium. Nas primeiras 25 h, verificou-se um rápido crescimento celular para P. 

acidipropionici (Figura 5.1A), enquanto P. freudenreichii e P. jensenii atingiram a maior 

concentração celular em 75 e 100 h, respectivamente (Figura 5.1B e C).  Por outro lado, as 

concentrações máximas de ácido succínico e ácido acético foram mantidas baixas em todas as 

cepas, em cerca de 1,6 e 3,0 g/L, respectivamente. 

 Foi verificado um padrão semelhante de produção de ácido propiônico em batelada simples 

realizada em frascos de penicilina, mesmo o consumo total de glicose tendo sido obtido apenas 

com P. freudenreichii e P. jensenii. O rendimento da fermentação, calculado pela razão entre ácido 

propiônico produzido e substrato consumido, foi superior para P. jensenii e P. acidipropionici 

(0,53 e 0,49 g/g, respectivamente). Observa-se na Tabela a seguir os principais parâmetros 

cinéticos desta fermentação: 

 

Tabela 5.1: Parâmetros cinéticos de fermentação de GLICOSE em frasco de penicilina. 

 

Variáveis de Resposta P. acidipropionici P. freudenreichii P. jensenii  

Glicose inicial (g/L) 23,7 21,7 21,3 

Glicose final (g/L) 3,4 0,2 0,2 

 consumo glicose (%) 86 99 99 

Ácido propiônico (g/L) 10,9 10,8 11,6 

Ácido acético (g/L) 2,4 2,6 3,0 

Ácido succínico (g/L) 1,6 1,1 1,0 

Y P/S (g/g) 0,49 0,47 0,53 

QP (g/L.h) 0,092 0,092 0,098 

DO final  18,4 16,9 17,9 

  *YP/S: rendimento, medido pela razão entre a concentração final de ácido propiônico e o substrato 

consumido; QP: produtividade volumétrica, medida em gramas de produto por litro de meio e por 

hora. 
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Figura 5.1: Batelada simples em frasco de penicilina contendo 20 g/L de GLICOSE. P. 

acidipropionici (A), P. freudenreichii (B), P. jensenii (C). Glicose – linha verde; ácido propiônico 

– linha vermelha; ácido acético – linha cinza; ácido succínico – linha azul; DO600nm – linha preta. 



63 

 

 Outro substrato avaliado foi o glicerol, substrato conhecido por promover a produção de 

ácido propiônico quase livre dos subprodutos ácido acético e ácido succínico (Wang et al., 2013). 

Conforme Figura 5.2, verificou-se um consumo parcial deste substrato, mesmo em quase 190 h de 

tempo de fermentação. Entre 46 e 57 % de glicerol foi consumido em batelada simples. O maior 

rendimento foi obtido por P. acidipropionici (0,67 g/g), enquanto a maior produtividade foi 

alcançada por P. acidipropionici e P. freudenreichii (0,048 g/L.h). O maior estado redox do 

glicerol, quando comparado à glicose, foi capaz de promover maior rendimento e seletividade 

(medida pela razão ácido propiônico/ ácido acético), visto que este substrato não necessita ser 

parcialmente consumido para geração de NADH oriundo da via do succinato (ver Figura 3.4 do 

Capítulo 3). Entretanto, uma menor produtividade também foi obtida, visto que este substrato 

precisa ser modificado para ser incorporado à via glicolítica do microrganismo.  

 

Tabela 5.2: Parâmetros cinéticos de fermentação de GLICEROL em frasco de penicilina 

 

Variáveis de resposta        P. acidipropionici P. freudenreichii P. jensenii  

Glicerol inicial (g/L) 24,2 23,7 22,7 

Glicerol final (g/L) 11,8 10,1 12,2 

 consumo glicerol (%) 51 57 46 

Ácido propiônico (g/L) 9,0 9,0 7,1 

Ácido acético (g/L) 0 0 0 

Ácido succínico (g/L) 1,2 1,2 1,2 

Y P/S (g/g) 0,67 0,62 0,62 

QP (g/L.h) 0,048 0,048 0,038 

DO final  10,3 9,9 7,8 
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Figura 5.2: Batelada simples em frasco de penicilina contendo 25 g/L de GLICEROL. P. 

acidipropionici (A), P. freudenreichii (B), P. jensenii (C). Glicerol – linha verde; ácido propiônico 

– linha vermelha; ácido acético – linha cinza; ácido succínico – linha azul; DO600nm – preto. 
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 De forma a avaliar a possibilidade de metabolização de outras hexoses além da glicose, 

foram realizadas bateladas simples em frascos de penicilina para avaliação do consumo de frutose 

e galactose como substrato. Ao final da fermentação, o menor consumo de frutose foi observado 

em P. acidipropionici (75 %), enquanto o maior consumo ocorreu em P. freudenreichii (87 %). 

Por outro lado, ambas as cepas produziram cerca de 10 g/L de ácido propiônico, o que levou a um 

maior rendimento observado para a primeira (0,52 vs 0,39 g/g) (Figura 5.3). Ambas as cepas 

obtiveram produtividade semelhante, porém significativamente inferior quando comparado à 

glicose (0,057 vs 0,092 g/L.h). A concentração de ácido succínico foi mantida abaixo de 0,6 g/L, 

enquanto a concentração de ácido acético obtida foi de até 3,8 g/L para P. jensenii. Os parâmetros 

da fermentação estão relatados na Tabela 5.3. 

 

Tabela 5.3: Parâmetros cinéticos de fermentação de FRUTOSE em frasco de penicilina 

 

Variáveis de Resposta P. acidipropionici P. freudenreichii P. jensenii  

Frutose inicial (g/L) 21,8 24,5 21,0 

Frutose final (g/L) 5,4 3,1 4,7 

consumo frutose (%) 75 87 78 

Ácido propiônico (g/L) 10,0 9,8 8,9 

Ácido acético (g/L) 2,8 3,6 3,8 

Ácido succínico (g/L) 0,6 0,5 0,4 

Y P/S (g/g) 0,52 0,39 0,46 

QP (g/L.h) 0,058 0,057 0,052 

DO final  18,0 27,4 18,4 
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Figura 5.3: Batelada simples em frasco de penicilina contendo 25 g/L de FRUTOSE. P. 

acidipropionici (A), P. freudenreichii (B), P. jensenii (C). Frutose – linha verde; ácido propiônico 

– linha vermelha; ácido acético – linha cinza; ácido succínico – linha azul; DO600nm – preto. 
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 Quando a galactose foi utilizada como fonte de carbono, verificou-se um lento consumo 

deste substrato (Figura 5.4). Em 209 h, apenas 51% do substrato foi consumido por P. jensenii, 

enquanto as outras cepas utilizaram um percentual ainda menor, de 41%. Este resultado pode 

indicar que a galactose não seria um substrato ideal para produção de ácido propiônico por estas 

estas espécies. Esta informação pode ser relevante, visto que alguns tipos de matérias-primas 

renováveis, como biomassa marinha, são ricos em galactose e apresentam potencial uso em 

bioprocessos (Yanagisawa et al., 2013). A produtividade obtida em todas as 3 cepas foi 

relativamente baixa, de cerca de 0,025 g/L.h. O consumo parcial de galactose também foi 

responsável pelo baixo crescimento celular, cuja DO de 8,6 foi obtida por P. freudenreichii.  

 Verificou-se um rendimento (YP/S) relativamente alto durante a fermentação de galactose. 

O menor rendimento foi obtido por P. jensenii (0,44 g/g), enquanto o maior rendimento foi 

observado em P. acidipropionici e P. freudenreichii (0,48 g/g). Por outro lado, a concentração 

final obtida de ácido propiônico foi de apenas 4,6 g/L para P. acidipropionici, 5,2 g/L para P. 

freudenreichii  e 6,1 g/L para P. jensenii. Os parâmetros da fermentação estão relatados na Tabela 

5.4.  

 

Tabela 5.4: Parâmetros cinéticos de fermentação de GALACTOSE em frasco de penicilina 

 

Variáveis de Resposta P. acidipropionici P. freudenreichii P. jensenii  

Galactose inicial (g/L) 19,4 16,9 17,4 

Galactose final (g/L) 11,4 9,9 8,6 

consumo galactose (%) 41 41 51 

Ácido propiônico (g/L) 4,6 5,2 6,1 

Ácido acético (g/L) 1,3 1,9 2,0 

Ácido succínico (g/L) 0,4 0,5 0,4 

Y P/S (g/g) 0,48 0,48 0,44 

QP (g/L.h) 0,022 0,025 0,029 

DO final  2,4 8,6 4,2 
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Figura 5.4: Batelada simples em frasco de penicilina contendo 20 g/L de GALACTOSE. P. 

acidipropionici (A), P. freudenreichii (B), P. jensenii (C). Galactose – linha verde; ácido 

propiônico – linha vermelha; ácido acético – linha cinza; ácido succínico – linha azul; DO600nm – 

preto. 
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 Após esta análise inicial de potenciais fontes de carbono monoméricas, além do glicerol, 

buscou-se verificar se bactérias do gênero Propionibacterium seriam capazes de fermentar 

dissacarídeos. Devido ao potencial uso de matéria-prima de origem lignocelulósica para produção 

de ácido propiônico, foram realizadas fermentações em frascos de penicilina contendo celobiose 

como fonte de carbono. Sabe-se que este dissacarídeo é comumente produzido durante as etapas 

de pré-tratamento e hidrólise enzimática do material lignocelulósico por celulases. Durante o 

processamento da porção celulósica da biomassa vegetal, a hidrólise incompleta do polímero ou 

ausência de beta-glicosidases pode gerar quantidades significativas de celobiose, o que tornaria a 

avaliação da fermentação desta molécula interessante. 

 

Tabela 5.5: Parâmetros cinéticos de fermentação de CELOBIOSE em frasco de penicilina 

 

Variáveis de Resposta P. acidipropionici P. freudenreichii P. jensenii  

Celobiose inicial (g/L) 30,1 29,7 16,1 

Celobiose final  (g/L) 5,8 7,5 9,9 

 consumo celobiose (%) 81 75 39 

Ácido propiônico (g/L) 7,8 7,0 4,4 

Ácido acético (g/L) 2,7 2,6 1,1 

Ácido succínico (g/L) 0,4 0,4 0,3 

Y P/S (g/g) 0,30 0,32 0,62 

QP (g/L.h) 0,058 0,056 0,024 

DO final  25,4 25,6 21,7 

 

 Conforme verificado na Figura 5.5, todas as cepas foram capazes de consumir a celobiose. 

Entretanto, um consumo mais vigoroso pode ser observado apenas nas cepas P. acidipropionici e 

P. freudenreichii, onde até 81 % do substrato foi utilizado. Dessa forma, ambas as cepas 

produziram cerca de 7 g/L de ácido propiônico, em um rendimento menor quando comparado à 

glicose. Ademais, a produtividade desta fermentação foi consideravelmente inferior quando 

comparada à fermentação utilizando-se glicose, o que pode ser justificado pela etapa extra de 

clivagem da celobiose em duas moléculas de glicose. No caso de P. jensenii, não obteve-se sucesso 

na fermentação com 30 g/L de celobiose (resultados não mostrados). Devido a hipótese de possível 

inibição pelo substrato, reduziu-se pela metade a concentração deste substrato. Neste caso, foi 

consumido 39 % do total de celobiose no meio, o que levou a uma baixa produtividade e produção 

de ácido propiônico por esta cepa. Possíveis diferenças no genoma poderiam explicar esta 
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diferença; entretanto a literatura apenas apresenta o genoma completo sequenciado e anotado de 

P. acidipropionici e P. freudenreichii (Parizzi et al., 2012; Falentin et al., 2010).  
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Figura 5.5: Batelada simples em frasco de penicilina contendo 30 ou 15 g/L de CELOBIOSE. P. 

acidipropionici (A), P. freudenreichii (B), P. jensenii (C). Celobiose – linha verde; ácido 

propiônico – linha vermelha; ácido acético – linha cinza; ácido succínico – linha azul; DO600nm – 

preto. 
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5.2. Análise ultraestrutural das cepas de Propionibacterium  

 O próximo passo consistiu na avaliação da morfologia celular através da técnica de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). Apesar de as bactérias do gênero Propionibacterium 

serem conhecidas como bastonetes Gram positivos com cerca de 2 m de comprimento, verificou-

se que adaptações ao ambiente ácido podem provocar mudanças na morfologia celular 

(Suwannakham et al., 2005; Jan et al., 2001). Dentre estas adaptações, destacou-se uma maior 

razão entre o comprimento e a largura do bacilo. Esta adaptação, possivelmente, seria responsável 

por uma maior adaptação promovida por ambiente com baixo valor de pH (Suwannakham et al., 

2005).  

Ademais, verificaram-se poucos trabalhos na literatura onde uma caracterização 

microscópica em alta resolução foi utilizada em estudos com Propionibacterium. Dessa forma, as 

três cepas até então avaliadas foram submetidas ao protocolo de preparação de amostra para 

microscopia eletrônica de varredura. As células foram coletadas no final da fase exponencial de 

crescimento e primeiramente visualizadas por Gram, para avaliação preliminar de pureza da 

cultura. As cepas foram também diluídas para melhor visualização das células individuais e para 

obter-se amostras em concentração semelhante, o que facilita a análise comparativa. Imagens 

representativas de todas as 3 cepas podem ser observadas na Figura 5.6. 

Conforme observado na Figura 5.6, P. acidipropionici apresentou-se como um bastonete 

com cerca de 2 m. Pequenos agregados celulares podem ser observados (Fig. 5.6A), entretanto a 

maior parte das células encontra-se como unidades independentes ou em divisão celular (Fig. 

5.6B). Por outro lado, a visualização da cepa P. freudenreichii claramente sugere  uma secreção 

de pequenas estruturas no entorno celular (detalhado em 5.6D). Esta substância extracelular 

apresentou-se exclusivamente nesta espécie, além de apresentar-se concentrada próximo a 

agregados celulares (Fig. 5.6C).  

Nas imagens de MEV da cepa P. jensenii, verificou-se a presença de células em formato 

de bastonete, conforme já verificado por coloração de Gram (Fig. 5.6E). Não foram encontrados 

regitros na literatura de fotos de alta resolução para esta espécie de microrganismo. Ademais, esta 

cepa apresentou-se como um bastonete ligeiramente maior que P. acidipropionici (Fig. 5.6F).  Esta 

característica pode ser inerente à espécie microbiana ou ser o resultado de uma adaptação ao 
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ambiente com baixo pH e/ou com alta concentração de ácido propiônico (Suwannakham et al., 

2005). 

 

‘  

Figura 5.6: Análise da morfologia das cepas de Propionibacterium por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). (A-B), P. acidipropionici; (C-D), P. freudenreichii; (E-F), P. jensenii. 



73 

 

Dados na literatura foram reportados para P. freudenreichii subsp. shermanii e outras 

cepas, onde verificou-se a secreção de exopolissacarídeos (EPS) (Deutsch et al., 2010). O EPS 

pode ser secretado durante a fase exponencial de crescimento (Gorret et al., 2001b). Este polímero 

possui propriedades probióticas, além de propiciar características interessantes na textura e 

viscosidade de queijos e iogurtes (Deutsch et al., 2008). Relatos na literatura científica sugerem 

que o gene gtf, responsável pela expressão da enzima polissacarídeo sintase, ocorre no DNA 

genômico. Dessa forma, a diferenciação de cepas produtoras de EPS das não produtoras é definida 

pelo grau de expressão gênica de gtf (Deutsch et al., 2010). Além disso, este polímero também 

pode ser encontrado no entorno celular, o que indicaria um possível papel na proteção celular e 

formação de biofilmes (Roberts et al., 1996). O exopolissacarídeo também mostrou-se capaz de 

formar aglomerados celulares, com possíveis aplicações biotecnológicas como, por exemplo, na 

floculação celular. 

A contínua investigação do papel do EPS na adesão célula-célula e célula-matriz, além de 

sua composição química e concentração no meio de fermentação, resultaram no manuscrito 

número 2 presente nesta tese. Detalhes da composição monomérica do EPS e sua importância na 

imobilização celular em matriz de Poraver durante fermentação em biorreator estão descritos neste 

manuscrito, ao final do presente Capítulo. 

 

5.3. Fermentação por P. freudenreichii imobilizada em Poraver 

 

 Dentre os objetivos do intercâmbio científico na Divisão de Biotecnologia da Universidade 

de Lund (Suécia), sob supervisão da professora Rajni Hatti-Kaul, destacam-se os métodos 

fermentativos utilizando-se células imobilizadas em matriz. Trabalhos anteriores realizados por 

este grupo verificaram que esferas de vidro reciclado (Poraver) poderiam ser utilizadas por P. 

acidipropionici na produção de ácido propiônico a partir de glicerol (Dishisha et al. 2012). Por 

outro lado, esta cepa não possui capacidade de produção de EPS, e foi hipotetizado que este 

polissacarídeo poderia favorecer a adesão celular e promover maior produtividade no biorreator. 

Com isso em mente, a utilização da cepa produtora de EPS P. freudenreichii imobilizada poderia 

ser avaliada, como melhor alternativa para produção de ácido propiônico. 

Inicialmente, buscou-se a comparação entre dois tipos de matriz de imobilização: a matriz 

Poraver sem qualquer tratamento e a mesma matriz tratada com o policátion polietilenoimino 
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(PEI). Este tratamento pode ser importante por adicionar cargas positivas à superfície do material 

de imobilização, o que contribuiria para a imobilização celular (Senthuran et al., 1999). Para tal, a 

mesma quantidade de matriz, tratada ou não tratada com PEI, foi submetida a três ciclos de 

imobilização celular, conforme descrito em Material e Métodos. Logo após, as células 

imobilizadas foram utilizadas na fermentação de 70-80 g/L de glicose, de forma a verificar o 

possível papel do tratamento por PEI neste bioprocesso.  

 Conforme verificado na Figura 5.7B, o microrganismo imobilizado em Poraver foi capaz 

de consumir todo o substrato em cerca de 43 horas, enquanto o mesmo microrganismo imobilizado 

na matriz tratada com PEI consumiu-o em cerca de 63 horas. Este resultado foi surpreendente, 

visto que os trabalhos na literatura em geral reportam a utilização de Poraver tratado com 

policátion para imobilização celular. Uma das hipóteses para a explicação deste resultado 

encontra-se no caráter citotóxico que o PEI pode adquirir (Senthuran et al., 1997). Devido a esta 

característica, a concentração ideal para o uso deste polímero deve ser verificada para cada 

microrganismo. No caso de P. acidipropionici, a concentração ideal foi de 2% (Dishisha et al., 

2012), mesmo valor adotado no presente estudo.  

 Além do consumo mais célere observado na fermentação contendo células imobilizadas 

em Poraver, maior concentração final de ácido propiônico foi obtida, quando comparada à 

produção por células em PEI-Poraver (22,1 vs 19,5 g/L). Este aumento de 13% na produção, 

entretanto, pode ser explicado pela maior presença de substrato inicialmente no meio de cultivo. 

Esta explicação também foi corroborada pelo rendimento idêntico obtido nas duas fermentações, 

de 0,28 g/g de glicose. Por outro lado, verificou-se um aumento de 67% na produtividade do 

processo conduzido com células de P. freudenreichii imobilizadas em matriz não tratada. Este 

aumento de produtividade de 0,309 para 0,515 g/L.h poderia ser explicado pelo menor estresse 

celular devido a ausência do agente estressor PEI (Senthuran et al., 1997). 

 Quando os subprodutos ácido acético e ácido succínico foram analisados, verificou-se uma 

vantagem para a imobilização em Poraver não tratado. A produção de ácido acético em PEI-

Poraver e Poraver não tratado foi de 10,3 e 5,0 g/L, respectivamente. Aparentemente, em Poraver 

os intermédiários do ciclo de Wood-Werkman foram direcionados à produção de ácido propiônico, 

em detrimento de ácido acético. Em geral, a principal causa deste desvio está relacionado ao 

balanço redox intracelular (Chen et al., 2013), que pode ter sido influenciado devido ao estresse 

gerado pela presença de PEI na matriz. A menor produção de ácido acético foi refletida na razão 
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P/A, cujo valor foi aumentado de 1,97 para 4,70. Uma maior razão P/A possui papel relevante nas 

etapas downstream de purificação de ácido propiônico, já que neste caso o ácido propiônico 

encontra-se em concentração relativa maior quando comparado ao ácido acético. Ademais, 

também se observou uma menor produção de ácido succínico por células imobilizadas em Poraver 

não tratado. Nesta matriz, a concentração de ácido succínico atingiu 3,8 g/L, enquanto em PEI-

Poraver alcançou-se a concentração de 6,2 g/L. Todos os valores estão compilados na Tabela 5.6. 

  

Tabela 5.6: Parâmetros cinéticos de fermentação de GLICOSE em biorreator por células de P. 

freudenreichii imobilizadas 

Variáveis de Resposta  PEI-Poraver Poraver 

Glicose (g/L) 70,5 80 

Ácido propiônico (g/L) 19,5 22,1 

Ácido acético (g/L) 10,3 5,0 

Ácido succínico (g/L) 6,2 3,8 

Y P/S (g/g) 0,28 0,28 

QP (g/L.h) 0,309 0,515 

DO final  30,6 34 

 

Estes resultados podem indicar que se deve avaliar criteriosamente o uso do tratamento da 

matriz Poraver para melhoramento da adesão celular. No caso da fermentação por P. 

freudenreichii, observou-se que a utilização do policátion reduziu significativamente a 

produtividade do bioprocesso, indicando que a matriz não tratada poderia ser uma alternativa 

superior à imobilização em matriz tratada. 
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Figura 5.7: Batelada simples em biorreator contendo 70 ou 80 g/L de glicose por P. freudenreichii 

imobilizada em PEI-Poraver (A) ou Poraver (B). Glicose – linha verde; ácido propiônico – linha 

vermelha; ácido acético – linha cinza; ácido succínico – linha azul; DO600nm – preto. 

 

O próximo passo realizado foi a avaliação da importância do pH na fermentação por P. 

freudenreichii imobilizada. Foi utilizada a matriz Poraver tratada com PEI, pois esta é a forma 

tipicamente relatada na literatura e passível de melhor comparação. Para tal, as células 

imobilizadas foram submetidas ao pH 5,5 durante a fermentação de glicose em biorreator. A 
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redução de uma unidade de pH foi responsável pelo consumo mais lento do substrato, que não foi 

totalmente consumido em até 136 h (Figura 5.8). Além disso, observou-se uma razão P/A apenas 

de 1,30 g/g, o que sugere que parte significativa dos intermediários metabólicos foi direcionada à 

produção de ácido acético. Sabe-se que uma maior produção de ATP sintase na membrana de 

Propionibacterium pode ser estimulada em resposta ao baixo pH (Suwannakham et al., 2005), de 

forma a proteger o ambiente intracelular deste aporte extra de prótons. Dessa forma, apesar da 

concentração final de ácido propiônico ser a mesma quando comparada à fermentação em  pH 6,5 

- aproximadamente 20 g/L - a produtividade em ambiente ácido foi significativamente reduzida 

(0,14 vs 0,32 g/L.h). Este resultado corrobora a importância da manutenção do pH próximo a 

neutralidade para produção de ácido propiônico por Propionibacterium. 
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Figura 5.8: Batelada simples em biorreator contendo 70 g/L de glicose por P. freudenreichii 

imobilizada em PEI-Poraver e pH 5,5. Glicose – linha verde; ácido propiônico – linha vermelha; 

ácido acético – linha cinza; ácido succínico – linha azul; DO600nm – preto. 

 

 

5.4. Hidrólise enzimática da palha de trigo 
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 A hidrólise enzimática da palha de trigo foi realizada com as enzimas Celluclast 1.5L e 

Novozyme 188, conforme explicitado no Capítulo 4. Sabe-se que a enzima comercial Celluclast 

1.5L consiste em celulases de Trichoderma reesei ou, majoritariamente, endoglucanases. 

Verificou-se que os principais produtos destas reações enzimáticas consistem em oligossacarídeos, 

celobiose e glicose (Karlsson et al., 2002). Por outro lado, a Novozyme 188 é caracterizada por 

possuir atividade de -glucosidase derivada de Aspergillus niger. A combinação entre Celluclast 

1.5L e Novozyme 188 pode ser interessante por promover a hidrólise completa do material 

lignocelulósico em glicose solúvel (Gama et al., 2015). 

Foi primeiramente avaliado o papel do pré-tratamento alcalino na geração de substrato para 

a posterior hidrólise enzimática. Para tal, porções de palha de trigo pré-tratadas por explosão a 

vapor foram separadas em dois grupos: o primeiro não sofreu pré-tratamento com NaOH 0,25 M, 

enquanto o segundo foi pré-tratado com o álcali. Após o pré-tratamento por 30 min a 121 ºC em 

autoclave, o material hidrolisado foi lavado, filtrado e mantido a 65 ºC por 48 h. Em seguida, 

ambas as amostras foram hidrolisadas com Celluclast 1.5L 1% (v/v) e Novozym 188 0,25% (v/v). 

As condições de hidrólise enzimática em shaker foram: Temperatura de 50 ºC, 160 rpm por 72 h. 

As curvas de hidrólise enzimática podem ser observada na Figura 5.9. 

 

 

 

 

 

7 

 

 

Figura 5.9: Cinética enzimática da hidrólise da fração celulósica de palha de trigo, por Celluclast 

1.5L 1% (v/v) e Novozym 188 0,25% (v/v), não submetido (A) ou submetido (B) ao pré-tratamento 

alcalino. Glicose: linha preta; Celobiose: linha azul.  
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Verificou-se uma produção de glicose significativamente menor na ausência de pré- 

tratamento alcalino (Figura 5.9A). A concentração de glicose obtida ao final da reação foi de cerca 

de 10 g/L. Já a concentração de celobiose obtida sofreu um aumento de 6,7 para 9,7 g/L. Por outro 

lado, quando a etapa anterior de pré-tratamento alcalino foi realizada, observou-se um aumento 

expressivo na concentração de glicose no meio, cujo valor máximo obtido foi de 26,4 g/L. Estes 

resultados foram importantes pois corroboram a importância do pré-tratamento alcalino anterior à 

hidrólise enzimática. Sabe-se pela literatura científica que a etapa de pré-tratamento alcalino é 

responsável pela deslignificação da celulignina, proveniente do tratamento por explosão a vapor, 

em seus componentes: celulose e lignina. Com isso, o polímero celulósico pode ser mais 

facilmente acessado pelas enzimas do complexo celulásico (Sun et al., 2016). Portanto, esta etapa 

de deslignificação mostrou-se essencial para uma maior obtenção de glicose, a ser utilizada na 

etapa de fermentação. 

 

Para avaliar a capacidade sinérgica das enzimas na sacarificação de palha de trigo pré-

tratada, foram realizadas reações enzimáticas com Celluclast 1.5L apenas ou suplementada com 

Novozym 188. Após 72 h de incubação a 50 ºC, 160 rpm e pH 4,8, verificou-se uma maior 

concentração de monômero (glicose) em solução quando Novozyme 188 foi utilizado como 

suplemento (Figura 5.10, barra preta). Quando apenas Celluclast 1.5L foi utilizada, obtiveram-se 

glicose e celobiose na concentração de 11,1 g/L e 14,6 g/L, respectivamente. A suplementação 

com Novozyme 188 levou a um aumento de 100 % na concentração de glicose, enquanto observou-

se um decréscimo de cerca de 40% na concentração de celobiose (barra azul), o que indicou 

atividade de -glucosidase esperada para esta enzima. Portanto, a combinação de Celluclast 1,5L 

com Novozyme 188 foi responsável pela obtenção de 25 g/L de glicose e 9,2 g/L de celobiose. 
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Figura 5.10: Hidrólise enzimática de palha de trigo pré-tratada com Celluclast 1.5L 1% (v/v) ou 

Celluclast 1.5L 1% (v/v) suplementada com Novozym 188 0,25% (v/v). Glicose: barra preta; 

Celobiose: barra azul.  

 

5.5. Fermentação de palha de trigo hidrolisada em biorreator 

Com o objetivo de avaliar o uso de matéria-prima lignocelulósica como fonte de glicose 

para produção de ácido propiônico, a solução final pós-hidrólise enzimática foi primeiramente 

esterilizada por filtração em poro de 0,22 m. Em seguida, esta solução foi adicionada em meio 

de cultivo de Propionibacterium estéril. De forma a avaliar a combinação entre o bioprocesso com 

células imobilizadas em PEI-Poraver e a utilização de uma fonte de carbono renovável, foi 

realizada uma batelada simples com células de P. acidipropionici imobilizadas na referida matriz. 

Ao longo da fermentação, foi verificado o consumo de 95 % da glicose presente no meio 

de fermentação. Entretanto, o consumo de celobiose foi bastante baixo, de cerca de 1,4 g. Este 

resultado pode indicar o consumo preferencial de glicose como fonte de carbono, possivelmente 

devido à sua pronta metabolização via glicólise (Parizzi et al., 2012). Por outro lado, ensaios 

anteriores utilizando-se apenas celobiose em frascos de penicilina demonstraram que P. 

acidipropionici e P. freudenreichii foram capazes de metabolizá-la para produção de ácido 
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propiônico (ver Figura 5.5). Portanto, seria plausível hipotetizar que o esgotamento da glicose no 

meio poderia, em seguida, direcionar o metabolismo celular para o consumo de celobiose. 

T e m p o  (h )

A
ç

ú
c

a
r
e

s
 (

g
/L

),
 D

O
6

0
0

n
m Á

c
id

o
s

 o
r
g

â
n

ic
o

s
 (g

/L
)

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0 1 2 0

0

5

1 0

1 5

2 0

0

2

4

6

8

1 0

 

Figura 5.11: Fermentação propiônica com células de P. acidipropionici imobilizadas em PEI-

Poraver em biorreator contendo fração celulósica de palha de trigo hidrolisada. Glicose – linha 

verde; celobiose – linha turquesa; ácido propiônico – linha vermelha; ácido acético – linha cinza; 

ácido succínico – linha azul; DO600nm – preto. 

 

 A concentração de ácido propiônico ao final da fermentação foi de 9,5 g/L, valor 

interessante quando observado o total de glicose consumida (18 g/L). Com isso, obteve-se um 

rendimento de 0,45 g/g (ver Tabela 5.7). Cabe ressaltar que o rendimento pode encontrar-se 

superestimado, visto que houve um consumo de 1,4 g/L de celobiose, cuja hidrólise geraria 1,47 

g/L de glicose. Mesmo levando-se em conta este consumo adicional de substrato, o rendimento 

obtido seria de 0,42 g/g, também considerado relevante quando confrontado com a literatura 

(Zhang et al., 2015; Suwannakham et al., 2006). Quando avaliou-se a produtividade deste 

bioprocesso, foi observado o valor de 0,085 g/L.h, relativamente baixo quando comparado ao uso 

de glicose como substrato em meio quimicamente definido (0,322 g/L.h. Ver Tabela 5.9). A queda 

na produtividade com a utilização da fração celulósica de palha de trigo hidrolisada pode ser 

explicada pela presença de inibidores como furfural e 5-hidroximetilfurfural e compostos 
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fenólicos, tipicamente gerados durante o pré-tratamento da matéria-prima (Sun et al., 2016). A 

remoção destes inibidores pode ser uma estratégia para o aumento da produtividade deste 

bioprocesso. Apesar disso, foi demonstrado que esta matéria-prima lignocelulósica pode ser 

efetivamente empregada na produção de ácido propiônico por Propionibacterium, o que ainda não 

foi relatado na literatura. 

 

Tabela 5.7: Parâmetros cinéticos de fermentação da fração celulósica de palha de trigo hidrolisada 

em biorreator por P. acidipropionici imobilizada. 

 

Variáveis de resposta PEI-Poraver 

Glicose consumida (g/L) 18,0 

Celobiose consumida (g/L) 1,4 

Ácido propiônico (g/L) 9,5 

Ácido acético (g/L) 4,3 

Ácido succínico (g/L) 1,8 

Y P/S (g/g) 0,45 

QP (g/L.h) 0,085 

DO final  18,7 

 

*O rendimento e produtividade foram calculados a partir do consumo de glicose apenas. 
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PROCESSOS FERMENTATIVOS POR CÉLULAS 
IMOBILIZADAS EM MATRIZ IMPRESSA EM 3D 

RELATÓRIO DESCRITIVO 

A presente invenção pertence ao campo da biotecnologia industrial, relacionada a métodos de 

imobilização celular através da tecnologia de impressão em 3D, matriz de imobilização celular e 

aplicações do mesmo, com o objetivo de produção de biomoléculas ou biomassa celular. 

É  bem  reconhecido  que  há  necessidade  de  processos para  converter  eficientemente  materiais  

renováveis  contendo carbono, tal como biomassa, em produtos em que o teor  de  energia,  carbono  

e  massa  dos  materiais  sejam eficientemente  transferidos  em  tais  produtos.  Muitos  destes 

processos  usam  açúcares,  tal  como  glicose  ou  sacarose,  que são  obtidos  por  hidrólise  

enzimática  de  ácido,  base  ou químico-mecânica  de  grãos  agrícolas  processados anteriormente, 

incluindo milho, cana-de-açúcar, trigo e soja. De modo  geral,  estes  açúcares  foram  purificados  

através  de filtração  ou  cristalização,  para  formar  xaropes  líquidos  ou sólidos cristalizados de 

pureza e concentração desejáveis. Os açúcares purificados são então  usados  como  fonte  de  

carbono em  fermentações  para  produzir  bioprodutos diversos. 

 

Com  relação  à  escassez  futura,  custo,  e  impacto ambiental do combustível fóssil há um 

interesse estimulado na exploração  de  biomassa  renovável  e  barata,  como  fonte alternativa  

para  combustíveis  e  substâncias químicas.  Como o preço do óleo bruto tem aumentado, os  

químicos  bio-baseados  e  os produtos  industriais  têm  se  tornado  alternativas  atrativas aos  

equivalentes  derivados  de  petróleo.  Os processos de fermentação usando microrganismos  

anaeróbicos  proveem  uma rota  promissora  para  conversão  de  biomassa  e  resíduos agrícolas  

dentro  dos  químicos  e  combustíveis. Existem abundantes produtos  agrícolas  de  baixo  valor  

e subprodutos/ resíduos  de  processamento  de  alimentos  que requerem  deposição  apropriada  

para  evitar  problemas  com  a poluição. Estes materiais residuais  na  biomassa  podem  ser 

utilizados como matéria-prima de baixo custo para produção de combustíveis e químicos tais como 

ácidos orgânicos e álcoois. 

 

Sumário da invenção 

 

O presente pedido de patente versa sobre uma nova e inventiva matriz de imobilização 

celular, produzida a partir da técnica de impressão 3D, também conhecida como manufatura 

aditiva. Esta invenção representa um novo leque de possibilidades no campo da imobilização 

celular, especialmente em bioprocessos industriais e/ou biotecnológicos. Possibilidades de 

desenhos de matriz de imobilização são quase infinitos por conta desta tecnologia, o que a 

torna eficiente e especialmente adaptada para qualquer tipo de fermentação. 

 

Foi demonstrado nesta invenção a utilização de uma matriz de imobilização de nylon para 

imobilização celular e posterior fermentação de bioprodutos de interesse comercial. Além da 

matriz (bead) de imobilização e do processo de fermentação utilizando as beads, também foi 

demonstrado nesta invenção um método adequado de imobilização celular nesta matriz, que pode 
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ser realizado pelas mais variadas espécies de microrganismos com alguma capacidade de adesão. 

Como modelo de estudo, foi demonstrada a imobilização e posterior fermentação de açúcares para 

produção biotecnológica de ácido propiônico, ácido acético e ácido succínico pelo microrganismo 

Propionibacterium sp. 

Uma composição pronta para uso em fermentação também foi caracterizada, que compreende as 

células ao menos parcialmente imobilizadas na matriz, a matriz impressa em 3D e algum 

conservante ou estabilizante. Dessa forma, esta composição pode ser congelada e posteriormente 

diretamente inserida em meio de cultivo para o início da fermentação. 

Esta invenção pretende resolver um antigo problema técnico no campo de bioprocessos, que é a 

fermentação com células imobilizadas em uma matriz adequada. Em geral, diferentes matrizes 

(alginato, leito fibroso etc.) são sensíveis à variações de temperatura, pH ácido gerado pelos 

produtos da fermentação, agitação etc. A matriz impressa em 3D mostrou-se resistente à produção 

de ácidos e, por ser mecanicamente estável, pode ser inserida diretamente no vaso do biorreator. 

Essa característica promove uma grande simplificação no processo, já que muitas matrizes 

necessitam de uma coluna externa para serem então acopladas ao vaso do biorreator. Também é 

necessária uma bomba peristáltica para promover a transferência do meio de cultura (no vaso do 

biorreator) para a matriz (na coluna externa), o que aumenta a complexidade, os custos e as chances 

de contaminação. No caso da presente invenção, devido às características da matriz, as beads são 

inseridas diretamente no vaso do biorreator, já que são estáveis às pás de agitação mecânica e aos 

produtos da fermentação. Com isso, tem-se uma simplificação do sistema reacional, com redução 

de custos e reduzida chance de contaminação. 

 

Produção Biotecnológica dos Ácidos Orgânicos 

 

A dependência do petróleo e seus derivados tem sido alvo de preocupação cada vez  mais  intensa  

em  todo  o  mundo.    O  estoque  limitado  do  óleo,  além  dos  graves  problemas  ambientais  

ocasionados  por  esta  matéria-prima,  pressionam  governos  e  indústrias  a  direcionarem  seus  

esforços  para  alternativas  mais  compatíveis  sócio-ambientalmente.  A  utilização de produtos 

renováveis tem se mostrado o principal caminho para uma sociedade sustentável. Diversos 

produtos derivados do petróleo podem ser substituídos por alternativas produzidas  por  

microrganismos,  que  utilizam  matéria-prima  renovável  para  sua  produção. Um dos derivados 

do petróleo mais estudados atualmente para produção através de matérias-primas renováveis é o 

grupo dos ácidos orgânicos. 

Ácidos orgânicos são moléculas orgânicas de baixo peso molecular compostas por um ou  mais  

grupamentos  ácidos,  como  carboxila,  sulfônico,  alcoólico  e  tiol.  Estas  moléculas possuem  

importantes  características  organolépticas  e  são  utilizadas  principalmente  na indústria  de  

alimentos,  farmacêutica  e  química.  Os  ácidos  orgânicos  são  precursores  de diversas moléculas 

de interesse industrial, como plásticos, aditivos para alimentos e rações, lubrificantes, solventes, 

medicamentos e cosméticos. Em 2015, estima-se que o mercado de ácidos orgânicos global 

alcançou 1 bilhão de euros, majoritariamente oriundo do refinamento do  petróleo .  Diversos  

ácidos orgânicos têm sido estudados com o objetivo de produzi-los em escala industrial por 

processos fermentativos, dentre eles o ácido propiônico, succínico, láctico, aspártico, glutâmico e 

outros. 

Devido  aos  grupamentos  funcionais  destes  ácidos  serem  extremamente  úteis  como matéria-

prima  inicial  na  indústria  química,  o  Departamento  de  Energia  dos  Estados  Unidos elegeu 

10 ácidos orgânicos como blocos de construção capazes de serem gerados a partir da biomassa  
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vegetal.  Da  mesma  forma,  o  grupo  europeu  BREW selecionou  21  compostos-chave,  em  sua  

maioria  ácidos  orgânicos,  com  alto  potencial  de produção a partir de materiais renováveis. 

Blocos de construção são moléculas com  alto  potencial  de  serem  convertidas  em  diversas  

substâncias  químicas  ou  materiais  de valor agregado e origem biológica. 

Existem  exemplos  de  diferentes  estágios  de  produção  destes  ácidos  orgânicos  por processos 

biotecnológicos. O ácido cítrico, por exemplo, é totalmente produzido pelo fungo Aspergillus  

niger.  Já  90  %  da  produção  anual  do  ácido  láctico,  que  em  2013  foi  de  714  mil toneladas,  

foi gerada  a  partir  de  fermentação  por  bactérias  produtoras  desta  biomolécula. O ácido 

succínico, por sua vez, desde 2010 passou a ser produzido por  rota  bioquímica  pela  empresa  

canadense  Bioamber.  Por outro lado, tem-se observado uma crescente demanda global por ácidos 

orgânicos; estima-se que em 2017, este mercado será responsável pela movimentação de 1 bilhão 

de euros.  O crescente aumento da demanda, especialmente em países em desenvolvimento, é o 

principal responsável.  Com isso, espera-se que sejam desenvolvidos novos bioprocessos para 

produção dos diferentes ácidos orgânicos  por  microrganismos, utilizando-se matéria-prima 

renovável. 

Para a produção biotecnológica economicamente viável de blocos de construção ou 

biocombustíveis, são necessários microrganismos com algumas características.  Dentre elas, 

destacam-se alta produtividade, resistência à alta concentração do produto, alto rendimento e 

robustez.  Estas características do microrganismo, além da utilização de matérias-primas 

renováveis, são  responsáveis  pela  produção  da  biomolécula  associada  a  baixos  custos, 

necessários para competição com os derivados do petróleo.   

O termo microrganismo refere-se a qualquer organismo unicelular não humano, tais quais 

bactérias, arqueobactérias, protistas, fungos, leveduras, células vegetais, algas, cultura de células 

animais não humanas, linhagem de células não humanas entre outros. 

 

Ácido Propiônico 

 

O ácido propiônico (CAS N° 79-09-4), cuja fórmula química é CH 3 CH 2 COOH, caracteriza-se 

comercialmente como um líquido incolor de odor desagradável. Também chamado  de  ácido  

propílico,  sua  nomenclatura  oficial  de  acordo  com  a  IUPAC  é  ácido propanóico. Este ácido 

carboxílico pode ser convertido em sais chamados de propanoatos ou propionatos. 

Recentemente,  o  ácido  propiônico  tem  chamado  a  atenção  por  ser  um  importante bloco  de  

construção  químico  de  3  carbonos.  Dentre  as  suas  mais  variadas  aplicações, destacam-se seu 

papel como conservante na indústria de alimentos, aromatizante na indústria de  cosméticos,  além  

de  aplicações  farmacêuticas  e  na  produção  de  plásticos  e  herbicidas. Em um relatório do 

Departamento de Energia dos EUA, elegeu-se o ácido propiônico como uma das 30 substâncias 

químicas com maior potencial para produção em escala industrial por vias biotecnológicas, o que 

ressalta a importância da elaboração de um bioprocesso de baixo custo para a produção desta 

molécula. 

A  produção  anual  do  ácido  propiônico  em  2013  foi  de  400  mil  toneladas,  sendo totalmente 

produzido por rotas petroquímicas. Os maiores produtores mundiais deste ácido são as empresas 

alemãs BASF e Chemische Werke Huls, além da  britânica  Distillers  Company  e  das  americanas  

Celanese  Chemical  Company  e  Eastman Chemical .  No  Brasil,  a  totalidade  do  ácido  

propiônico  e  suas  derivações  é  importada.  Em  2014,  foram  importados  cerca  de  11,3  mil  

toneladas  deste  ácido  orgânico, sendo 4.000 toneladas na forma de ácido, 6.800 toneladas sob a 

forma de sal de propionato e  580 toneladas sob a forma de ésteres de propionato; o volume total 
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negociado foi de cerca de  US$ 20.000.000,00. 

O ácido propiônico é comercializado por cerca de 1 USD/kg, enquanto o produzido via rota 

biotecnológica possui custo de cerca de 1,5 a 2 USD/kg. Apesar de não atingir um preço 

competitivo, a produção biotecnológica possui vantagens como a redução no impacto  ambiental,  

não  dependência  das  variações  no  preço  do  petróleo,  além  da possibilidade  de  retirar  as  

matérias-primas  da  condição  de  resíduo  para  substrato  em potencial,  como  glicerol  e  o  

melaço  da  cana-de-açúcar.  Tufvesson e colaboradores verificaram que a produção biotecnológica 

do ácido propiônico pode reduzir em até  25%  a  emissão  de  gases  do  efeito  estufa,  quando 

comparado  à  produção  convencional. 

Diversos  microrganismos  são  capazes  de  produzir  naturalmente  o  ácido  propiônico, 

principalmente as bactérias do gênero  Propionibacterium. As bactérias deste gênero caracterizam-

se como bastonetes Gram positivos, mesofílicas e aerotolerantes. Além de um alto conteúdo de G 

e C, característico de seu genoma, as  Propionibacteria não formam esporos e são imóveis. As 

principais espécies capazes de produzir ácido propiônico e encontradas em laticínios são P. 

acidipropionici, P. freudenreichii, P. freudenreichi subsp. shermanii, P. jensenii e P. thoenii. Além 

deste ácido orgânico, dois principais subprodutos são formados: ácido acético e succínico, cuja 

separação torna-se importante nos posteriores processos de purificação. 

Foram reportados na literatura diferentes trabalhos cuja produção de ácido propiônico é executada 

por diferentes modos de condução de bioprocesso (batelada simples, batelada alimentada e 

contínua) e substratos (glicose, lactose, glicerol, melaço da cana-de-açúcar, entre outros). Foi 

verificado que a utilização de glicerol, mas não de glicose ou lactato, mostrou-se responsável  pela  

geração  do  ácido  propiônico  livre  de  subprodutos,  como  ácido  acético  e succínico. Neste 

mesmo trabalho, o melaço da cana-de-açúcar mostrou-se bastante promissor como matéria-prima 

para a produção do ácido orgânico, apesar da baixa produção  obtida  (8,2  g/L).  Em  outro  

trabalho,  onde  foi  utilizado  glicerol  como  substrato, também utilizou-se de uma fonte de 

nitrogênio renovável: o suco de batata, um sub-produto do processamento do amido. Neste caso, 

obtiveram-se até 50 g/L de ácido propiônico e uma produtividade de até 1,42 g/L.h, através de 

bateladas sequenciais com alta densidade celular. 

Diversos  trabalhos  têm  demonstrado  uma  maior  produtividade  de  ácido  propiônico através 

de métodos de imobilização celular. Os materiais mais utilizados na imobilização celular são o 

alginato de cálcio, poli-vinil ácool e poligalacturonato. Apesar do bom potencial para produção do 

ácido propiônico, estes  materiais  apresentam-se  com  alto  custo,  inviabilizando-os  para  

utilização  em  escala industrial. Com o objetivo de redução de custo, a imobilização em matriz 

fibrosa  do  fruto  de  Luffa  cylindrica  foi  efetuada  com  relativo sucesso  por  pesquisadores  da 

Universidade  de  Lund. Este  mesmo  grupo  foi  responsável  pela imobilização com sucesso de 

outra matriz: esferas de vidro altamente porosas e recicladas. 

Um dos principais desafios para uma produção economicamente competitiva de ácido propiônico 

é o aumento da produtividade do bioprocesso. A baixa produtividade pode ser explicada pela 

inibição celular devido ao produto (ácido propiônico). A redução do pH promovida pelo produto 

também contribui negativamente a produtividade. Além disso, o rendimento máximo teórico é de 

cerca de 0,5g por grama de substrato. É sabido que a imobilização celular pode trazer benefícios 

como aumento da densidade celular, maior resistência à variações de pH e maior resistência ao 

ácido propiônico, gerando maior robustez ao bioprocesso. 

A  fermentação  do  meio  de  fermentação  de  produção definido, isto é, caldo de fermentação, 

pode ser executada em quaisquer condições apropriadas para formar ácido propiônico. Em  geral,  

tais  condições  podem  incluir  uma  temperatura  que varia, preferivelmente, de 25°C a 50°C, 
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mais preferivelmente de  30°C  a  40°C,  muito  preferivelmente  de  30°C  a  34°C;  um tempo 

variando, preferivelmente de 10 horas (h) a 200 h, mais preferivelmente de 60 h a 120 h e muito 

preferivelmente de 80 h a 100 h; opcionalmente uma pressão (manométrica) aplicada (isto é, além 

de  qualquer  pressão  hidrostática  que  pode  ser  gerada) variando,  preferivelmente,  de  0  kPa  

a  10.000  kPa,  mais preferivelmente  de  500  kPa  a  2000  kPa,  e  muito preferivelmente  de  

100  kPa  a  150 kPa;  um  pH  variando, preferivelmente, de 3 a 7,5, mais preferivelmente de 4 a 

7, e muito preferivelmente de 6,25 a 6,75; e a capa de nitrogênio ou gás carbônico no  espaço  

superior  do  recipiente  de  fermentação  0,1  fluxo volumétrico  de  gás  por  unidade  de  volume  

líquido  por  minuto (vvm) a 1 vvm, mais preferivelmente de 0,1 vvm a 0,5 vvm, e muito 

preferivelmente de 0,2 vvm a 0,4 vvm. A fermentação se completa quando se formam platôs de 

produtividade máxima, que variarão de  acordo  com  a  soma  de  condições.  Aqueles habilitados  

na  técnica  estarão  a  par  de  como  estes  fatores pode  variar  efetivamente  a  fim  de  gerar  

níveis  desejados  de produção  de  ácido  propiônico  dentro  de  limites  de  tempo desejáveis e/ou 

industrialmente aceitáveis.   

Em  determinadas  incorporações  particulares  o rendimento  do  processo  inventivo,  em  termos  

de  gramas  de glicose  consumida  por  grama  de  ácido  propiônico  produzido (g/g) pode ser de 

pelo menos 0,3 g/g, preferivelmente de pelo menos 0,35 g/g, mais preferivelmente de pelo menos 

0,36 g/g, e  muito  preferivelmente  de  pelo  menos  0,5  g/g.  Em determinadas  incorporações,  a  

produção  de  ácido  propiônico também  pode  ser  definida  como  sendo  de  pelo  menos  30%  

em peso,  preferivelmente  de  pelo  menos  50%  em  peso,  mais preferivelmente  de  pelo  menos  

69%  em  peso,  e  muito preferivelmente de pelo menos 70% em peso, em termos de g/g, quando  

comparada  com  produção  de  ácido  propiônico  em condições  idênticas  e  quantidade  de  

glicose  equivalente  e, g/L,  num  meio  de  fermentação 

a  base  de  glicose  que  requer fontes  de  meio  adicionais  para  suplementar  nitrogênio, 

micronutrientes, vitaminas e minerais tais como identificados aqui acima. 

N-propanol  (1-propano,  álcool  propílico  primário, propan-1-ol)  é  um  solvente  não-perigoso  

que  é  miscível livremente com água e outros solventes comuns, com numerosas aplicações  na  

indústria.  Estes  incluem,  por  exemplo,  tintas de  impressão,  revestimentos,  limpadores,  

adesivos, herbicidas, inseticidas, fármacos, fluidos de degelo, e como um  intermediário  para  a  

produção  de  ésteres,  propilaminas, haletos  e  resinas  termoplásticas.  O  uso  de  n-propanol  

nas misturas  de  combustíveis  também  foi  sugerido,  como  este álcool  tem  a  mesma  capacidade  

que  a  do  etanol,  para utilização  no  aumento  do  número  de  octano  e  serve  como  um aditivo 

antidetonante na gasolina.  Propionibacterium pode produzir n-propanol durante a fermentação de 

fontes de carbono diversas. 

 

Produção de etanol 

 

Por ser uma forma de energia limpa e renovável, o etanol se tornou foco de pesquisas no campo 

da biotecnologia. Células livres são usadas na tecnologia de fermentação de etanol traducional, 

onde leveduras como Saccharomyces sp. utilizam fontes de carbono, como sacarose, para 

produção de etanol. Recentemente, a imobilização de fungos ou leveduras tem obtido cada vez 

mais atenção e aplicações na produção fermentativa de etanol. A imobilização física ou química 

das células em um determinado suporte possibilitam a manutenção da capacidade catalítica e o 

reuso repetitivo das células, acarretando em melhor aproveitamento do microrganismo. Foi 

descoberto que a fermentação por leveduras imobilizadas pode afetar propriedades fisiológicas e 

metabólicas das leveduras, assim como a morfologia celular, pressão osmótica intracelular, 
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permeabilidade de membrana, entre outros. Além disso, o microrganismo imobilizado possui 

características como maior tolerância a inibidores na fermentação, incluindo o etanol. 

Ademais, a maior concentração celular promovida pela imobilização celular possui como 

vantagem uma maior proteção do microrganismo produtor de etanol de células contaminantes 

competidoras. 
A fermentação alcoólica é uma transformação bioquímica de glicídeos a etanol e CO2 levada a cabo 

pela célula viva, em particular por células de leveduras, fungo amplamente distribuído na natureza e 

com capacidade de sobrevivência tanto em condições aeróbias ou anaeróbias.  A importância deste 

processo está diretamente relacionada com diversos setores da agroindústria, com destaque para o 

sucroalcooleiro. A produção de álcool etílico no Brasil ultrapassa 27 bilhões de litros, e levando-se em 

consideração que a principal via de obtenção deste produto é derivada de processo fermentativo, tem-

se uma grande preocupação com o agente responsável pela fermentação. 
O agente biológico deve ser selecionado, quando se tenciona transferir o bioprocesso para a escala 

industrial, em função das seguintes propriedades: elevada atividade, ou seja, ser capaz de converter 

rapidamente o substrato em produto com altos rendimentos, conduzindo a altos valores de 

produtividade; estabilidade sob condições ambientais extremas (elevada pressão osmótica do meio, 

elevada temperatura, elevada força iônica), devendo, ainda, ser tolerante e resistente a substâncias 

tóxicas, que podem ser geradas no processo de tratamento da matéria-prima ou encontradas em 

resíduos e efluentes. 

Os microrganismos mais indicados para produção de etanol a partir de hexoses são as leveduras dos 

gêneros Saccharomyces e Kluyveromyces e a bactéria Zymomonas mobilis. No gênero Saccharomyces 

destacam-se as espécies Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces uvarum (S. carlsbergensis). 
A fermentação da glicose é um processo completamente estabelecido. Não existe microrganismo mais 

apropriado que a levedura Saccharomyces cerevisiae, que através de seu emprego intensivo em 

fermentação industrial, já passou por um processo de seleção natural, apresentando os melhores 

desempenhos em conversão de glicose a etanol, produtividade, tolerância alcoólica, resistência e 

robustez a inibidores, além de não exibir muitas limitações fermentativas presentes nas bactérias. 

Desde que os impactos negativos dos inibidores sejam controlados, a fermentação acontece sem 

maiores problemas. 
No que concerne à fermentação de pentoses, inúmeros micro-organismos são capazes de metabolizar 

estes açúcares. Dentre as principais espécies que fermentam xilose, pode-se citar: Pachysolen 

tannophilus, Kluyveromyces marxianus, Scheffersomyces stipitis, Candida guilliermondii, Candida 

shehatae, Candida blankii, Candida tenuis, Brettanomyces naardenensis, Pichia segobiensis, 

Kluyveromyces cellobivorus, Debaryomyces nepalensis, Debaryomyces polimorpha e 

Schizosaccharomyces pombe. Leveduras do gênero Rhodotorula são relatadas como metabolizadoras 

de xilose, mas não produtoras de etanol. 
Porém as espécies de leveduras reconhecidas como melhores fermentadoras de xilose a etanol são 

Scheffersomyces stipitis, P. tannophilus e Candida shehatae. Dentre as leveduras que fermentam 

xilose, P. stipitis configura como a mais promissora para aplicação industrial, uma vez que é capaz de 

converter xilose e quase todos os açúcares presentes em hidrolisados lignocelulósicos a etanol, com 

fatores de conversão de 0,3 - 0,44 g.g-1, além disso, possui um melhor balanceamento na dupla 

especificidade das enzimas XR (xilose redutase) e XDH (xilitol desidrogenase). Adicionalmente, sua 

característica floculante apresenta-se altamente vantajosa para sua aplicação para processos em escala 

industrial. 

Durante os ciclos sucessivos de fermentação em processos descontínuos alimentados, as células 

da levedura Saccharomyces cerevisiae são expostas aos estresses oxidativos, hiperosmóticos, 

iônicos, elevações de temperaturas e limitações por nutrição. O estresse nutricional ocorre nas 

células em fase estacionária o qual resulta em interrupção do crescimento. Os fatores que mais 
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afetam a produção de etanol e que estão descritos abaixo são: temperatura, concentração de etanol 

e substrato, pH, oxigênio, viabilidade e contaminação bacteriana que dependendo da concentração 

podem causar estresse ácido às células e consumir nutrientes podendo levar a sérios prejuízos. 

Em geral, as leveduras são capazes de executar a fermentação alcoólica entre 28 e 35 °C 

eficientemente. Apesar da taxa inicial de formação de etanol ser maior a temperaturas elevadas (40 

°C), a produtividade geral do processo fermentativo diminui devido a inibição pelo produto. 

O pH ótimo para a produção de etanol por leveduras de S. cerevisiae situa-se, geralmente, na faixa 

de 4 a 5. Aumentando-se o pH até 7, observa-se uma diminuição do rendimento em etanol, com 

aumento da produção de ácido acético. 

 

1,3-Propanodiol 

 
O 1,3-propanodiol (trimetileno glicol ou polipropileno glicol - C3H8O2) é um composto alifático linear, 

líquido, incolor, inodoro, inócuo, miscível em água, álcool e éter, de baixa toxicidade e não inflamável. 

Este intermediário químico foi um dos primeiros produtos da fermentação microbiana conhecidos, 

descoberto em 1881 pelo químico Austríaco August Freund, em cultura mista de fermentação por 

Clostridium pasteurianum. 
Atualmente, a obtenção industrial de 1,3-propanodiol acontece por duas rotas químicas. A rota da 

empresa DuPont se inicia com a hidratação da acroleína a 3- HPA, seguida de uma segunda etapa de 

hidrogenação para obtenção do 1,3- propanodiol. A rota da empresa Shell utiliza o método de 

hidroformilação de etileno convertendo-o a óxido de 3-hidroxipropanal e este posteriormente extraído 

e hidrogenado para a produção de 1,3-propanodiol. No entanto, existem vários inconvenientes destes 

métodos químicos como: necessidade de alta pressão e temperatura, uso de catalisadores com custo 

elevado, formação de intermediários tóxicos, utilizam materiais não renováveis, baixo rendimento e 

complexidade. 

Há um interesse mundial na produção deste composto por via biotecnológica, demostrado pelos 

esforços de empresas como a DuPont e Genencor. A rota bioquímica para produção de 1,3-propanodiol 

é particularmente atraente, uma vez que usa substrato renovável e o processo fermentativo ocorre em 

condição normal de pressão, evitando a geração de subprodutos tóxicos. 
Não há microrganismos selvagens produtores de 1,3-propanodiol diretamente a partir de açúcares. As 

tentativas em utilizar açúcares como substratos são feitas por meio de consórcios microbianos ou de 

microrganismos geneticamente modificados para a conversão de açúcar em glicerol e então em 1,3-

propanodiol. 
Uma das abordagens para incrementar a produção microbiana de 1,3- propanodiol a partir de glicerol 

é a otimização dos processos de conversão, por diferentes estratégias operacionais. Muitas espécies 

dos gêneros Klebsiella, Citrobacter, Clostridium, Lactobacillus, Enterobacter e a espécie Shimwellia 

blattae são relatadas como potenciais bioconversoras de glicerol em 1,3-propanodiol. Destas, 

Enterobacter spp. e Clostridium spp. parecem ser as melhores opções em termos de rendimento e 

produtividade. 
Dentre as bactérias do gênero Clostridium, existem espécies que parecem ser alternativas interessantes 

pelo seu potencial para produzir 1,3-propanodiol a partir de glicerol , são elas: C. Diolis, C. 

Saccharobutylicum, C. Pasteurianum e C. Beijerinckii. 
A espécie C. beijerinckii é de particular interesse devido a sua capacidade para produzir n-butanol 

como produto principal, quando a glicose é utilizada como fonte de carbono, e 1,3-propanodiol como 

produto principal a partir de glicerol, como, por exemplo, pelas linhagens NRRLB-593 e DSM 791. 

Porém, sua robustez metabólica não tem sido explorada com relação ao seu potencial de aplicação 

industrial. 

Butanol 
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O Butanol é um álcool de quarto carbonos e que possui quatro isômeros estruturais: n-butanol, 

isobutanol, terc-butanol e sec-butanol. O n-butanol pode ser utilizado como solvente puro e como 

matéria prima para fabricação de solvente de tintas e vernizes, ou para a produção de acrilato de 

nbutila (matéria prima utilizada na produção de polímeros e emulsões para tintas de construção 

civil). O isobutanol pode ser usado como solvente, na preparação de plastificantes, agentes de 

flotação ou na produção de acetato de isobutila como agente flavorizante. O terc-butanol e sec-

butanol são menos consumidos, mas encontram aplicação como solventes, desnaturantes para 

etanol, e removedores de tintas. 

Os microrganismos mais utilizados para a fermentação ABE são bactérias do gênero Clostridium, 

este é um gênero de bactérias gram-positivas e anaeróbicas.A bactéria Clostridium acetobutylicum 

foi a primeira a ser utilizada durante os anos 90, e após foram sendo descobertas novas espécies 

que também eram capazes de realizar a fermentação como: Clostridium beijerinckii, Clostridium 

saccharoperbutylacetonicum e Clostridium saccharobutylicum. A vantagem da utilização deste 

tipo de bactéria se encontra em sua capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono como 

hexoses: glicose, frutose, manose, sucrose, lactose, galactose, pentoses: xilose e arabinose, e fontes 

de amido sem a necessidade de hidrólise dos polímeros, entretanto o butanol é uma substancia 

tóxica para estes microrganismos. 

Devido ao fato que a bactéria não é capaz de tolerar elevadas concentrações de butanol no meio, 

técnicas de engenharia genética desde então, têm sido empregadas com o objetivo de estudar e 

alterar microrganismos em relação aos aspectos chaves de seu metabolismo, como mecanismos de 

transporte de açúcar, regulação da geração de butanol, tolerância ao butanol, inibição pelos 

subprodutos de degradação e produção de enzimas que atuem em etapas específicas da reação. 

Neste contexto, tecnologias de DNA recombinante e mutagênese tradicional têm sido utilizadas 

para alterar as rotas metabólicas dos microrganismos, buscando melhor eficiência no processo 

fermentativo. 

No processo fermentativo há a conversão de açúcares por meio de microrganismos fermentadores 

com a produção de Acetona e Butanol e Etanol (processo ABE). Existem estudos que buscam o 

aperfeiçoamento do processo para atingir maior produtividade, seletividade, e economia de escala. 

Durante uma fermentação por Clostridium acetobutylicum são observadas duas fases distintas na 

fermentação. Na primeira fase denominada acidogênese, ocorre o crescimento celular exponencial 

com produçãode dióxido de carbono, hidrogênio, ácido acético (acetato) e ácido butírico (butirato), 

há uma diminuição do pH do meio de cultura devido a produção dos ácidos orgânicos atingindo 

valores de pH em torno de 4,5. No momento em que a concentração de ácidos se torna 

suficientemente alta, o crescimento celular atinge a fase estacionária e se inicia a segunda fase da 

fermentação denominada solventogênese. Nesta fase os ácidos passam a ser consumidos junto com 

a fonte de carbono formando os solventes acetona e butanol ocorrendo um aumento do pH do meio 

de cultura devido a reassimilação do ácido. 

A via fermentativa pode resumida em um processo em que a glicose é transformada em piruvato, 

segundo o ciclo de Embden Meyerhof-Parnas. Na rota metabólica o piruvato se transforma em 

acetil-CoA, com liberação de CO2 e H2 e então duas moléculas de acetil-CoA formam acetoacetil-

CoA e induzem a formação de ácido butírico. Este ácido é responsável por causar a queda do pH 

do meio de 5,8 a 6 para 4, estimulando a ação de enzimas que possibilitam a formação de butanol 

e acetona. O acetil-CoA se transforma em acetilfosfato pela ação de uma enzima transferase, a 

fosfatil-acetil-transferase, o acetilfosfato por sua vez se transforma em ácido acético pela ação da 

enzima acetoquinase. O butanol é obtido pela via em que o buritil-CoA dá origem ao butiril-fosfato 
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por ação da fosfato-butiriltransferase, e este dá origem ao butirato pela ação da enzima 

butiratoquinase. O ácido butírico produz butanol invertendo a reação. A acetona, por sua vez, é 

formada por descarboxilação do acetoacetato, quando ocorre a ativação do mecanismo de 

assimilação de ácidos, onde acetato e de butirato levam a formação de acetona. 

O processo para produção de butanol pode ser realizado em biorreatores que operam em batelada, 

batelada alimentada ou de modo contínuo, sendo o processo batelada o mais empregado, devido a 

sua simplicidade e facilidade de controle. A fermentação em batelada consiste na utilização de um 

reator com agitação, revestido por uma camisa de aquecimento e resfriamento, este recebe a 

alimentação de substrato e nutrientes em concentrações típicas de 60 a 80g L-1 . O procedimento 

para fermentação ABE em reatores descontínuos da seguinte maneira: O reator é esterilizado a 

aproximadamente 120°C, e após é realizado um resfriamento até aproximadamente 35-37 °C, nesta 

temperatura é realizado o inoculo. Através de uma purga de nitrogênio ou CO2 o reator é mantido 

em condições anaeróbias, e o tempo para fermentação é de 48h a 72h, sendo que ao atingir uma 

concentração de 20gL-1 de butanol, o crescimento celular cessa e consequentemente a fermentação 

chega ao fim. A massa celular e os sólidos são separados da solução por centrifugação, e a porção 

líquida é enviada para a destilação. 

Na fermentação em batelada alimentada o reator é iniciado no modo batelada com baixa 

concentração de substrato e conforme o substrato é consumido, são realizadas cargas adicionais 

mantendo o nível abaixo da concentração tóxica. Já a fermentação contínua consiste em um reator 

que pode ser empregado um único estágio, onde há alimentação de substrato e retirada contínua 

de solvente, ou podem ser empregados uma série de reatores em vários estágios, a fim de 

contemplar os estágios da fermentação: acidogênese e solventogênese. Entretanto, neste tipo de 

fermentação são encontradas dificuldades devido a flutuação dos níveis de produção. 

Existem estudos baseados em um aumento da produtividade do processo utilizando reatores 

contínuos manipulando as células e concentrações de solvente para que não atinjam concentrações 

tóxicas aos microrganismos, dentre estas técnicas emergentes podem-se destacar os reatores 

contínuos de célula imobilizada e os reatores contínuos com membranas. Os reatores contínuos de 

célula imobilizada consistem em um processo em que o substrato é introduzido em um reator 

tubular ao fundo e a recuperação de solvente acontece no topo, sendo que as células de 

microrganismos são imobilizadas em blocos de argila por adsorção, este processo permite 

utilização de alta concentração de microrganismos e alta produtividade do reator, a produtividade 

chega a ser 40 a 50 vezes maior que nos sistemas contínuos convencionais. Os reatores contínuos 

com membranas são iniciados no modo batelada, nesta etapa ocorre o crescimento celular e antes 

que fase estacionária seja atingida, o caldo de fermentação é direcionado para uma membrana, 

nesta a solução aquosa passa enquanto as células ficam retidas, a alimentação do reator e o 

permeado são contínuos e uma taxa constante é mantida no reator. Entretanto, ocorre a saturação 

das membranas, ao longo do processo, dessa forma os reatores contínuos apresentam dificuldades 

de implementação, aumento de escala e manutenção. 

 

Matéria-prima lignocelulósica 

 

Sabe-se que o material lignocelulósico é um composto polimérico com centenas a milhões 

de repetições, o que torna-o a biomassa mais abundante do planeta. Presente majoritariamente na 

parede celular dos vegetais, este material lignocelulósico é composto por 3 estruturas principais: 

celulose, hemicelulose e lignina. De acordo com a biomassa vegetal avaliada, 50 a 75% desta 

biomassa refere-se à celulose e hemicelulose, enquanto o restante pode ser considerado lignina. 
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A celulose caracteriza-se como um polímero composto por monômeros de D-glicose em 

ligação glicosídica (1-4). Esta ligação é responsável pela estrutura plana e linear da cadeia 

polissacarídea. A unidade repetitiva deste polímero, a celobiose, é composta pelo dissacarídeo 4-

0-( -D-glicopiranosil-D-glicopiranose). Devido à enorme quantidade de hidroxilas (OH-) 

presentes no esqueleto da celulose, muitas ligações de hidrogênio são observadas. Com isso, uma 

compacta estrutura cristalina chamada microfibrila é formada. Por outro lado, algumas regiões não 

cristalinas também podem ser observadas na cadeia de celulose, e são conhecidas como região 

amorfa. As regiões cristalinas são conhecidas pela grande resistência à clivagem por enzimas, 

assim como resistência à alta temperatura e baixo pH. 

A hemicelulose é composta por açúcares e ácidos urâmicos. Em oposto à celulose, a 

hemicelulose é um heteropolímero ramificado com grau de polimerização de cerca de 200 

unidades. As ramificações são responsáveis pela estrutura amorfa da hemicelulose; 

consequentemente, são facilmente hidrolisadas por enzimas ou ácidos/bases diluídas. D-xilose, D-

manose, D-galactose, D-glicose, ácido D-glucurônico, ácido D-galacturônico e L-arabinose são os 

principais constituintes monoméricos da hemicelulose. 

A lignina é um polímero orgânico aromático responsável pelo preenchimento dos espaços 

entre as microfibrilas de celulose e hemicelulose; com isso, a parede celular vegetal torna-se 

extremamente rígida e resistente físico-químico e biologicamente. Esta rede tridimensional de 

macromoléculas heterogêneas são constituídas pelos monômeros álcool cumarílico, coniferílico e 

sinapílico. 

A composição de celulose, hemicelulose e lignina é dependente da espécie vegetal 

estudada. Alguns exemplos de resíduos lignocelulósicos podem ser verificados na Tabela 1: 

 

Tabela 1 

Material Composição (%) 

Celulose Hemicelulose Lignina Outros 

Bagaço de cana 36 28 20 N.A 

Palha de cana 36 21 16 27 

Palha de milho 36 28 29 N.A 

Sabugo de milho 36 28 N.A N.A 

Palha de arroz 33 26 7 N.A 

Palha de algodão 42 12 15 N.A 

Papel 43 13 6 N.A 

Jornal 62 16 21 1 

 

Dentre os principais resíduos lignocelulósicos apresentados na Tabela acima, destacam-se a palha 

e casca de arroz, com 31 % da produção de resíduos globais. Em segundo lugar, destacam-se o 

bagaço e as folhas superiores da cana-de-açúcar, com 30 % da produção de resíduos globais. Neste 

contexto, o Brasil destaca-se como o segundo maior produtor de resíduos agroindustriais do 

mundo, com a geração de cerca de 625 milhões de toneladas/ano. Deste total, o cultivo de cana-

de-açúcar é responsável por cerca de 73 % (453 milhões de toneladas/ano)  dos resíduos gerados. 

Estes números são responsáveis por destacar o Brasil como um dos maiores produtores de cana-

de-açúcar no mundo, tornando-se naturalmente um potencial utilizador destes resíduos gerados na 

produção de blocos de construção ou biocombustíveis. 
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Bioprocessos por células imobilizadas 

 

A presente invenção apresenta um dispositivo e um método para conversão de materiais orgânicos 

em outros materiais orgânicos, particularmente para a conversão de fontes de carbono em ácidos 

orgânicos, etanol, proteínas entre outros. 

O biorreator é uma peça chave em um bioprocesso. Os biorreatores convencionais são derivados 

de reatores originalmente desenhados para reações químicas homogêneas. A maior parte dos 

biorreatores industriais em uso atualmente não são desenhados ou otimizados para operação em 

multifase e/ou reações heterogêneas. Uma das principais causas das baixas taxas reacionais em 

bioprocessos inclui a baixa densidade celular no biorreator, além da forte inibição causada pelos 

produtos do bioprocesso. 

A imobilização celular em biorreatores já se mostrou como um método efetivo para melhorar a 

produtividade de processos fermentativos. Esta técnica facilita a separação de células e seus 

produtos em solução, além de possibilitar a operação contínua do reator em altas taxas de diluição 

sem a ocorrência de washout celular. Por outro lado, existem problemas associados à imobilização 

celular tradicional em biorreatores, o que atrasa o amplo uso industrial desta técnica. 

Em geral, a imobilização celular é obtida por aprisionamento celular (cell entrapment) dentro de 

um volume confinado, através do uso de matrizes poliméricas ou membranas; outra possibilidade 

é a adesão celular por adsorção ou ligação covalente em uma superfície fixa. Nos sistemas de 

aprisionamento celular tradicionais, o super crescimento da biomassa celular geralmente causa 

problemas sérios em biorreatores com operações de longa duração. Ademais, limitações de difusão 

e acumulação de células mortas com o tempo podem resultar em perda de viabilidade celular e, 

consequentemente, redução na produtividade. Além disso, sistemas de aprisionamento celular 

tradicionais não são adequados para bioprocessos no qual são produzidos ou utilizados gases, 

como nitrogênio, gás carbônico ou oxigênio. 

Para um sistema de imobilização celular em fase estacionária, a perda de viabilidade celular e, 

portanto, produtividade reacional com o tempo limita severamente o tempo de operação do 

biorreator. Para a obtenção de um sistema ativo de crescimento, complicações para manutenção 

da estabilidade do biorreator fazem com que operações contínuas sejam inviáveis em escalas 

industriais. Podemos citar como exemplo os reatores do tipo leito empacotado ou de membranas, 

incluindo fibra oca. Estes biorreatores podem rapidamente sofrer entupimento devido ao 

crescimento da biomassa celular. Já os biorreatores de leito fluidizado estão sujeitos a expansão 

instável do leito devido ao crescimento celular ou do biofilme. Já os biorreatores de leito 

empacotado convencionais e de membranas também sofrem com a alta queda na pressão e 

aprisionamento dos gases dentro do reator, o que reduz significativamente o volume de reação. O 

transporte dos nutrientes nestes tipos de imobilização celular também tornam-se problemáticos 

devido às limitações difusionais. Além disso, biorreatores de leito empacotado tradicionais e de 

membrana também acumulam células senescentes ou mortas, o que gradualmente reduz a 

capacidade produtiva com o tempo. 

A inibição pelo produto é outro fator principal na limitação da produtividade em biorreatores. Em 

geral, o produto da fermentação também funciona como um inibidor das células utilizadas no 

bioprocesso. Por outro lado, a remoção dos produtos de fermentação pode reduzir 

significativamente o problema da inibição pelo produto e aumentar substancialmente a 

produtividade. Durante a operação, estes processos fermentativos podem ser integrados a etapas 

de separação downstream, também sendo chamadas de fermentação extrativa. A fermentação 

extrativa não apenas aumenta a produtividade do biorreator, mas também torna os processos de 
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purificação downstream mais simples. Ademais, em alguns casos, a fermentação extrativa gera 

maiores valores de rendimento quando comparado aos processos tradicionais. 

Existem diversos materiais, tanto orgânicos quanto inorgânicos, atualmente utilizados em 

fermentação com células imobilizadas. Alginato de cálcio ou sódio, por exemplo, é uma das 

matrizes mais utilizadas na imobilização celular. Este polímero é extraído de algas marrons e é 

composto por diferentes proporções de ácido manurônico e ácido gulurônico. Nela, as células são 

imobilizadas por aprisionamento em microesferas de alginato com aspecto gelatinoso. Apesar de 

ser uma matriz de baixo custo, boa biocompatibilidade e alta disponibilidade, o alginato apresenta 

problemas substanciais de transferência de massa. Esta característica ocorre pelo fato de que o 

substrato deve difundir para as beads, enquanto os produtos tóxicos ou inibitórios devem ser 

removidos. No caso de fermentação aeróbia, a transferência de oxigênio também possui um papel 

limitante no bioprocesso. Além disso, as beads de alginato apresentam baixa resistência mecânica, 

o que gera degradação da matriz de imobilização e liberação das células para o meio durante a 

fermentação. Por outro lado, o alginato promove baixa alteração físico-química durante o processo 

de imobilização, além de ser um polímero de baixo custo e alta biocompatibilidade. 

 

A nova matriz de imobilização impressa em 3D pode ser efetivamente utilizada tanto em processos 

aeróbios quanto anaeróbios. Esta também pode ser operada tanto sob a forma líquido-contínuo 

quanto gás-contínuo (trickle bed). Na configuração trickle bed, a corrente de gás flui de forma 

ascendente, passando pelas beads, enquanto o líquido flui de forma descendente pelas beads. A 

matriz de imobilização impressa em 3D, sob a forma de beads, apresenta alta superfície de contato 

para adesão celular e interação entre as células, o meio de cultura e opcionalmente os gases 

injetados no reator. Além disso, o amplo espaço “vazio” da matriz permite grande volume de 

trabalho (líquido) para o crescimento celular e geração de produto. A presente invenção também 

pode ser utilizada em fermentação extrativa. Neste caso, tanto o a fase aquosa (meio) quanto a 

substância responsável pela extração fluem pelos espaços entre a matriz de imobilização. Por fim, 

a nova matriz de imobilização impressa em 3D possui versatilidade tal que pode ser utilizada em 

outras importantes aplicações, como fermentação, biotransformação ou biofiltração. 

Uma vantagem particular da presente invenção e seus métodos é a conversão de açúcares em 

ácidos orgânicos, álcoois etc. Mais especificamente, glicose pode ser utilizada para produção de 

ácido propiônico, ácido acético e ácido succínico, na forma ácida e/ou na forma de sais propionato, 

acetato e succinato. É sabido que a produção destas moléculas pode ser afetada por condições de 

cultura. Entretanto, a presente invenção melhora substancialmente a efetividade destas conversões. 

Portanto, é um dos objetivos da presente invenção promover uma matriz e método de imobilização 

efetivo para conversão de material orgânico em outros materiais orgânicos mais úteis 

industrialmente, através das técnicas de fermentação. 

Também faz parte da presente invenção a promoção de uma melhor conversão de açúcares ou 

biomassa contendo açúcares em ácidos orgânicos, na forma de ácido ou de sais, através do uso de 

microrganismos. 

Outro objeto da presente invenção caracteriza-se por promover uma nova e melhorada matriz de 

imobilização celular a ser utilizada em biorreator para uso em diversos bioprocessos, como 

fermentação, biotransformação e biofiltração, com o objetivo de converter materiais orgânicos em 

outros com maior aplicação industrial. 

A matriz de imobilização pode possuir a forma de beads esféricas, com diversos poros internos; 

ou seja, cada poro não é completamente fechado e há a presença de ao menos dois poros 

interconectados. Através da descrição acima da matriz, a bead para imobilização celular possui 
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estruturas em 3D no formato de grade, contendo poros, de forma que o líquido (ex: meio de cultivo) 

ou gás possa fluir por dentro das beads e, consequentemente, pelas células imobilizadas. Esta 

forma de construção de matriz de imobilização não apenas aumenta a área superficial de forma 

significativa, mas também minimiza possíveis variações nas taxas de reação entre as células na 

superfície e a parte interna das beads. Ademais, de forma única e exclusiva, quando comparado ao 

estado da técnica, a presente invenção permite a imobilização de células através da preparação de 

diversos tamanhos e formatos das beads e de seus poros, de forma a não alterar de forma 

significativa a área superficial . 

A  fermentação  é  iniciada  com  a  adição  de  meio  de  fermentação  contendo fonte de carbono 

na concentração entre 20 g/L e 200 g/L e as beads impressas em 3D. As  condições de fermentação 

em batelada simples ou alimentada ou contínua, a depender do microrganismo, serão: temperatura 

entre 20 e 80ºC, agitação de 0 a 600 rpm  e  pH entre 4,0 e 9,0,  mantido  através  da  adição  

controlada  de  4  M  de  base ou ácido (HCl, entre outros) estéril.  No  início  da  fermentação, 

nitrogênio gasoso será opcionalmente injetado no biorreator por 10 min, de forma a manter-se  a  

anaerobiose.  Alíquotas  serão  retiradas  em  intervalos  regulares,  até  o  total  consumo  do  

substrato. 

Na fermentação, a fonte de carbono é uma ou mais dentre as opções a seguir: hexoses (glicose, 

frutose, manose, galactose entre outros), pentoses (arabinose, xilose entre outros), glicerol, lactato, 

sacarose, amido, celulose, hemicelulose, tanto na forma purificada quanto oriundos de pré-

tratamentos de biomassa lignocelulósica, tais como cana-de-açúcar, sorgo, milho, mandioca, 

beterraba entre outros. 

Na fermentação, a fonte de nitrogênio é amplamente conhecida pelo estado da técnica, e 

compreende peptona, extrato de levedura, NH4, soja tripsinizada, (Tryptic soy broth) entre outros. 

As condições de cultivo de cada microrganismo são bastante conhecidas pelo estado da técnica, 

porém exemplos não exaustivos encontram-se na tabela abaixo: 

 

Tabela 2 

Microganismo Temperatura (ªC) pH Agitação (rpm) Anaerobiose 

Propionibacterium 30 a 35 6 a 7 100 a 300 sim 

Saccharomyces 25 a 37 4 a 7 100 a 300 sim 

Pichia 30 a 37 4,5 a 7 100 a 300 sim 

Clostridium 30 a 37 6 a 7 100 a 300 sim 

 

Inicialmente, as beads são lavadas com água destiladas e secas. Opcionalmente, pode-se tratar as 

beads em uma solução pH cerca de 7 contendo entre 0,1 e 10% de polietilenoimina (PEI), mais 

preferencialmente entre 0,5 e 5% PEI, mais preferencialmente entre 2 e 3% PEI. Após cerca de 

24h, preferencialmente cerca de 12h, mais preferencialmente cerca de 3h de tratamento com PEI, 

as beads são lavadas com água destilada e autoclavadas por 30 min a 121ºC já com meio de cultivo, 

na ausência de glicose. 

Após a esterilização das beads e do meio de cultivo, estas são inseridas dentro do vaso do biorreator 

previamente esterilizado. Em seguida, também em condições assépticas, o inóculo do 
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microrganismo é inserido no vaso do biorreator. Este inóculo pode possuir densidade óptica (DO) 

entre 0,5 e 10. Verifica-se que, portanto, as beads estão contidas no vaso reacional, o que simplifica 

todo o processo pela ausência de uma coluna externa conectada ao vaso e contendo a matriz de 

imobilização. 

Após a introdução do inóculo no vaso do biorreator contendo as beads, etapas de batelada simples 

com glicose, para efetivação da imobilização celular, são realizadas. Estas etapas ocorrem nas 

condições típicas de crescimento dos microrganismos, conforme detalhado na tabela 2. Após cerca 

de 1-5 bateladas simples, preferencialmente entre 2 e 3 bateladas simples, verifica-se o aumento 

da densidade de células imobilizadas nas beads impressas em 3D. Logo, o biorreator está pronto 

para a fermentação. Cabe ressaltar que, mesmo nestas etapas de aumento de densidade celular, o 

produto já é formado e pode ser coletado para as etapas downstream de isolamento e/ou purificação 

do produto de interesse. 

Após a obtenção de alta densidade celular, a fermentação é iniciada pela adição do substrato, como 

glicose, na concentração entre 20 e 100 g/L. A fermentação pode ser realizada de forma conhecida 

pelo estado da técnica, sob a forma de batelada simples, alimentada ou contínua. De forma simples 

e funcional, as bateladas podem ser reiniciadas pela adição das beads contendo células 

imobilizadas em um novo reator ou pela remoção do meio de cultura anterior (meio “gasto”) e 

adição de meio de cultura com fonte de carbono novo dentro do reator já contendo as beads com 

células imobilizadas. 

 

Outra interessante concepção desta invenção consiste na preservação celular após a fermentação. 

Para isso, as beads podem ser simplesmente adicionadas em uma solução compreendendo 

preservativos celulares, como glicerol ou DMSO, por exemplo. As beads podem então ser 

congeladas. Para uso em uma nova fermentação, pode-se adicionar as beads contendo células 

imobilizadas e preservadas em um novo reator e iniciar um novo bioprocesso fermentativo. 

 

A presente invenção possui inúmeras vantagens quando confrontada pelo estado da técnica. 

Primeiramente, a grande área superficial promovido pela construção das beads impressas em 3D 

permite uma maior atividade específica das células imobilizadas. Além disso, a presente invenção 

pode ser utilizada para qualquer tipo celular minimamente capaz de se aderir a uma superfície, de 

forma a promover uma maior densidade celular e maior produtividade. Outra vantagem 

significativa é a de que as beads impressas em 3D são compostas por um material inerte, o nylon. 

Este material é comprovadamente atóxico para as células, além de sua produção ser de baixíssimo 

custo, na casa de 10 centavos de euro por bead. Outra caractertística essencial para a redução do 

custo é a reusabilidade; as beads podem ser autoclavadas em utilizadas por dezenas de vezes, sem 

qualquer modificação detectável na imobilização celular ou produtividade. Ademais, as beads 

impressas em 3D são extremamente resistente a impactos, mesmo em altas agitações mecânicas, 

o que permite o uso diretamente no biorreator. Isso elimina a necessidade do uso de uma coluna 

externa e seus custos e complexidade operacional associados, como comumente utilizado pelo 

estado da técnica. Outra vantagem desta invenção consiste na alta resistência a variações de 

temperatura e pH, além de solventes orgânicos, o que permite autoclavagem e produção de ácidos 

orgânicos (ácido propiônico, succínico, acético entre outros), etanol, butanol entre outros. Outra 

vantagem desta invenção é a de que ela pode ser adaptada especificamente para qualquer tipo de 

bioprocesso, seja em tamanho ou formato das beads, de acordo com suas especificidades, o que 

amplia o uso em aplicações de escalas industriais. Por fim, as beads podem ser tratadas com os 
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mais variados policátions conhecidos pelo estado da técnica, para aumentar a adesão das células à 

matriz impressa em 3D. 

 

 Impressão 3D por sinterização seletiva a laser 

A Impressão 3D, também conhecida como prototipagem rápida ou manufatura aditiva, é uma 

forma de tecnologia de fabricação aditiva, onde um modelo tridimensional é criado por sucessivas 

camadas de material. São geralmente mais rápidas, mais poderosas e mais fáceis de se usar do que 

outras tecnologias de fabricação aditiva. Estas técnicas oferecem aos desenvolvedores de produtos 

a habilidade de impressão em um simples processo de partes de alguns materiais com diferentes 

propriedades físicas e mecânicas. Tecnologias de impressão avançadas permitem imitar com 

precisão quase exata a aparência e funcionalidades dos protótipos dos produtos. 

As principais vantagens da impressão de objetos em 3D são: redução no tempo de produção, no 

custo e na geração de resíduos. Alguns especialistas especulam que a tecnologia de impressão em 

3D seja a terceira revolução industrial. 

Fabricação aditiva é o processo de criar objetos a partir de modelos digitais. As tecnologias de 

fabricação aditiva compreendem a fusão a laser, fundição a vácuo e moldagem por injeção. A fusão 

a laser é um processo de fabricação aditiva digital que utiliza energia laser concentrada para fundir 

pós metálicos em objetos 3D. A fusão a laser é uma tecnologia de fabricação emergente, com 

presença na indústria médica (ortopedia), aeroespacial, assim como nos setores de engenharia de 

alta tecnologia e eletrônica 

A fundição a vácuo basicamente é utilizada para produzir protótipos de alta qualidade em variedade 

de resinas de poliuretano (PU) que mimetizam o desenho de polímeros de engenharia. O nylon 

também pode ser fundido a vácuo e criar matrizes de cera para processos de fundição de cera. 

Algumas máquinas injetoras são apropriadas para a produção de pequenas séries, utilizando molde 

de resina, ou produção em série de pequenas peças pesando até 12 gramas, dependendo do modelo 

escolhido. 

A presente invenção utiliza um processo de produção de objetos por sinterização seletiva a laser 

de materiais pulverulentos, tais como nylon 12 (polylaurolactam; PA 12), possuindo certas 

características físicas a serem utilizadas. 

No desenvolvimento de máquinas, aparatos e objetos, tanto a produção de amostras e modelos 

quanto de protótipos deles é parte importante no desenvolvimento de novas tecnologias e tem 

influência no tempo de desenvolvimento. A produção de objetos com formas complexas é, 

entretanto, dispendiosa em tempo e custos financeiros. 

Recentemente, um processo chamado sinterização seletiva a laser (SLS), também conhecido como 

prototipagem rápida, permite uma manufatura veloz e de baixo custo de objetos com as mais 

variadas formas, a partir de materiais pulverulentos, tais como polímeros em pó. O processo ocorre 

após o design realizado em computador (arquivos CAD), que gera imagens seccionadas dos 

objetos desejados, na forma digital. 

Para produzir um determinado objeto, o polímero em pó é aplicado em finas camadas em uma 

mesa, que pode ser movida para baixo, em uma câmara de sinterização aquecida a temperaturas 

ligeiramente abaixo do ponto de fusão do polímero. A espessura da camada é escolhida de forma 

a que a camada fundida posterior seja produzida após a sinterização a laser anterior. Por controle 

de computador, o laser sinteriza as partículas em pó juntas. Após este passo, a mesa é rebaixada de 

acordo com a espessura desejada, geralmente entre 0,2 a 2 mm. Este procedimento é repetido 

aplicando-se uma nova camada de pó. Após um pré-determinado número de ciclos, o objeto foi 

produzido de acordo com o número de camadas desejadas. Regiões não fundidas, onde o pó ainda 
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está presente na forma sólida, estabilizam a forma do objeto fundido. 

Com a redução gradual da temperatura, as regiões fundidas do objeto são solidificadas. Em 

seguida, o objeto é removido da câmara de sinterização, e o objeto é separado do polímero em pó 

não sinterizado. Este pó sobressalente pode ser reutilizado. 

O polímero pulverulento tipicamente utilizado é o nylon-11 ou nylon-12 (PA11). Outros polímeros 

podem ser utilizados, como nylons, poliacetal, polipropileno, polietileno e ionômeros. 

Policarbonatos e poliestireno também pode ser utilizados. A adequação de determinado polímero 

para determinado uso depende de suas características físicas, assim como sua natureza química. 

As beads criadas nesta invenção podem possuir diversos formatos, como esférico, triangular, 

quadrangular, retangular, cônico, cilíndrico, hexaédrico, icosaédrico dentre outros. As beads 

podem medir entre 10 mm e 30 cm no maior eixo. Elas também podem possuir poros em formato 

de grade entre 1 mm e 10 cm. 

Uma grande vantagem desta invenção consiste na grande estabilidade das beads impressas em 3D. 

Estas são capazes de suportar diversos ciclos de autoclavagem, o que permite a reutilização e reduz 

os custos de produção. Ademais, as beads impressas em 3D são altamente resistentes a pH baixo, 

requisito importante na produção biotecnológica de ácidos orgânicos. 

Outra vantagem que esta invenção apresenta frente ao estado da técnica é a resistência ao impacto. 

Em outro aspecto da presente invenção, as beads impressas em 3D permitem a imobilização celular 

diretamente dentro do vaso de fermentação. Ou seja, não há necessidade de adicionar a matriz de 

imobilização em uma coluna exterior, conectada ao vaso de fermentação. Isso simplifica o 

processo e reduz significativamente os custos do bioprocesso. Além disso, o custo de impressão 

de cada bead é estimado em cerca de 10 centavos de euro, em escala laboratorial, o que representa 

um custo baixíssimo em termos industriais. 

Em outro aspecto da presente invenção, as beads impressas em 3D também são atóxicas, sendo 

plenamente utilizadas na imobilização de qualquer microrganismo, dentre eles procariontes e 

eucariontes. O uso destas beads permite uma simplificação do processo de bateladas, visto que as 

células aderidas às beads podem ser facilmente transferidas para um novo reator, dando 

continuidade à fermentação. 

Em outro aspecto da presente invenção, as beads impressas em 3D também permitem o 

armazenamento celular de forma eficiente e de baixo custo. Ao final da fermentação, as beads 

contendo células aderidas podem ser diretamente mergulhadas em uma solução contendo 

conservantes celulares (ex: glicerol, dimetilsulfóxido, trealose etc.) e armazenadas a temperatura 

entre 4ºC e -180 ºC (nitrogênio líquido). 

Em outro aspecto da presente invenção, as beads impressas em 3D também podem ser utilizadas 

em uma composição compreendendo células, conservantes, tampões, sais entre outros. Com isso, 

uma nova fermentação pode ser facilmente iniciada apenas com a adição das beads com células 

aderidas nesta composição. 

Em outro aspecto da presente invenção, as beads podem ser tratadas com polímeros catiônicos, 

com o objetivo de aumentar a adesão célula-matriz. Diversos policátions podem ser utilizados, 

como polietilenoimina, polilisina, poliornitina, polialilamina ou poli (cloreto de amônio de dialil 

dimetil). Em geral, o pH desta solução de policátions pode ser ajustado para entre 4 e 8. Em geral, 

as beads podem ser incubadas entre 1 min a 24 horas em policátion de concentração entre 0,1 a 10 

%. Em seguida, as beads podem ser opcionalmente lavadas e secadas, para posterior esterilização 

e utilização. 

Em outro aspecto da presente invenção, podem ser geradas composições compreendendo beads e 

células imobilizadas. Essa composição pode ser utilizada para armazenamento celular a 4ºC, -20ºC 
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a -190ªC ou transporte com ou sem refrigeração. Esta composição compreende também moléculas 

que aumentem a viabilidade  celular em baixas temperaturas. Alguns exemplos são: água; tampão 

(ex: fosfato, borato, acetato, Bis-Tris, PIPES, MOPS, HEPES, Trizma, entre outros); sais minerais 

(sulfatos, fosfatos, sódio, cálcio, amônia, potássio, magnésio, manganês, ferro, iodo, entre outros); 

estabilizantes ou conservantes diversos (citrato, propionato, gliceorol, manitol, dimetilsulfóxido, 

trealose, EDTA, entre outros; fonte de carbono (sacarose, glicose, frutose, xilose, glicerol, entre 

outros). 

 

 

EXEMPLOS 

 

Exemplo 1: Produção das beads impressas em 3D 

 

A produção das beads impressas em 3D por sinterização a laser foi realizada utilizando-se o 

sistema de manufatura aditiva EOS Formiga P110. Este equipamento utilizou a poliamida 2200, 

que é um tipo de nylon 12, utilizando-se a tecnologia de fusão de leito em pó chamada 

sinterização seletiva a laser. A sinterização seletiva a laser realizou a impressão em camadas a 

partir de um molde virtual produzido no formato CAD (computer aided design). Um esquema 

com as etapas resumidas contidas nessa invenção estão na Figura 1. Depois de inúmeros testes, 

foram selecionadas beads com diâmetros entre 10 e 50 mm. Estas beads foram impressas com 

estrutura em grade de 0,6 mm, 1 mm, e 1,5 mm de grossura. Ademais, o espaçamento das grades 

impresso foi de cerca de 1 a cerca de 10 mm, com incrementos de 0,5 mm. Para um técnico no 

assunto, variações destes tamanhos são óbvias, de acordo com a adequação ao tipo de 

bioprocesso realizado. Logo, os exemplos aqui demonstrados podem ser considerados como 

prova de conceito; consequentemente, variações de tamanho ou forma que não abordados na 

presente invenção seriam carentes de atividade inventiva. Além disso, a escala de produção 

industrial pode necessitar a produção de beads com tamanhos, grades e espessura diversos, o que 

está dentro do escopo da presente invenção. Os resultados de algumas impressões em 3D estão 

na Figura 2 e 3. Conforme mostrado nas Figuras, a superfície das beads impressas em 3D 

apresenta um alto nível de rugosidade, o que a torna bastante atraente para imobilização celular. 

Esta alta rugosidade aumenta consideravelmente a área de superfície da matriz e a geração de 

regiões mais protegidas contra as forças de cisalhamento do meio, o que estimula uma maior 

imobilização da biomassa celular. 

Opcionalmente, antes de iniciar a fermentação, as beads foram tratadas com solução de 

Polietilenoimino (PEI). O protocolo de tratamento está explicitado no exemplo 4. 

 

Exemplo 2: Verificação da imobilização celular em matriz impressa em 3D 

 

A imobilização celular foi medida de acordo com o procedimento de Gross e colaboradores, porém 

adaptado para as beads impressas em 3D (Gross, R., Hauer, B., Otto, K., Schmid, A., 2007. 

Microbial biofilms: New catalysts for maximizing productivity of long-term biotransformations. 

Biotechnol. Bioeng. 98, 1123-1134). De maneira sucinta, ao final da fermentação as beads foram 

lavadas e imersas em banho com água destilada por 10-30 segundos para remoção de células pouco 

e não aderidas. Logo após, as beads foram secas em cerca de 65 ºC por cerca de 30 min. Para 

coloração das células imobilizadas, foi utilizado cristal violeta cerca de 0,1% por cerca de 30 min 

a cerca de 25 ºC. Após a lavagem, as beads foram secas por cerca de 1h a cerca de 37 ºC. Em 
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seguida, as amostras foram submergidas em 2ml de uma solução de cerca de acetona/etanol (1/4 

v/v) por cerca de 10 min em agitação branda. A fração líquida foi coletada e a absorvância foi 

medida em 540 nm em espectrofotômetro. O resultado pode ser verificado na Figura 4. Observa-

se uma alta imobilização celular quando comparado ao controle negativo, tanto de P. 

acidipropionici quanto de P. freudenreichii. Este resultado é especialmente interessante pois 

demonstra que tanto microrganismos produtores de exopolissacarídeos (EPS) (P. freudenreichii ) 

quanto não produtores são capazes de ser imobilizados na matriz impressa em 3D. 

 

Exemplo 3: Microscopia eletrônica de varredura para observação de imobilização celular em 

matriz 3D 

 

Ao fim da fermentação, as beads foram removidas do reator e lavadas com tampão fosfato (PBS) 

pH 7,2. As células foram fixadas por 30 min com solução contendo 2,5% glutaraldeído e 2% 

paraformaldeído em tampão cacodilato 0,1M pH 7,2. Após a lavagem das células não aderidas, as 

beads foram cortadas ao meio com uma lâmina, para verificar a imobilização celular na superfície 

e dentro da matriz de imobilização. 

As beads foram então desidratadas em 30, 50, 70 e 100% de etanol por 10 min cada. Após a 

secagem por ponto crítico padrão, as beads foram então aderidas aos stubs, cobertas com uma fina 

camada de ouro por 60 segundos e visualizadas em alto-vácuo no microscópio eletrônico 5kV 

Hitachi SU3500. 

Os resultados da microscopia eletrônica de varredura podem ser visualizados na Figura 3. Os 

resultados da microscopia eletrônica de varredura das beads após a produção demonstram que a 

superfície apresenta um alto grau de rugosidade. Isto indica que a área superficial real das beads 

impressas em 3D é muito superior à área calculada teoricamente. Esta mesma característica foi 

verificada em toda a extensão da matriz de imobilização, ou seja, tanto na parte externa quanto na 

parte interna das beads. 

Também conforme verificado, houve imobilização celular nas beads não tratadas e nas beads 

tratadas com PEI (Figura 5). Entretanto, as beads não tratadas possuíram células majoritariamente 

em bolsões ou “vales” da matriz (Figura 5 A e B). Isso ocorre pois estas regiões estão mais 

protegidas das forças de cisalhamento do meio. Já as beads tratadas com o policátion PEI foram 

capazes de aderir células em toda a superfície, aumentando consideravelmente a biomassa 

imobilizada (Figura 5 C e D). 

 

Exemplo 4: Método de imobilização celular 

 

O protocolo de imobilização celular em beads impressas em 3D descrito a seguir é otimizado para 

imobilização de bactérias e leveduras, podendo também ser aplicado em protozoários, fungos, 

algas ou células animais. Ademais, o protocolo de imobilização celular em beads impressas em 3D 

também é realizado por qualquer microrganismos geneticamente modificados. 

Esta configuração é formada unicamente pelo vaso do biorreator. O biorreator tem sua temperatura 

controlada por banho de água  circulante. A agitação, medição de pH, adição de NH4OH estéril, 

adição de nitrogênio gasoso e  retirada da amostra são realizadas no vaso do biorreator. Ressalta-

se que seria óbvio para um técnico no assunto a utilização de outros controles de temperatura do 

vaso reacional (camisa térmica, por exemplo), assim como a utilização de outras bases para 

controle de pH (NaOH, por exemplo) e outras fontes gasosas livres de oxigênio (gás carbônico, 

por exemplo). 
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 Os protocolos de  preparo  da  matriz  de  imobilização  3D seguem:  Após 1 a 10 lavagens com  

água  destilada  e  secagem  em  estufa  a  105  ºC,  as beads impressas em 3D  são  opcionalmente 

ressuspensas  em  solução  aquosa de polietilenoimina entre 1 e 3 % (v/v), entre 1 h e 6h, pH entre 

6 e 7 e autoclavada entre 15 a 45 min a 121 ºC. Opcionalmente, a etapa de autoclavagem pode ser 

suprimida. Na sequência, as beads são lavadas, secas e estão prontas para serem adicionadas ao 

biorreator. 

Com as beads prontas, o próximo passo consiste na imobilização celular. Para isso, o vaso do 

biorreator contendo 300 mL de meio e as beads é inoculado com o microrganismo fermentador. 

Neste exemplo, dentre os micorganismos imobilizados compreende-se bactérias do gênero 

Propionibacterium. Após cerca de 72 h de  crescimento  celular  nas  condições  anteriormente  

descritas,  foram  obtidas  células  na  densidade óptica em 600 nm de cerca de 10 unidades 

arbitrárias. Opcionalmente, as beads são adicionadas ao biorreator após o microrganismo, que pode 

estar na fase lag, exponencial, estacionária ou de declínio de crescimento. Adicionalmente, a 

operação de imobilização celular previamente à fermentação pode ser realizada em ciclos de 1 a 

10 bateladas simples. 

 

Exemplo 5: Fermentação de ácido propiônico como prova de conceito para imobilização celular 

em matriz 3D 

 

De forma a demonstrar experimentalmente  a possibilidade de utilização de matriz impressa em 

3D como suporte de imobilização celular, foram utilizadas células de Propionibacterium na 

produção de ácido propiônico. Esta prova de conceito foi realizada em 200 mL de meio contendo: 

20-70 g.L-1 glicose, 10 g.L-1; extrato de levedura, 10,0 g.L-1; TSB 5 g.L-1; MnSO4, 0,05g.L-1 e  

K2HPO4 0,25 g.L-1 . O pH foi mantido em 6,5 pela adição de NH4OH. O oxigênio contido no 

“headspace” do biorreator foi removido com a injeção de nitrogênio gasoso estéril por 15 minutos. 

Após cerca de 3 bateladas simples para aumento da densidade celular imobilizada nas beads 

impressas em 3D, a fermentação foi iniciada pela remoção do meio gasto e adição de meio fresco 

contendo entre 40 e 80 g/L de glicose. O consumo de substrato e produção de ácido propiônico, 

ácido acético e ácido succínico foram acompanhados em intervalos regulares pela coleta de 1 mL 

de meio. Foram realizadas fermentações em biorreator contendo beads não tratadas, beads tratadas 

com PEI e células livres (grupo controle). Conforme mostrado na Figura 5, as células livres (Fig.6 

A e B) consumiram o substrato após uma longa fase lag, o que reduziu a produtividade. Já as 

células imobilizadas em beads não tratadas (Fig.6 C e D) e beads tratadas com PEI (Fig.6 E e F) 

produziram mais ácido propiônico em um tempo muito menor, o que demonstra as vantagens da 

imobilização celular em matriz impressa em 3D. Estes resultados demonstram que as células 

aderidas foram capazes de produzir ácido propiônico com maior eficiência e produtividade quando 

comparadas às células livres. 

 

Exemplo 6: Biomassa lignocelulósica como fonte de carbono para produção de ácido propiônico 

 

Como forma de prova de conceito do uso de matriz impressa em 3D para imobilização celular para 

produção de biomoléculas, a partir de biomassa lignocelulósica, foi utilizada Propionibacterium 

na produção de ácido propiônico. 

Para tal, a palha de trigo foi pré-tratada pelo método de steam explosion, conforme Erdei e 

colaboradores (SSF of steam-pretreated wheat straw with the addition of saccharified or fermented 

wheat meal in integrated bioethanol production.Biotech for Biofuels 2013 6:169). O material 
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obtido continha glicose e celobiose e foi utilizado como substrato para produção de ácido 

propiônico por células imobilizadas. Conforme Figura 7, a palha de trigo pré-tratada foi utilizada 

com sucesso para obtenção do produto de interesse. 

 

Exemplo 7: Batelada alimentada com células imobilizadas em matriz 3D 

 

Como forma de prova de conceito do uso de matriz impressa em 3D para imobilização celular para 

produção de biomoléculas, foi realizada uma batelada alimentada com Propionibacterium. As 

mesmas condições do exemplo 5 foram utilizadas. Entretanto, quando a concentração de glicose 

atingiu cerca de 3 g/L, uma nova solução estéril de glicose foi adicionada, de forma a alimentar o 

biorreator com substrato para produção de ácido propiônico. Conforme mostrado na Figura 8, as 

células imobilizadas em matriz 3D produziram com sucesso ácido propiônico pelo processo de 

batelada alimentada. 

 

Exemplo 8: Composição contendo beads e células imobilizadas 

 

Composição contendo beads impressas em 3D e células imobilizadas podem ter diversas 

aplicações. Para testar a viabilidade de se utilizar esta matriz como uma forma rápida e eficiente 

de criopreservação celular, no fim da fermentação as beads foram coletadas e lavadas, para 

remoção de células não aderidas. Em seguida, estas foram mergulhadas em solução 

compreendendo glicerol 20 % e mantidas a 4 ºC, -20 ºC e -80 ºC por cerca de 30 dias. Em seguida, 

a composição contendo beads e células imobilizadas foi adicionada ao meio de cultivo contendo 

glicose. Foi observado crescimento celular, o que demonstra a aplicação desta composição na 

criopreservação de células de forma rápida e eficiente, já que elimina etapas de coleta celular, 

centrifugação e ressuspensão em criopreservante. Cabe ressaltar que, para um técnico no assunto, 

seria óbvio substituir glicerol por DMSO ou outros agentes notoriamente conhecidos como agentes 

crioprotetores. 

 

Exemplo 9: Métodos analíticos 

 

Os métodos analíticos para quantificação do produto são amplamente conhecidos pelo estado da 

técnica. Para confirmar a adequação da bactéria Propionibacterium sp. para produção de ácido 

propiônico a partir de glicose, ou hidrolisado celulósico da palha de trigo, foram retiradas  alíquotas  

em  tempos  pré-determinados.  As  amostras  serão  centrifugadas  a  12000 rpm  durante  15  

minutos,  sendo  o  sobrenadante  destinado  às  dosagens  de  açúcares  e produtos, após filtração 

em membrana de celulose com uma porosidade de 0,22 mm. O pellet foi  lavado  e  avolumado  

para  o  mesmo  volume  inicial  em  água  destilada.  Após homogeneização  das  células  em  

agitador  do  tipo  vórtex,  estas  foram  quantificadas  por densidade óptica em 600 nm, utilizando-

se um espectrofotômetro. 

As concentrações de açúcares foram determinadas por cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC) em cromatógrafo acoplado a uma coluna de troca catiônica. A concentração dos  ácidos  

orgânicos  também  foram  determinada  por  HPLC,  porém  acoplado  à  coluna  C18, com índice 

de detecção no UV, à 210 nm. Foram injetados volumes de amostra iguais a 20 µL, com uma 

solução 100 % tampão fosfato, pH 2,2 como fase móvel a 0,9 mL. min -1  a 35 ºC. 

As  concentrações  das  substâncias  analisadas  nas  amostras  foram  calculadas  por comparação  

com  padrões  externos  de  concentração  conhecida,  com  áreas  cromatográficas calculadas  pelo  
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próprio  equipamento.  O  rendimento  de  produção  de  ácido  propiônico  foi aferido de acordo 

com a quantidade do ácido produzido por grama de substrato consumido, expresso em g  produto 

/ g  substrato. 
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Reivindicações 

 

1. Beads impressas em 3D para imobilização celular, caracterizada por compreender a produção 

com o formato tridimensional desejado por sinterização seletiva a laser (SLS). 

2. Beads impressas em 3D para imobilização celular, de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado por compreender a produção a partir de partículas de plástico, metal, cerâmica ou 

vidro. 

3. Beads impressas em 3D para imobilização celular, de acordo qualquer uma das reivindicações 

1 a 2, caracterizado por compreender partículas de nylon 12. 

4. Beads impressas em 3D para imobilização celular, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 3, caracterizado por possuir diâmetro entre 10 mm e 30 cm. 

5. Beads impressas em 3D para imobilização celular, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 4, caracterizado por possuir uma estrutura em grade com porosidade entre 1 

mm e 10 cm. 

6. Beads impressas em 3D para imobilização celular, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 5, caracterizado por ser opcionalmente tratada com polietilenoimina, 

polilisina, poliornitina, polialilamina ou poli (cloreto de amônio de dialil dimetil). 

7. Processo de fermentação utilizando células imobilizadas em beads impressas em 3D, 

caracterizado pelas seguintes etapas: 

- Adicionar as beads em um meio de cultura de microrganismo compreendendo fonte de 

carbono, sais e fonte de nitrogênio. 

- Adicionar o microrganismo. 

- Isolar o produto de interesse do caldo de fermentação. 

8. Processo de fermentação utilizando células imobilizadas, de acordo com a reivindicação 7, 

caracterizado por opcionalmente adicionar as beads após a adição do microrganismo. 

9. Processo de fermentação utilizando células imobilizadas, de acordo qualquer uma das 

reivindicações 7 a 8, caracterizado pelo microrganismo compreender bactérias, fungos, 

leveduras, algas, protozoários ou cultura de células animais não humanas, tanto naturais quanto 

geneticamente modificados. 

10. Processo de fermentação utilizando células imobilizadas, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 7 a 9, caracterizado pelo microrganismo compreender espécies do gênero 
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Propionibacterium, Clostridium, Saccharomyces, Pichia, Escherichia, Bacillum, Trichoderma ou 

Corynebacterium. 

11. Processo de fermentação utilizando células imobilizadas, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 7 a 10, caracterizado pelo produto estar compreendido entre álcoois, ácidos 

orgânicos, proteínas, vitaminas, anticorpos, enzimas, aminoácidos, dióis ou biomassa celular. 

12. Processo de fermentação utilizando células imobilizadas, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 7 a 11, caracterizado pelo produto compreender ácido propiônico, ácido acético, 

ácido succínico, etanol, butanol, isopropanol ou acetona. 

13. Processo de fermentação utilizando células imobilizadas, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 7 a 12, caracterizado pela fonte de carbono compreender hexoses, pentoses, 

glicerol, lactato, sacarose, amido, celulose, hemicelulose, tanto na forma purificada quanto 

oriundos de pré-tratamentos de biomassa lignocelulósica. 

14. Processo de fermentação utilizando células imobilizadas, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 7 a 13, caracterizado por utilizar  beads conforme reivindicação 1. 

15. Processo de fermentação utilizando células imobilizadas, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 7 a 14, caracterizado por compreender um processo aeróbio ou anaeróbio que 

podem compreender batelada simples, alimentada ou contínua. 

16. Processo de fermentação utilizando células imobilizadas, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 7 a 15, caracterizado por realizar anteriormente à fermentação de 1 a 10 bateladas 

para promover o aumento da densidade de microrganismo aderido à bead. 

17. Uso da bead, caracterizado por compreender contactar um microrganismo à bead para 

obtenção da imobilização celular. 

18. Uso da bead, de acordo com a reivindicação 17, caracterizado por opcionalmente tratar a 

bead com polietilenoimina, polilisina, poliornitina, polialilamina ou poli (cloreto de amônio de 

dialil dimetil) anteriormente a etapa de contato com o microrganismo. 

19. Uso da bead, de acordo com qualquer uma das reivindicações 17 a 18, caracterizado por ser 

utilizado em bioprocesso para produção de álcoois, ácidos orgânicos, proteínas, vitaminas, 

anticorpos, enzimas, aminoácidos, dióis ou biomassa celular. 

20. Método de adesão de microrganismo ao suporte impresso em 3D, caracterizado por adicionar 

a bead ao meio de cultivo contendo microrganismo a ser imobilizado. 

21. Método de adesão de microrganismo ao suporte impresso em 3D, de acordo com a 



111 

 

reivindicação 20, caracterizado por opcionalmente adicionar o microrganismo em meio de 

cultivo contendo a bead. 

22. Método de adesão de microrganismo ao suporte impresso em 3D , de acordo com qualquer 

uma das reivindicações 20 a 21, caracterizado por realizar anteriormente à fermentação de 1 a 10 

bateladas para promover o aumento da densidade de microrganismo aderido à bead. 

23. Composição para uso em bioprocessos, caracterizada por compreender uma bead para 

imobilização celular e um microrganismo produtor ao menos parcialmente imobilizado. 

24. Composição para uso em bioprocessos, de acordo com a reivindicação 23, caracterizada por 

compreender um ou mais ingredientes dentre poliol, conservante, estabilizante, sal, tampão, 

solvente e antioxidante. 
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RESUMO 

 

 

A presente invenção pertence ao campo da biotecnologia industrial, relacionada a métodos de 

imobilização celular através da tecnologia de impressão em 3D, matriz de imobilização celular e 

aplicações do mesmo, com o objetivo de produção de biomoléculas ou biomassa celular. 
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O primeiro artigo publicado intitula-se Cell immobilization on 3D-printed matrices : A 

model study on propionic acid fermentation, publicado na revista Bioresource Technology. Este 

trabalho também originou o depósito de uma patente de invenção, conforme mostrado 

anteriormente. O depósito do pedido de patente foi realizado anteriormente à publicação do artigo, 

de forma a atender ao requisito de novidade da patente. 

Após os estudos com a matriz de imobilização Poraver, verificou-se que diversas matrizes 

possuem baixa resistência mecânica. Dessa forma, estas matrizes são danificadas quando em 

contato com as pás de agitação mecânica do biorreator. Para contornar este problema, em geral a 

matriz Poraver é protegida em uma coluna externa ao vaso reacional. Entretanto, esta configuração 

torna a fermentação mais complexa, custosa e com maior probabilidade de contaminação. 

Ao mesmo tempo, temos observado um avanço constante da tecnologia de manufatura 

aditiva, também chamada de impressão 3D. Esta tecnologia permite a prototipagem rápida e de 

baixo custo, com precisão milimétrica e através do uso de diversos materiais. Neste trabalho, foi 

utilizado o polímero de nylon 12 (ou poliamida 2200) por ser um material barato e com grande 

resistência mecânica. 

A principal contribuição deste trabalho consiste na utilização da impressão 3D no design e 

produção de matrizes de imobilização celular em processos fermentativos. Utilizando-se bactérias 

do gênero Propionibacterium, como prova de conceito, foi demonstrado que este microrganismo 

é capaz de se aderir às beads de nylon. Esta matriz de imobilização também mostrou-se atóxica e 

resistente ao uso em múltiplas bateladas sequenciais. Imagens de microscopia eletrônica de 

varredura também confirmaram a capacidade de adesão celular às beads, que também mostraram 

alta rugosidade, importante para facilitar a adesão célula-matriz. Para avaliar a possibilidade de 

utilização das beads em bateladas sequenciais, foi utilizada a espécie P. acidipropionici, pois este 

microrganismo é o mais estudado para produção de ácido propiônico. Portanto, seria interessante 

avaliar esta espécie para comparação com os resultados observados na literatura. 

Foi também demonstrado neste trabalho a possibilidade de tratamento da matriz impressa 

em 3D por policátions, como polietilenoimino (PEI), de forma a promover maior carga positiva às 

beads. Por um lado, imagens de microscopia eletrônica de varredura claramente demostraram 

maior adesão celular às beads. Por outro lado, a citotoxicidade do PEI foi responsável pela 

produtividade reduzida em biorreator. 
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Por fim, a configuração reacional foi simplificada, onde as beads são imersas diretamente 

no vaso do biorreator, portanto sem a necessidade do uso de uma coluna externa. Bateladas 

sequenciais foram realizadas, onde foi demonstrado que este bioprocesso com células imobilizadas 

apresenta significativa robustez. Adicionalmente, foi verificado que as células imobilizadas em 

beads podem ser facilmente criopreservadas em glicerol pela simples adição da bead à solução 

crioprotetora (dados não mostrados). 

Este trabalho demonstrou, de forma inédita, a possibilidade do uso da tecnologia de 

impressão 3D em processos fermentativos. As beads podem ser ajustadas, de acordo com o 

microrganismo e o produto-alvo, para obtenção de maior rendimento e produtividade quando 

comparado ao uso de células livres. 
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O segundo manuscrito, intitulado “EPS production by Propionibacterium freudenreichii 

facilitates its immobilization for propionic acid production”, foi submetido ao Journal of Applied 

Microbiology. Este trabalho versa sobre o papel dos exopolissacarídeos (EPS) na adesão celular 

para a produção de ácido propiônico. 

 Os exopolissacarídeos são biopolímeros bastante estudados, especialmente para as 

espécies que compõem o grupo das bactérias do ácido láctico. Poucos trabalhos na literatura 

caracterizaram o EPS produzido por cepas de Propionibacterium. Além disso, não foi avaliado o 

possível papel do EPS na imobilização celular durante processos fermentativos para produção de 

ácido propiônico.  

Este manuscrito caracterizou de forma inédita o EPS produzido por P. freudenreichii C.I.P 

59.32. Esta espécie foi utilizada, alternativamente à espécie mais estudada P. acidipropionici, pois 

foi anteriormente demonstrado que as melhores cepas produtoras de EPS são encontradas em P. 

freudenreichii. A composição do EPS foi caracterizada por ensaios de hidrólise do polissacarídeo 

e quantificação dos monômeros por CLAE. Para maior compreensão de como a produção de EPS 

afeta a interação célula-célula, esta foi visualisada pelo uso de técnicas de microscopia eletrônica 

de varredura e de transmissão.  

Após a compreensão da composição do EPS e do papel deste biopolímero na interação 

célula-célula, as células de P. freudenreichii foram utilizadas para fermentação em biorreator. Foi 

comparada a produção de ácido propiônico por células livres, células imobilizadas em Poraver e 

imobilizadas em polietilenoimino (PEI)-Poraver. Diferentes insights sobre o papel do EPS na 

adesão celular e o consequente impacto na produtividade do processo fermentativo foram 

discutidos neste manuscrito. 
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Abstract 
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bioreactors with improved stability and productivity for production of different chemicals. 
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Functionalization of the immobilization matrix or biofilm forming property of some strains have 

been utilized for achieving cell attachment. The aim of the present study was to investigate the 

production of exopolysaccharide (EPS) by Propionibacterium freudenreichii C.I.P 59.32 and 

utilize this feature for immobilization of the cells on porous glass beads for production of 

propionic acid. 

Methods and Results: P. freudenreichii was shown to produce both capsular and excreted EPS 

during batch cultivations using glucose as carbon source. Different electron microscopy 

techniques confirmed the secretion of EPS and formation of cellular aggregates. The excreted 

EPS was mainly composed of mannose and glucose in a 5.3:1 g g-1 ratio. Immobilization of the 

cells on untreated and polyethyleneimine (PEI)-treated Poraver beads in a bioreactor was 

evaluated. Higher productivity and yield of propionic acid (0.566 g l-1 h-1 and 0.314 g g-1, 

respectively) was achieved using cells immobilized to untreated beads and EPS production 

reached 617.5 mg l-1 after 48 hours. 

Conclusion: These results suggest an important role of EPS-producing strains for improving cell 

immobilization and propionic acid production. 

Significance and Impact of the Study: This study demonstrates the EPS-producing microbe to 

be easily immobilized on a solid matrix and to be used in a bioprocess. Such a system could be 

optimized for achieving high cell density in fermentations without the need for functionalization 

of the matrix.  

Keywords: Propionibacterium; Exopolysaccharides; Biofilms; Propionic acid; Cell 

immobilization. 

 

Introduction 
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Propionibacterium genus has been recently reclassified into three groups of microorganisms: 

Propionibacterium and Acidipropionibacterium, typically found in dairy products, and 

Cutibacterium, found on skin of humans and other mammals (Scholz and Kilian 2016). They are 

non-sporulating, facultative anaerobe, and rod-shaped Gram-positive bacteria that produce 

propionic acid (Kumar and Babu 2006). Propionibacterium freudenreichii belongs to the dairy 

group of Propionibacterium, commonly used as starter cultures for ripening Swiss cheeses 

(Moslemi et al. 2016). Besides propionic acid, P. freudenreichii is also known for the production 

of exopolysaccharides (EPS), and Vitamin B12 (Deutsch et al. 2010; Feng et al. 2011; Wang et 

al. 2014; Dishisha et al. 2015) and is used as probiotic agent, since it has Generally Regarded as 

Safe (GRAS) status and is capable of surviving in the digestive tract (Jan et al. 2002). Propionic 

acid is known as a growth inhibitor of many bacteria and yeast, and its effects as a prebiotic for 

human health have also received some attention (Al-Lahham et al. 2010). 

The known physiological roles of EPS comprise cell protection from harsh environments, 

including changes of temperature, pH, osmotic stress and others (Donot et al. 2012). The 

polysaccharide can also be involved in cell-cell interaction, biofilm formation and adhesion to 

different surfaces (Ruas-Madiedo et al. 2002; Donot et al. 2012). In food industry, 

polysaccharides are largely used as stabilizing, viscosifying or texture-improver agents. Bacterial 

EPS can be secreted into the media or tightly attached to the cell wall (capsular EPS) and are 

desired as a natural source of polysaccharides as a result of the increasing awareness of 

consumers for green products (Torino et al. 2015). Lactic acid bacteria (LAB) are the most 

studied strains for EPS production and typically produce long chains of branched homo or 

heteropolysaccharides (Caggianiello et al. 2016). Although less studied, it was recently found 

that P. freudenreichii EPS-producing phenotype is strain-dependent and is influenced by the 
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medium composition and fermentation conditions. P. freudenreichii subsp. shermanii strain JS 

was found to produce a homopolysaccharide of glucose (Nordmark et al. 2005), and the 

polysaccharide synthase gene gtf was identified (Deutsch et al. 2008, 2010;). 

The main challenges of using Propionibacteria as a “biofactory” for chemicals production are 

slow growth, poor resistance to low pH and product inhibition (Guan et al. 2015). Different 

strategies have been used to overcome these limitations, such as extractive fermentation, cell 

immobilization, and sequential- and cyclic batch fermentation (Keshav et al. 2008; Dishisha et 

al. 2012; 2015). The aim of this study was to evaluate the production of both capsular and 

extracellular EPS by Propionibacterium freudenreichii C.I.P. 59.32 and investigate their possible 

role in immobilization of the bacterial cells for use in propionic acid production. 

Materials and methods 

Bacterial strain and culture medium 

Propionibacterium freudenreichii C.I.P. 59.32 was grown anaerobically in a medium containing 

per liter: 10 g yeast extract, 5 g Tryptic Soy Broth (TSB), 0.25 g K2HPO4, and 0.05 g MnSO4 

supplemented with glucose. For preparation of pre-culture, pH was adjusted to 7, and 20 ml of 

this medium was boiled in 50 ml serum bottles. Oxygen was removed by bubbling of nitrogen 

gas and the bottles were sterilized by autoclaving at 121 ºC for 20 min. The medium with 10 g l-1 

of glucose was inoculated with 1 ml of stock culture of the microorganism and incubated at 32 

ºC for 4 days. This culture was then used to inoculate (10 % v v-1) another bottle of the fresh 

medium with 20 g l-1 glucose. The resulting culture after incubation for 4 days at 32 ºC was used 

as inoculum for propionic acid and EPS production experiments.  

Treatment of Poraver with PEI 
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Poraver® beads were obtained from Dennert Poraver (Postbauer-Heng, Germany) and treated 

with polyethylenimine (PEI) as described elsewhere with modifications (Dishisha et al. 2012). 

Poraver beads (6-8 mm) were washed and autoclaved for 20 min at 121 ºC in 2 % (w v-1) 

branched PEI (MW 25 000, Sigma, USA) solution at pH 7. After washing and overnight drying 

at 50 ºC, 100 g beads were packed into a column (5 cm diameter x 20 cm height) that was 

partially filled with the culture medium described above and sterilized by autoclaving. 

Previously sterilized glucose solution was added in a final concentration of 70 g l-1. The same 

procedure was used with Poraver beads that were not treated with PEI. 

Batch fermentation for production of propionic acid and EPS 

Fifty milliliter serum bottles containing 30 g l-1 glucose were inoculated with 10% v v-1 culture 

of P. freudenreichii C.I.P. 59.32 and incubated at 32 ºC. Five hundred microliter samples were 

taken for substrate, cell growth and organic acid analyses. Five milliliter culture samples at 0, 72 

and 96 h were taken for EPS quantification and/or electron microscopy imaging. 

Bioreactor design for fermentations with immobilized cells was similar to that described 

earlier (Dishisha et al. 2012). A water-jacketed reactor vessel containing 300 ml culture medium 

and packed bed column packed with Poraver beads were connected with each other for medium 

recirculation. The head plate of the reactor vessel was fitted with ports for a pH electrode, 

sampling, nitrogen bubbling, and base inlet. The pH was maintained at 6.5 units using 5 mol l-1 

NH4OH solution and temperature was controlled at 32 ºC. Anaerobic atmosphere was ensured 

using Nitrogen gas, stirring was maintained at 200 rev min-1 and fermentation was continued for 

3 days. To build up the cell mass on Poraver beads, the reactor was inoculated with 10 % (v v-1) 

inoculum of P. freudenreichii culture ; once the OD600nm of ~10 was reached, the culture was 

recirculated over the column using a peristaltic pump at 15 ml min-1 for 48 h. After this 
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immobilization phase, spent culture broth was removed and 300 ml of fresh medium was added 

into the vessel. This procedure was repeated 3-5 times before the batch fermentation experiments 

in the medium containing 70 g l-1 glucose as carbon source. Samples of 2 ml were collected at 

proper time intervals for measurement of cell density, sugar and organic acids concentration. For 

EPS quantification, samples of 6 ml were taken and processed as described below. 

Exopolysaccharide purification 

The culture sample was centrifuged and the supernatant was processed as described earlier 

(Gorret et al. 2001). EPS was precipitated using 5 volumes of cold ethanol 95 % at 4 ºC 

overnight. After recovering the precipitate by centrifugation at 5000 g for 10 min, it was 

resuspended in the same volume of milli-Q quality water and extensively dialyzed (cellulose 

membrane, 3.5 kDa, Spectrum Labs) against milli-Q quality water for 5 days at 4 ºC to remove 

sugar monomers from the sample. Total EPS polymer in the dialysed sample was quantified as 

glucose equivalent by phenol sulfuric acid method (Masuko et al. 2005). Briefly, 50 l per 

sample was added in 96-well microplate. Then 150 l of concentrated sulfuric acid was 

vigorously added for better mixing. To this well it was added 5 % phenol in water. After shaking 

and 5 min at 90 ºC in a water bath, the microplate was cooled to room temperature and A490 nm 

was measured by microplate reader. 

EPS monosaccharide analysis was done according to the protocol described elsewhere (Sluiter 

et al. 2008). The isolated EPS was pre-hydrolyzed by addition of 72 % sulfuric acid for 60 min at 

30 ºC. Sulfuric acid was then diluted to 4 % with milli-Q quality water and hydrolysis was 

continued at 100 ºC for 3 h. Neutralization of EPS-containing solution was achieved using 0.1 

mol l-1 Ba(OH)2.H20 and samples were filtered with 0.2 m membrane. 

Scanning electron microscopy (SEM) 
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Bacterial morphology and EPS secretion were analyzed by scanning electron microscopy. Cells 

were washed twice with Phosphate-Buffered Saline (PBS), pH 7.2 and fixed in 2.5 % 

glutaraldehyde grade 1 in 0.1 mol l-1 cacodylate buffer pH 7.2 for 1 h. After coating the slide with 

0.1 % poly-L-lysine for 30 min, the cell suspension was added and allowed to attach for 2 h. The 

slide was washed twice in 0.1 mol l-1 cacodylate buffer and post-fixed in a solution containing 1 % 

OsO4, 1.25 % potassium ferrocyanide, 5 mmol l-1 CaCl2, and 0.1 mol l-1 cacodylate buffer (pH 7.2) 

for 30 min in a dark chamber at room temperature. Dehydration was achieved by treating with 

increasing concentrations of ethanol (15 %, 30 %, 50 %, 70 % and three times 100 %) for 10 min 

each. Finally, the samples were critical point dried in CO2, mounted on stubs, sputter coated with 

a thin carbon layer and observed under a VEGA 3 LMU (TESCAN, Czech Republic) and JSM 

6340 (JEOL, Japan) scanning electron microscope. 

Transmission electron microscopy (TEM) 

The bacteria and EPS ultrastructure were analyzed by two methodologies. Firstly, P. 

freudenreichii cells were washed twice with PBS pH 7.2 and fixed in 2.5 % glutaraldehyde in 

cacodylate buffer 0.1 mol l-1 pH 7.2 for 1 h. The cells were then washed twice with 0.1 mol l-1 

cacodylate buffer and postfixed in a solution containing 1 % osmium tetroxide, 1.25 % 

potassium ferrocyanide, 5 mmol l-1 calcium chloride in the same buffer in a dark chamber for 30 

min at room temperature. Then the cells were dehydrated in increasing concentrations of acetone 

(30 %, 50 %, 70 %, 90 % and three times 100 %) for 10 min each and embedded in epoxy resin. 

Ultrathin sections obtained in PT-PC PowerTome ultramicrotome (RMC Boeckeler, USA) were 

stained with 5 % of uranyl acetate in water and 0.1 mol l-1 lead citrate in water.  

The second methodology used was negative staining to observe the ultrastructure of the 

purified EPS. For this methodology, 10 µl of EPS suspension were gently dropped on copper 
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grids previously coated with Formvar film (Ted Pella, USA) and incubated for 2 min. The drop 

was gently dried with filter paper followed by staining with 5 % of uranyl acetate in water for 30 

s. The images of both samples were obtained in transmission electron microscope Tecnai Spirit 

(FEI, USA). 

Analytical methods 

The soluble monosaccharides were analyzed by High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) (ThermoFisher Scientific, USA) using Dionex CarboPac PA-20 analytical column 

coupled to a guard column with the same material. The mobile phase was 0.75 mmol l-1 NaOH 

pumped at a flow rate of 0.5 ml min-1 for sugar separation (Falck et al. 2014). Standards of 

glucose, mannose, fructose and xylose were used for calibration. At the end of each run, 200 

mmol l-1 NaOH was used at the same flow rate for column regeneration. Detection was made by 

ED40 electrochemical detector. 

Glucose, propionic acid, acetic acid and succinic acid concentrations were determined using a 

HPLC instrument (JASCO, Tokyo, Japan) equipped with a RI detector (ERC, Kawaguchi, Japan) 

and a JASCO intelligent autosampler. Separation of the compounds was done on an Aminex 

HPX-87H chromatography column connected to a guard column (Biorad, Richmond, CA, USA). 

The column temperature was maintained at 60 ºC with the help of a column oven (Shimadzu, 

Tokyo, Japan). Samples from the bioreactor were diluted with Millipore quality water and mixed 

with 20 % (v v-1) sulfuric acid (20 l ml-1 per sample) and then filtered through a 0.21 m 

polypropylene filter. Forty microliters of the sample were injected into the 5 mmol l-1 H2SO4 

mobile phase flowing at a rate of 0.6 ml min-1. 

Results 

Flask fermentation 
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Propionibacterium freudenreichii C.I.P 59.32 was initially grown in bottles under anaerobic 

conditions without agitation at 32 ºC, and cell growth and production of organic acids and EPS 

were evaluated (Figure 1). High inoculum volume was used according to earlier reports, which 

was shown to significantly improve the cell density of Propionibacterium species and propionic 

acid productivity (Rodriguez et al. 2014). A linear increase in growth was observed up to 20 h 

after which the cells stopped to grow. Glucose consumption and propionic acid production was 

observed up to 40 h after which very little amount of substrate was used (Fig. 1A). Acetic acid 

concentration was kept below 2.5 g l-1 while succinic acid was not detected. An increase in EPS 

concentration was observed at 72 h and was kept nearly constant up to 96 h, reaching 350 mg l-1 

(Fig. 1B). After extraction and purification of EPS, analysis by HPLC revealed that EPS was 

composed mainly of mannose and glucose monomers (Fig. 1C). Mannose content was 

significantly higher as compared to glucose (262 vs 49 mg l-1), and the mannose/glucose ratio of 

about 5.3:1 (g g-1) remained constant during fermentation. 

Fermentation by cells immobilized to Poraver 

P. freudenreichii C.I.P 59.32 was then immobilized to Poraver beads. Immobilization was 

performed on untreated beads and also on the beads pretreated with polyethyleneimine (PEI-

Poraver) as described earlier (Dishisha et al. 2012). Total substrate consumption was achieved in 

about 60 h in the reactor with PEI-Poraver beads, with no lag phase detected (Fig. 2A). The final 

concentration of propionic acid was 20.3 g l-1, while the final titers of acetic acid and succinic 

acid were 10.3 and 6.2 g l-1, respectively (Table 1). On the other hand, cells bound to untreated 

Poraver beads consumed all substrate in less than 40 h resulting in propionic acid production to 

up to 21.8 g l-1 (Fig. 2B). Nevertheless, the free cell density (final OD600nm of 30) was similar in 

both the reactors. Both acetic- and succinic acid concentrations were kept at low concentrations 
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(4.7 and 4.1 g l-1, respectively), while a significant increase in productivity and yield by 

untreated Poraver was observed. EPS production by cells immobilized to untreated Poraver 

reached 617 mg l-1 at 48 h (Fig. 2C). The detailed kinetics of fermentation are summarized in 

Table 1. 

Microscopy analysis 

Scanning electron microscopy (SEM) of P. freudenreichii C.I.P 59.32 was used to evaluate the 

participation of EPS in cell-cell adhesion. Intense secretion of EPS was observed at 96 h of 

fermentation, which was widely distributed throughout the coverslip (Fig. 3A, B, arrows), also 

increasing the viscosity of the medium (Zannini et al. 2016). Furthermore, a large amount of 

secreted EPS was observed on the cell surfaces (Fig. 3A, small arrow). In some images, P. 

freudenreichii appears with a typical rod shape morphology, about 2 µm long dispersed 

throughout the coverslip (Fig. 3A and B). Capsular EPS was concentrated on cell surroundings, 

which was responsible for the adhesion of microorganisms (Fig. 3A-C). Many cell aggregates 

were observed probably due to the ropy structure of the polymer, which may contribute to 

biofilm formation (Fig. 3A-C, arrowhead). The filamentous characteristic of EPS connecting 

aggregates of microorganisms was also verified at high magnification (Fig. 3C and D). Finally, 

the use of Field Emission Gun Scanning Electron Microscopy (FEG-SEM) allowed us to better 

observe the intense secretion of EPS on the cell surface (Fig. 3E and F), and its involvement in 

cell-cell adhesion (Fig. 3F). 

Further analysis by transmission electron microscopy (TEM) of the ultrathin section of P. 

freudenreichii C.I.P 59.32 showed the presence of secreted EPS between different cells (Fig. 4A 

and B, arrows). Besides, some images also suggest the presence of these secreted polymers 

widely distributed around individual cell surfaces, which is most likely capsular EPS (Fig. 4A 
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and B, arrowhead). EPS also projected from the cell surface forming ramified nets that promote 

the adhesion between distant cells (Fig. 4B and C, arrows). Finally, negative staining for 

transmission electron microscopy of the purified EPS confirmed the polymeric characteristic of 

the substance secreted by the cells. Some images suggest that small repeating units generate a 

large filamentous structure (Fig. 4D).  

Discussion 

Microbial EPS have attracted a lot of interest for applications in food industry as well as for their 

possible positive impact on health (Caggianiello et al. 2016). The scope of applications is 

determined by their properties such as their capsular or excreted forms, sugar composition and 

size. EPS is also involved in formation of microbial biofilms that in several cases could be 

associated with bacterial infections, but are often utilized in wastewater treatment and can also 

be used in bioprocesses (Nwodo et al. 2012). In this study, EPS production by P. freudenreichii 

C.I.P. 59.32 was used to facilitate immobilization of the organism for propionic acid production 

from glucose.  

Batch cultivation of P. freudenreichii C.I.P. 59.32 for propionic acid production showed a 

significant production of secreted and capsular EPS. Scanning electron microscopy images have 

suggested the role of capsular EPS in cell-cell adhesion. At the same time, secreted EPS was also 

detected, which was isolated and visualized in a pure state. The string-like structure connecting 

cells observed by SEM has also suggested the involvement of both capsular and secreted EPS in 

the formation of cell aggregates. These results are supported by previous studies on 68 different 

strains of P. freudenreichii in skim milk, where correlation between gtf expression and EPS 

phenotype was detected (Deutsch et al. 2010). However, secreted EPS in the culture medium was 

not reported. EPS secretion might be influenced by strain type and/or substrate used during 
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fermentation (Gorret et al. 2001). 

The soluble EPS of P. freudenreichii C.I.P. 59.32 was found to contain mannose and glucose 

in a 5.3:1 (g g-1) ratio. In contrast, the EPS produced by P. freudenreichii subsp. shermanii was 

shown to be a homopolysaccharide having the structure (1→3)[β-D-Glcp-(1→2)]-β-D-Glcp-

(1→] (Nordmark et al. 2005). EPS from P. freudenreichii 109, P. freudenreichii 111 and P. 

thoenii 126 were reported to be heteropolymers constituted by D-glucose, D-mannose and D-

glucuronic acid in 2:2:1 molar ratio (Dobruchowska et al. 2008). Finally, mannose, galactose and 

traces of glucose were detected in EPS produced by P. acidipropionici DSM 4900 (Gorret et al. 

2003). EPS compositions are typically strain dependent, and are also influenced by the culture 

conditions (temperature, pH) and substrates (e.g. glucose, lactose or skim milk) used for cell 

growth (Ruas-Madiedo et al. 2002). 

There are several reports on propionic acid production using P. acidipropionici and P. 

freudenreichii immobilized to different matrices (Feng et al. 2010; Chen et al. 2012; Dishisha et 

al. 2012). Immobilization of P. acidipropionici DSM4900, grown with glycerol as carbon source, 

to Poraver, the recycled porous glass beads, required the treatment of the matrix with PEI for the 

cells to bind through charge-charge interactions (Dishisha et al. 2012). The organisms not 

producing EPS may require such a pretreatment of the matrix to achieve significant cell 

immobilization (Senthuran et al. 1997; 1999; Jiang et al. 2015).  

We tested both untreated and PEI-treated Poraver for immobilization of P. freudenreichii 

C.I.P. 59.32 for fermentation of 70 g l-1 glucose. The free cell density in both the reactors was 

similar, but the productivity was higher with the untreated matrix (0.566 g l-1h-1), indicating that 

the PEI treatment of the matrix was not required, and had in fact an inhibitory effect on the 

fermentation as shown even earlier (Senthuran et al. 1997; 1999; Dishisha et al. 2012). In 
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comparison, in the earlier studies on P. freudenreichii immobilized to a sugarcane-made plant 

fibrous-bed matrix, yielded around 0.41-0.51 g g-1 propionic acid, and productivities in the range 

of 0.34-0.38 g l-1h-1 were obtained by batch fermentation (Feng et al. 2011; Chen et al. 2012). 

Similar results were reported from cell immobilization in a multi-point fibrous-bed bioreactor, 

where 32 g l-1 of propionic acid was produced from 70 g l-1 glucose but with a productivity of 

0.34 g l-1h-1 (Feng et al. 2010).  

The EPS concentration produced by P. freudenreichii C.I.P. 59.32 was found to increase from 

376 mg l-1 in flask fermentation without pH control to 617 mg l-1 in the immobilized cell 

bioreactor at pH 6.5. These values are within the range reported earlier for Propionibacteria 

(Table 2). In fact, the highest concentration of 650 mg l-1- has been reported for P. 

acidipropionici grown in skim milk after 60 h (Gorret et al. 2001). Even for lactic acid bacteria, 

final EPS titers reported were usually between 100-600 mg l-1, although the concentration in 

lactose consuming Lactobacillus rhamnosus reached up to 2.7 g l-1 EPS (see Table 2). 

(Caggianiello et al. 2016).  

In the present study, EPS production by free and immobilized P. freudenreichii C.I.P 59.32 

was quantified and its role in cell-cell adhesion was shown by microscopic observation. The use 

of EPS-producing strains could increase cell density on the immobilization matrices without the 

need of pretreatment with any chemical or polymeric agents. The maximum productivity 

obtained was 0.566 g l-1h-1, which is the highest reported for that strain. In conclusion, this study 

shows that P. freudenreichii C.I.P 59.32 produces both capsular and secreted EPS that was 

successfully used for immobilization of the cells to a solid matrix. This strategy will be further 

investigated by using fed-batch and continuous fermentation strategies in our future work in 

which improvements in the fermentation kinetics are expected. 
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Table 1: Kinetics of propionic acid production in batch fermentation using immobilized cells of 

P. freudenreichii CIP 59.32 on untreated and PEI-treated Poraver beads.  

Support Glu     

(g l-1) 

PA       

(g l-1) 

AA     

(g l-1) 

SA    

(g l-1) 

OD600nm Qp          

(g l-1h-1) 

Y (g g-1) P/A 

ratio 

PEI-Poraver 69.9 20.3 10.3 6.2 30.6 0.322 0.290 1.97 

Poraver 69.4 21.8 4.7 4.1 30.4 0.566 0.314 4.64 

Glu: glucose; PA: propionic acid; AA: acetic acid; SA: succinic acid; OD: optical density; Qp: 

propionic acid volumetric production rate; Y: propionic acid yield per glucose; P/A: propionic 

acid/acetic acid ratio 
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Table 2: Representative EPS production by different lactic acid bacteria and Propionibacteria 

species growing on different substrates and fermentation conditions 

Strain EPS (mg l-1) Substrate Fermentation 

conditions 

Reference 

Lactobacillus 

rhamnosus  

2775 Lactose Bioreactor, 37 

ºC, pH 6, 100 

rpm 

Macedo 2002 

L. kefiranofaciens  2500 Rice hydrolysate Flask, 33 ºC, pH 

5 

Maeda 2004 

Streptococcus 

thermophilus 

50-350 Skim milk Flask, 43 ºC Cerning 1988 

L. delbrueckii 

subsp. bulgaricus  

170 Skim milk Flask, 42 ºC, pH 

6 

Petry 2003 

P. freudenreichii 376 Glucose Flask, 32 ºC, pH 

7 

This work 

P. freudenreichii 617 Glucose Bioreactor, 32 

ºC, pH 6.5, 200 

rpm 

This work 

P. acidipropionici 650 Skim milk Bioreactor, 30 

ºC, pH 6.5, 200 

rpm 

Gorret 2001 

P. freudenreichii 

subsp. shermanii 

99-359 Skim milk Flask, 30 ºC, pH 

6.8 

Darilmaz and 

Gumostekin 

2012 

P. jensenii 72-156 Lactose Flask, 30 ºC, pH 

6.8 

Darilmaz and 

Gumostekin 

2012 
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Legends to figures 

Figure 1: Batch cultivation of P. freudenreichii at 30 ºC in serum bottles using glucose as carbon 

source. (A) Profiles of glucose consumption (●), production of propionic acid (■), acetic acid 

(▲), and OD600nm (▼); (B) EPS concentration measured at 0, 72 and 96 h; and (C) composition 

of EPS at 0 and 96 h; black bars: mannose, and grey bars: glucose. 

Figure 2: Batch fermentation of glucose under anaerobic conditions by immobilized P. 

freudenreichii, at 32 ºC, 200 rpm and pH 6.5 controlled using 5 mol l-1 NH4OH. (A) cells 

immobilized to PEI-Poraver; (B) untreated Poraver, and (C) EPS production by cells 

immobilized to untreated Poraver at 0, 24 and 48 h. Symbols: Glucose (●), propionic acid (■), 

acetic acid (▲), succinic acid (), OD600nm (▼). 

Figure 3: Scanning electron microscopy of P. freudenreichii at the end of a batch fermentation in 

serum bottles. (A) EPS on the coverslip (arrow), and on the cell surface (small arrow), and 

filaments (arrowhead); (B) tightly attached and secreted EPS (arrowhead), and distributed 

throughout the coverslip (arrow); (C) EPS filament (arrowhead) connecting the cell clusters; (D) 

EPS filament forming units at high magnification; (E) Field Emission Gun Scanning Electron 

Microscopy (FEG-SEM) showing the EPS secretion on the cell surface; and (F) EPS promoted 

cell-cell adhesion. 

Figure 4: Ultrathin sections of P. freudenreichii at the end of a batch fermentation observed by 

transmission electron microscopy. (A) Ultrastructure of the bacteria during EPS secretion; 

presence of significant capsular EPS around different cells (arrowhead) and EPS projections 

close to cell wall (arrow); (B) Presence of significant EPS around different cells (arrowhead) and 

observation of EPS projections connecting two distinct cells (arrow), thus promoting cell-cell 

adhesion; (C) High magnification of the EPS projection revealing cell-cell interaction through 
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EPS projections (arrow); (D) Negative staining technique showing the polymeric characteristics 

of secreted EPS, where the presence of small subunits was observed. 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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184 

 

 A seguir, serão apresentadas as principais conclusões referentes à presente tese de 

doutorado.  

✓ As cepas de P. acidipropionici, P. freudenreichii e P. jensenii foram ativadas com sucesso e 

apresentaram uma curva de crescimento semelhante utilizando-se glicose como fonte de 

carbono, em frascos de penicilina. 

✓ Todas as cepas foram capazes de produzir ácido propiônico a partir de glicerol; entretanto, o 

consumo deste substrato ocorreu de forma mais lenta quando comparado à glicose, o que foi 

refletido na menor produtividade - entre 0,038 e 0,048 g/L.h. 

✓ O uso de frutose como substrato mostrou-se como uma interessante alternativa à glicose; 

apesar da produtividade menor, verificou-se um aumento significativo do rendimento, 

especialmente para P. acidipropionici, que atingiu 0,52 g/g de substrato. 

✓ O açúcar galactose mostrou-se pouco efetivo para produção de ácido propiônico para todas as 

cepas; o consumo deste substrato foi baixo, o que resultou em baixo título do ácido, assim 

como baixa produtividade. 

✓ Apenas as cepas P. acidipropionici e P. freudenreichii foram capazes de consumir celobiose 

para produção de ácido propiônico. O rendimento precisaria ser otimizado (0,31 g/g), porém a 

produtividade em frasco (0,060 g/L.h) demonstra potencial para uma avaliação futura do uso 

de celobiose. A principal vantagem consiste na redução de custos com a adição de -

glicosidases durante o processo de hidrólise enzimática de matéria-prima lignocelulósica. Com 

isso, estas cepas potencialmente podem consumir celobiose oriunda desta matéria-prima, que 

pode estar presente tanto devido à hidrólise parcial do substrato quanto pela simples não 

utilização de -glicosidases.  

✓ Análises ultraestruturais demonstraram um alongamento do bacilo P. jensenii, o que a 

literatura sugere uma resposta adaptativa ao ambiente ácido. As espécies P. acidipropionici e 

P. freundenreichii apresentaram-se como bastonete de tamanho esperado, com cerca de 2 m. 

No caso de P. jensenii, o comprimento ligeiramente maior poderia ser uma característica 

intrínseca da cepa. 

✓ Imagens por MEV demonstraram que P. freudenreichii foi capaz de secretar grandes 

quantidades de uma substância polimérica extracelular. O Exopolissacarídeo (EPS) foi 

majoritariamente encontrado no entorno celular, onde verificou-se seu papel na adesão célula-

célula e na formação de agregados microbianos. Imagens de MET verificaram a presença deste 
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EPS tanto na forma secretada quanto ancorado na membrana. Análises da composição 

polimérica demonstraram a presença de manose e glicose na razão 5,3:1.  

✓ Durante a fermentação de glicose por P. freudenreichii imobilizada em matriz Poraver, 

verificou-se a produção máxima de EPS de 617,5 mg/L após 48 h em biorreator. Constatou-se 

que este é a maior produção de EPS reportada para esta espécie.  

✓ Também verificou-se uma produtividade 80 % superior na produção de ácido propiônico por 

P. freudenreichii imobilizada em Poraver não tratado, quando comparado à matriz tratada com 

PEI. Este resultado pode ser explicado pela toxicidade do policátion, o que sinaliza para futuros 

estudos sem a funcionalização da matriz por este polímero (ou com uma otimização na 

concentração de PEI). 

✓ O pré-tratamento de palha de trigo por steam explosion, seguido tratamento da fração 

celulósica por pré-hidrólise alcalina e hidrólise enzimática, mostrou-se capaz de produzir cerca 

de 26 g/L de glicose e até 17 g/L de celobiose. O pré-tratamento alcalino mostrou-se essencial 

para um maior rendimento durante a hidrólise enzimática com celulases. 

✓ Verificou-se que o modelo de imobilização de P. acidipropionici em PEI-Poraver foi capaz de 

consumir glicose oriunda da fração celulósica de palha de trigo. Por outro lado, a celobiose foi 

muito pouco consumida - cerca de 1,4 g/L - o que indica a ocorrência de repressão catabólica 

devido a presença de glicose. Verificou-se um rendimento interessante (0,45 g/g), porém em 

uma produtividade relativamente baixa (0,085 g/L.h). A redução na produtividade, quando 

comparado à fermentação com glicose comercial, pode ser explicado pela presença de 

inibidores como furfural ou compostos fenólicos, tipicamente gerados durante o pré-

tratamento de matéria-prima. 

✓ Foi desenhada uma nova matriz de imobilização celular, a partir da tecnologia de impressão 

em 3D. Beads com tamanhos e porosidades distintos foram impressas utilizando-se nylon 12 

(poliamida 2200). Foi demonstrado que esta nova matriz é capaz de imobilizar 

Propionibacterium sp., além de ser atóxica, resistente a baixo pH, agitação mecânica e 

autoclavagem, além de passível de reutilização.   

 

✓ Imagens de alta resolução das beads por MEV demonstraram uma superfície altamente rugosa, 

composta por picos e vales, o que aumenta a área superficial e, consequentemente, a adesão 

celular. 
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✓ As beads impressas em 3D foram capazes prover um suporte para adesão celular e posterior 

produção de ácido propiônico. Foi demonstrado por MEV que as células concentram-se nos 

vales na superfície da matriz, possivelmente pela melhor proteção contra as forças de 

cisalhamento no vaso do biorreator.  

✓ A adição de cargas positivas à superfície das beads foi realizada pela incubação com PEI. Esta 

adição promoveu maior imobilização celular em toda a superfície da matriz, conforme 

visualizado por MEV. Por outro lado, a produtividade de ácido propiônico foi reduzida de 0,47 

g/L.h para 0,31 g/L.h, possivelmente devido à toxicidade apresentada pelo polímero catiônico. 

✓ Em diferentes concentrações de glicose, as células imobilizadas em beads apresentaram maior 

rendimento e produtividade quando comparadas às células livres. Quando compararam-se as 

imobilizações em beads não tratadas com PEI-beads, as primeiras apresentaram rendimento e 

produtividade superiores, o que indica haver um equilíbrio entre a toxicidade e maior adesão 

celular promovidas por PEI. 

✓ Por fim, foi demonstrado que a tecnologia de impressão 3D é uma técnica útil, de rápida 

prototipagem e de baixo custo para geração de suporte para imobilização celular em 

bioprocessos. Esta tese também revelou que o tratamento da matriz (Poraver ou beads 3D) com 

PEI deve ser avaliado quanto ao custo-benefício, tanto pela promoção de maior adesão celular 

quanto pela toxicidade. A imobilização de cepas de Propionibacteria produtoras de EPS pode 

ser uma estratégia interessante na produção biotecnológica de ácido propiônico, visto que este 

polissacarídeo possui papel importante tanto na adesão celular quanto na proteção contra 

agentes externos. 
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 A partir das conclusões obtidas na presente tese de doutoramento, pode-se formular 

hipóteses a serem testadas em trabalhos futuros. Estas sugestões abrangem tanto a 

continuação das atuais linhas de pesquisa quanto a formulação de novas. 

 

• O fato de a celobiose poder ser utilizada na produção de ácido propiônico, porém 

apenas na ausência de glicose, possibilita a investigação deste processo de 

repressão catabólica em Propionibacterium. Com os genomas de P. acidipropionici 

e P. freudenreichii sequenciados e anotados, pode-se buscar os genes responsáveis 

pela repressão e utilizar a engenharia metabólica para possibilitar a co-fermentação 

de glicose e celobiose. Este linha de pesquisa poderia promover a geração de novas 

cepas, capazes de metabolizar substratos oriundos de matéria-prima 

lignocelulósica. A demonstração da fermentação da fração celulósica de palha de 

trigo também pode ser ampliada, onde a comparação entre células livres e 

imobilizadas na produção de ácido propiônico pode ser investigada. 

 

• A produção de EPS pela cepa P. freudenreichii pode ser otimizada, já que este 

exopolissacarídeo possui diversas aplicações industriais. Ademais, pode-se 

investigar o processo de adesão célula-matriz promovido pelo EPS. Parâmetros 

como pH, temperatura, agitação e substrato podem ser investigados com o objetivo 

de promover maior produção de EPS. 

 

 

• A geração de uma nova matriz de imobilização celular através da técnica de 

impressão em 3D abre um novo leque de possibilidades no campo de processos 

fermentativos por células imobilizadas. Devido à rápida geração de protótipos e o 

baixo custo, pode-se investigar diferentes conformações da matriz, de forma 

adequá-la para diferentes bioprocessos.  Esta matriz pode ser estudada na produção 

de diferentes biomoléculas, como outros ácidos orgânicos, etanol, butanol, enzimas 

e até biomassa microbiana. 

• Para produção de ácido propiônico, pode-se investigar a concentração ideal de PEI 

a ser utilizado no tratamento das beads, de forma a obter máxima imobilização 
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celular com mínima toxicidade. A partir deste resultado, pode-se imprimir novas 

matrizes de imobilização já contendo PEI, pelo processo de sinterização seletiva a 

laser. 

 

• Pode-se investigar a simplificação do processo de manutenção do microrganismo 

em criopreservação. Ao final da fermentação, a bead contendo células pode ser 

diretamente submergida em solução contendo glicerol, por exemplo, e prontamente 

armazenada. A ativação do inóculo poderia ser realizada pela simples adição da 

bead em meio de crescimento adequado ao microrganismo, evitando-se etapas de 

centrifugação e ressuspensão celular e, com isso, reduzindo contaminações. 

 

 

• Por fim, pode-se avaliar diferentes formas de condução de bioprocesso com células 

imobilizadas em matriz 3D. A batelada alimentada pode promover ganhos 

substantivos em produtividade e rendimento na produção de ácido propiônico. 

Outra possibilidade seria avaliar também o uso da fermentação em modo contínuo, 

onde pode-se investigar se células imobilizadas nesta matriz são mais resistentes ao 

washout promovido por maiores taxas de diluição.  
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A B S T R A C T

This study uses three-dimensional (3D) printing technology as a tool for designing carriers for immobilization of
microbial cells for bioprocesses. Production of propionic acid from glucose by immobilized Propionibacterium sp.
cells was studied as a model system. For cell adsorption, the 3D-printed nylon beads were added to the culture
medium during 3 rounds of cell cultivation. Cell adsorption and fermentation kinetics were similar irrespective
of the bead size and lattice structure. The cells bound to 15mm beads exhibited reduced fermentation time as
compared to free cell fermentations; maximum productivity and propionic acid titer of 0.46 g/L h and 25.8 g/L,
respectively, were obtained. Treatment of the beads with polyethyleneimine improved cell-matrix binding, but
lowered the productivity perhaps due to inhibitory effect of the polycation. Scanning electron micrographs
revealed the cells to be located in crevices of the beads, but were more uniformly distributed on PEI-coated
carrier indicating charge-charge interaction.

1. Introduction

The use of high cell density reactors is a well-proven strategy for
enhancing the rate of biotransformations and reducing the inhibitory
effect of metabolites on the microbial biocatalyst, and in turn im-
proving the productivity of the bioreactors (Riesenberg and Guthke,
1999; Dishisha et al., 2013). Immobilization of cells onto insoluble
matrices by adsorption or entrapment is a common approach for
achieving high cell densities, at the same time, facilitating product re-
covery and cell recycling (Senthuran et al., 1997; Kourkoutas et al.,
2004; Corona-González et al., 2014). A large number of reports are
available in the literature describing the immobilization of different cell
types to a variety of matrices (Huang et al., 2002; Junter and Jouenne,
2004; Verbelen et al., 2006; Zhuang et al., 2017). Adsorption of cells to
an inorganic- or organic matrix surface has some advantages over en-
trapment in gel matrices in terms of faster mass transfer kinetics, and no
disruption of the matrix, especially in the case of processes involving
growing cells (Kourkoutas et al., 2004). The matrix features such as
size, porosity and surface characteristics, e.g. charge and hydro-
phobicity, are extremely important for determining the efficiency of cell
adsorption (Samonin and Elikova, 2004; Kilonzo et al., 2011). The
matrices could be natural or synthetic, and may require chemical

modification for promoting cell adsorption.
In recent years, additive manufacturing, also known as 3-

Dimensional (3D) Printing, has become available as a technology that
uses a computer-aided design (CAD) for a layer-upon-layer fabrication
(Diegel et al., 2010). The rapidly decreasing costs and almost infinite
design possibilities has made this approach very interesting for rapid
prototyping in many fields, including process design, aerospace en-
gineering and biomedicine (He et al., 2013). Also, complex structures
with up to 0.01mm resolution can be easily obtained with a wide
variety of materials ranging from polymers to metals (Dong et al., 2015;
Diegel et al., 2010).

In this research, we present the use of a 3D printed matrix for
immobilization of cells. As a case study, cells of Propionibacterium
acidipropionici C.I.P 53.164 were immobilized onto 3D-printed nylon
beads for transformation of glucose to propionic acid in a
recycled-batch fermentation mode. Propionic acid is an important C-3
molecule, currently produced from fossil resources, and used as food
and feed preservative, and for the production of herbicides, polymers,
pharmaceuticals and cosmetics (Wang et al., 2016). P. acidipropionici is
an anaerobic bacterium that produces propionic acid from different
sugars, glycerol and lactate through Wood-Werkman cycle (Wood and
Werkman, 1936). This cycle yields 3mol of propionic acid and 1mol of
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acetic acid from 2mol of glucose. Its growth in batch mode is
characterized by a long initial lag phase and subsequently becomes
subject to product inhibition due to formation of propionic acid,
resulting in low productivity (Blanc and Goma, 1987; Zhang et al.,
2009; Dishisha et al., 2015). The aim of this study was thus to test the
feasibility of overcoming such bioprocess limitations by use of a novel
matrix designed and produced by 3D printing technology as a support
for microbial cells. Nylon was used as the material for 3D printing of
matrix in the form of porous beads, and the effect of bead- and pore
size, and surface modification with a cationic polymer,
polyethyleneimine on cell adsorption and propionic acid production
was studied.

2. Materials and methods

2.1. Bacterial strain and culture medium

Propionibacterium acidipropionici C.I.P 53.164 was grown anaerobi-
cally in a medium containing per liter: 10 g yeast extract, 5 g Tryptic
Soy Broth, 0.25 g K2HPO4, and 0.05 g MnSO4 supplemented with glu-
cose. For preparation of the pre-culture, 20mL of this medium was
boiled in 30-mL serum bottles, bubbled with oxygen free nitrogen and
autoclaved at 121 °C for 20min. The medium containing 10 g/L of
glucose was inoculated with 1mL of the glycerol stock culture of the
microorganism and incubated at 30 °C for 4 days, and the culture was
then used to inoculate (5% v/v) another bottle of the fresh medium
with 20 g/L glucose. The resulting culture after incubation for 4 days at
32 °C was used for propionic acid production experiments.

2.2. 3D printed beads

The 3D printed beads used in this study were made in an EOS
Formiga P110 additive manufacturing system with polyamide 2200,
which is a form of nylon 12, using a powder-bed fusion technology
called selective laser sintering (SLS), which works by spreading a layer
of powdered material, and using a laser to selectively fuse the material
where required, before lowering the build platform by 0.1 mm and
spreading a new layer of powder on top of the previous one before
resuming the process. Different bead diameter (15mm and 30mm) and
lattice structure sizes (0.6 mm, 1mm, and 1.5mm beams thicknesses, at
spacings of 1–4mm in 0.5mm increments) were produced.

2.3. Polyethyleneimine treatment of beads

The 3D printed nylon beads (15mm) were treated with poly-
ethyleneimine (PEI) (average MW ∼25,000 by light scattering, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) as described elsewhere with modifications
(Dishisha et al., 2012). The beads were incubated overnight in 2% (w/
v) PEI solution at pH 7. After washing and drying at 50 °C for 12 h, the
beads were sterilized by autoclaving prior to using them for cell im-
mobilization.

2.4. Propionic acid production in repeated recycle-batch fermentation

For cell immobilization, a 1-L reactor vessel containing twenty-five
15mm 3D printed beads, each weighing 0.4 g and with surface area of
2134mm2 each, and 300mL medium was inoculated with 15mL of a
freshly prepared culture. The temperature was controlled at 32 °C and
pH at 6.5 using 5 N NH4OH. Anaerobic atmosphere was ensured using
Nitrogen gas, stirring was maintained at 200 rpm and fermentation was
continued for 3 days. Samples of 2mL were collected at different time
intervals for measurement of cell density, sugar and organic acids
concentration. To build up the cell mass on the beads, the spent culture
broth was removed and 300mL of fresh medium was added. This
procedure was repeated 3–5 times. After that, the bioreactor containing
the cells immobilized on the beads was evaluated for propionic acid

production in a repeated batch mode. One milliliter samples were
collected at regular time intervals for analyses as above, and fermen-
tation was continued until all the substrate was consumed.

In the experiments using free cells, the fermentation was initiated
using a 10% (v/v) inoculum of exponentially growing cells, and once all
the glucose was consumed the cell suspension was removed leaving
behind 10% of the original volume that served as inoculum for the
subsequent batch fermentation started by adding fresh medium.

2.5. Scanning electronic microscopy

At the end of the fermentation, the beads were removed from the
immobilized cell bioreactor and washed with phosphate-Buffered
Saline (PBS), pH 7.2 and cells were fixed with Karnovsky solution (2.5%
glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde in 0.1M cacodylic buffer pH
7.2) for 30min. After washing away the loosely attached cells with the
same buffer, some beads were cut in half with a razor blade to reach the
inner part. The beads were then dehydrated by suspending sequentially
in 30, 50, 70 and 100% ethanol for 10min each. After critical point
drying (Baltec 030 CPD), the beads were attached to stubs, sputter
coated (Cresington 108auto) with gold particles for 60 s and visualized
by high vacuum 5 kV Hitachi SU3500 microscope.

2.6. Measurement of cell attachment

Cell attachment to the beads was measured according to the pro-
cedure described by Gross et al. (2007), with modifications. At the end
of fermentation, the beads were washed by immersing in a water bath
for 10 s to remove loosely attached cells and then dried at 65 °C for
30min. To stain the bound cells, 0.1% of crystal violet was added for
30min at room temperature. After washing, beads were dried for 1 h at
37 °C and submerged in 2mL of acetone/ethanol solution (1:4 v/v) for
10min under agitation. The liquid fraction was collected and used to
measure the absorbance at 540 nm in a spectrophotometer (Lambda
BIO +, PerkinElmer, USA).

2.7. Analytical procedures

Glucose, propionic acid, acetic acid and succinic acid concentrations
were determined by HPLC (JASCO, Tokyo, Japan) equipped with RI
detector (ERC, Kawaguchi, Japan) and a JASCO intelligent auto-
sampler. Separation of the compounds was done on an Aminex HPX-
87H chromatography column connected to a guard column (Biorad,
Richmond, CA, USA). The column temperature was maintained at 60 °C
with the help of a column oven (Shimadzu, Tokyo, Japan). Samples
from the bioreactor were diluted with Millipore quality water and
mixed with 20% (v/v) sulfuric acid (20 μL/mL per sample) and then
filtered through a 0.21 μm polypropylene filter. Forty microliters of the
sample were injected into the 5mM H2SO4 mobile phase flowing at a
rate of 0.6 mL/min. Retention times of glucose, propionic acid, acetic
acid and succinic acid were 13.3, 25.5, 21.8 and 16.5 min, respectively.

3. Results and discussion

3.1. 3D-printed nylon beads and cell attachment

Three-dimensional printed nylon beads of different bead sizes (15
and 30mm) with varying pore size (0.6 mm, 1mm and 1.5mm beams
thicknesses, at spacings of 1–4mm in 0.5 mm increments) were de-
signed for the study (Fig. 1). Scanning electron micrographs of the outer
surface and interior of the beads clearly shows the bead surface (both
inside and outside) to be extremely rough and uneven that would
provide higher surface area-volume ratio when compared to a smooth
surface (Supplementary data). The matrix preparation is highly time-
and material efficient, the cost per bead being about 0.1 Euro.

Immobilization of two different Propionibacterium strains, P.
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freudenreichii and P. acidipropionici was initially studied. The former is
known for its properties of exopolysaccharide production and biofilm
formation (Deutsch et al., 2010), while the latter happens to be the
most investigated strain for propionic acid production. The beads were
suspended in the medium that was inoculated with the bacterial cul-
ture, and immobilization was allowed to take place spontaneously
while the cells were multiplying and increasing in number. Several
rounds of immobilization were performed in order to ensure the max-
imum possible number of cells to be retained on the beads. Both the
strains were capable of binding to the 3D-printed beads as confirmed by
staining with crystal violet that revealed a significant increase in

absorbance at 540 nm when compared to the control beads that were
not exposed to the cells (t-student p < .01) (Fig. 2). Although not
commonly used as an immobilization matrix, use of nylon for im-
mobilization of prokaryotic and eukaryotic cells has been described in a
few reports (Rhodes et al., 1985, Kautola et al., 1991). A continuous
process using cells immobilized in fibrous nylon carriers for gluconic
acid production was shown to exhibit good operational stability for up
to 150 days (Seiskari et al., 1985). In another study, Humulus lupulus L.
and Beta vulgaris cells were capable of attaching and generating a mu-
cilaginous film on a nylon matrix, which also stimulated secondary
metabolites production (Rhodes et al., 1985). More recently, 3D-printed
nylon based carriers were found to be suitable for a microbially active
biofilm from an activated sludge for potential use in wastewater
treatment (Dong et al., 2015).

3D-printed beads of different size exhibited similar efficiency of cell
adsorption and fermentation kinetics, however the larger 30mm beads
posed an obstruction for the operation of the stirrer. Hence, the smaller
beads of 15mm diameter, with a lattice structure consisting of 1mm
thick beams with 3mm spacing, were used for further studies. Each
bead has thus a total surface area of 2134mm2.

3.2. Fermentation of glucose using P. acidipropionici immobilized to 3D-
printed beads

Immobilization of Propionibacterium strains on different supports
like recycled glass beads (Poraver®), fibrous cotton cloth, and alginate
has been reported earlier (Dishisha et al., 2012, Feng et al., 2010; Liu
et al., 2016; Rickert et al., 1998). An improvement in productivity and
stability of the propionic acid production has been shown; higher
productivity is obtained with glycerol as substrate because of its higher
reduced state as compared to glucose resulting in lower byproduct
formation (Barbirato et al., 1997). However, mechanical instability of
certain matrices during stirring and also the need to control the pH
necessitates modification of the reactor set up and operation (Dishisha
et al., 2012). In the present study, a normal batch reactor with mild
stirring for maintaining the pH was used with glucose as the carbon

Fig. 1. Photograph of the 3D-printed nylon beads of different size and lattice structures used in the study.
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source.
Fermentation kinetics using P. acidipropionici immobilized on 3D-

printed beads were evaluated using different glucose concentrations
and compared with that of free cells (Table 1). Free cells showed a long
lag phase, which was reduced on recycling the cells (Fig. 3A and B). As
expected, the immobilized cell system did not display any lag phase
resulting in slightly higher productivity (Fig. 3C and D). Similar results
were reported elsewhere (Dishisha et al., 2012; Liang et al., 2012).
Highest productivity of 0.47 g/L h was obtained in the immobilized cell

reactor at a substrate concentration of 68 g/L. These values are in the
range reported earlier in several immobilized cell systems for propionic
acid production, although higher productivities are achieved with
continuous mode of operation (Guoqiang et al., 1992; Senthuran et al.,
1997; Dishisha et al., 2012). Higher productivities have also been re-
ported using an engineered Propionibacterium strain (Suwannakham and
Yang, 2005). The free cell density in the immobilized cell reactors was
lower than in the free cell reactors and remained more or less constant
during the repeated fermentations irrespective of the substrate

Table 1
Batch fermentation kinetics for propionic acid production using free cells and immobilized cells of P. acidipropionici CIP 53.164 on 3D-printed nylon beads.

Bioreactor Glu (g/L) Fermen-
tation time (h)

PA (g/L) AA (g/L) SA (g/L) OD600 nm Qp (g/L h) Y (g/g) P/A ratio

Free cells (B1) 43.0 ± 1.6 57 13.6 ± 0.4 4.8 ± 0.1 3.2 ± 0.2 26.7 ± 0.4 0.24 ± 0 0.32 ± 0 2.8
Free cells (B4) 76.3 ± 1.3 64.5 25.0 ± 0.5 5.3 ± 0 7.5 ± 0.2 45.7 ± 0.3 0.39 ± 0 0.33 ± 0 4.7
3DP beads (B1) 39.9 ± 1.5 45.5 17.2 ± 1.1 5.9 ± 0.3 2.3 ± 0.2 33.6 ± 0.7 0.3 8 ± 0 0.43 ± 0 2.9
3DP beads (B4) 68.2 ± 1.4 46 21.6 ± 0.5 6.8 ± 0.2 3.0 ± 0.2 33.2 ± 0.2 0.47 ± 0 0.32 ± 0 3.2
PEI-treated beads (B3) 52.2 ± 1.6 60.5 19.4 ± 0.6 5.4 ± 0.6 2.2 ± 0.3 31.2 ± 0 0.32 ± 0 0.37 ± 0 3.6
PEI-treated beads (B5) 83.1 ± 2.5 82.5 25.6 ± 0.2 6.1 ± 0.0 4.7 ± 0.4 32.0 ± 0.4 0.31 ± 0 0.31 ± 0 4.2

(B): batch number; Glu: glucose; PA: propionic acid; AA: acetic acid; SA: succinic acid; OD: optical density; Qp: propionic acid volumetric production rate; Y: propionic acid yield; P/A:
propionic acid/acetic acid ratio.
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concentration used (Table 1). The beads were highly stable to stirring,
acidic conditions, and reuse, allowing a simple process set up to be
used.

Increase in substrate concentration usually inhibits cell growth,
which results in reduction in both yield and productivity (Feng et al.,
2010; Dishisha et al., 2015). However, an increase in productivity using
the immobilized cells was observed when glucose concentration was
increased from 40 to 68 g/L in this study (Table 1). Acetic acid was the
main byproduct and was formed at a slightly higher concentration than
by the free cells, although the ratio of propionic: acetic acid was in-
creased (Table 1). On the other hand, decrease in succinic acid con-
centration was observed in the case of immobilized cells. This may be
attributed to the active physiological state of the cells and the en-
vironmental conditions in the immobilized cell reactor that drives the
metabolism of glucose to propionate via succinate through the Wood-
Werkman cycle.

As nylon lacks any free functional groups that would facilitate ad-
sorption of cells, the 3D-printed beads were treated with the polycation
PEI for enhancing charge-charge interaction with the cells. As seen in
Fig. 3E and F and Table 1, the free cell density was slightly decreased,
although glucose was completely consumed but with a lower pro-
ductivity of the process than with the non-treated beads. This was at-
tributed to the inhibitory effect of PEI on the cells and has been ob-
served in earlier studies with PEI coated matrix from our lab; the
inhibition is overcome as the number of bound cells increase with in-
creasing number of recycle batches (Dishisha et al., 2012). Higher
acetic acid- and lower succinic acid production was observed as in case
of non-treated beads (Table 1).

3.3. SEM of non-treated and treated 3D-printed beads with bound cells

SEM of the beads recovered after repeated fermentations showed
the presence of P. acidipropionici cells on the beads (Supplementary
data). An increase in magnification clearly demonstrates cell-matrix
attachment and cell-cell interaction. In case of the untreated beads,
distribution of the cells was uneven, being found mainly in the grooves
of the beads, which could simply be due to settling of cells in the
protected regions that facilitated their retention in the bioreactor. On
the other hand, SEM of the PEI treated beads showed a more even
coverage with the cells indicating interaction with the charge on the
beads. Interestingly, no change in cell morphology, such as elongation
reported using Poraver® or fibrous-bed bioreactor (Dishisha et al.,
2012; Suwannakham and Yang, 2005), was observed. The maintenance
of cell shape may indicate a lower stress-induced physiological re-
sponse, without affecting the product formation (Alonso et al., 2015).

4. Conclusions

3D-printing technology as a useful, inexpensive tool for producing
matrices for cell immobilization is demonstrated. The concept is ap-
plicable to a variety of bioprocesses including wastewater treatment
(Dong et al., 2015). The technology enables design of the matrix with
respect to shape, size, pore size, etc., using a variety of inorganic and
organic materials for both cell- and enzyme based biocatalysts. Also, the
ease of using the beads with bound cells as inoculum even after being
stored for a long period was observed in this study, which is a con-
siderable advantage in terms of saving time and resources.
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