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RESUMO

O é&cido succinico é apontado pelo Departamento de Energia dos EUA e pela Comissao Europeia
como um dos 12 bioprodutos de maior potencialidade biotecnologica. Sua produgéo natural ocorre
por processos heterofermentativos, envolvendo bioquimicas complexas, e tradicionalmente a partir de
carboidratos, embora algumas espécies microbianas sejam capazes de utilizar o glicerol como
substrato. Assim, e considerando as grandes quantidades de glicerina bruta disponiveis,
principalmente associada a producado de biodiesel, avaliou-se este residuo como fonte alternativa de
substrato para a producdo de acido succinico por Actinobacillus succinogenes 130Z e
B. succiniciproducens JF4016. Este trabalho incluiu o ajuste e validacdo da metodologia de HPLC
para monitoramento do bioprocesso; a verificagdo da capacidade fermentativa das cepas com
fornecimento indireto e direto de CO,; a avaliagdo conjunta do efeito das impurezas da glicerina bruta
e dos componentes do meio, usando planejamentos Plackett-Burman; a aplicacdo de teste de
hipétese para selecdo da cepa bacteriana com melhor desempenho; a simplificacdo do meio de
producédo para a cepa selecionada, seguindo planejamentos experimentais sequenciais. O processo
de validagdo assegurou a qualidade dos dados obtidos nas andlises de HPLC. Fermentacdes
comparativas mostraram que A. succinogenes sintetizou maior variedade de metabdlitos, cuja
distribuicao foi dependente do tipo de substrato; ja B. succiniciproducens apresentou comportamento
metabdlico semelhante para as fontes de carbono avaliadas, com menor variedade de produtos
gerados. A. succinogenes mostrou baixa capacidade de carboxilagdo nas condigdes de suprimento
direto e indireto de CO, avaliadas; enquanto que o acido succinico foi o principal metabdlito
produzido por B. succiniciproducens a partir de glicerina bruta, representando 76% dos bioprodutos,
aumentando sua produgdo com suprimento direto de CO,. Para as duas cepas bacterianas, se
observaram variagdes na producao de &cido succinico em fungéo dos fatores nutricionais, com efeito
destacado do nitrato de s6dio no consumo de substrato, e seu efeito positivo na producdo de &cido
succinico por B. succiniciproducens. O uso de glicerina bruta mostrou inibicdo no consumo de
substrato em torno de 20% para as duas cepas bacterianas. Para o acido succinico, A. succinogenes
apresentou até 38% de inibicAo na concentracdo e até 40% no rendimento, entretanto,
B. succiniciproducens evidenciou efeito positivo das impurezas, com ganhos de até 100% na
concentracao e de até 60% no rendimento, sugerindo também que B. succiniciproducens poderia
assimilar alguns dos elementos quimicos presentes na glicerina bruta para suprir requerimentos
nutricionais. O teste de hipétese permitiu indicar com validade estatistica o melhor potencial de
B. succiniciproducens para producao de acido succinico a partir de glicerina bruta. A simplificacdo do
meio de producdo para esta cepa, usando glicerina bruta e suprimento direto de CO, levou a
seguinte composicdo em gramas por litro: 10,22 substrato; 15,00 extrato de levedura; 2,24 nitrato de
sédio e 10,00 carbonato de magnésio. A partir deste meio foi obtida uma concentracdo de acido
succinico de 4,162 g/L, representando um incremento de 67% na producdo, com redugao de 67%

dos custos associados ao preparo do meio, em relacao as fermentagdes iniciais.

Palavras-chave: Heterofermentacdo. Anaerobiose. Validagdo. Planejamento experimental.



ABSTRACT

Succinic acid is regarded by the US Department of Energy and the European Commission as one of
the 12 top bioproducts with biotechnological potential. Its natural production is done by
heterofermentative processes, involving complex biochemical pathways, traditionally from
carbohydrates, although some microbial species are able to use glycerol as a substrate. Thus, and
considering the large amount of crude glycerin available, mainly associated to the biodiesel
production, this industrial waste was assesses as alternative substrate source to succinic acid
production by Actinobacillus succinogenes 130Z and B. succiniciproducens JF4016. This work
included the adjustment and validation of the HPLC methodology for monitoring the bioprocess;
checking the fermentative capacity of the strains with indirect and direct CO2 supply; combined
evaluation of the effect of crude glycerin impurities and medium components on succinic acid
production using Plackett-Burman designs; hypothesis testing to select the best performing bacterial
strain; the simplifying of production medium for the selected strain, following sequential experimental
designs. The validation process ensured the quality of the data obtained by HPLC analysis.
Comparative fermentations showed that A. succinogenes synthesized a high variety of metabolites,
whose distribution was dependent on the type of substrate; while B. succiniciproducens presented
similar metabolic behavior for the carbon sources evaluated, with less variety of generated products.
A. succinogenes showed a low carboxylation capacity under direct and indirect CO, supply conditions
evaluated; on the other hand, succinic acid was the main metabolite produced by B.
succiniciproducens from crude glycerin, representing 76% of bioproducts generated, improving its
production with direct supply of CO,. For both bacterial strains was observed variations in the succinic
acid production as function of nutritional factors, highlighting the effect of sodium nitrate on substrate
consumption, and its positive effect on succinic acid production by B. succiniciproducens. The
utilization of crude glycerin showed inhibition around 20% on substrate consumption for both bacterial
strains. In relation to the succinic acid, A. succinogenes presented up to 38% inhibition in
concentration and up to 40% in yield, while B. succiniciproducens evidenced a positive effect of
impurities, with gains of up to 100% in the succinic acid concentration and up to 60% in its yield, also
suggesting that B. succiniciproducens could assimilate some chemical elements present in crude
glycerin to supply its nutritional requirements. The hypothesis test allows indicating with statistical
validity the best potential of B. succiniciproducens for succinic acid production from crude glycerin.
Simplifying of production medium for this strain, using crude glycerin and direct CO, supply, led to the
following composition in grams per liter: 10,22 substrate; 15,00 yeast extract; 2,24 sodium nitrate and
10,00 magnesium carbonate. From this medium, a succinic acid concentration of 4,162 g/L was
obtained, representing a grow production of 67% and reducing costs of the production medium about

67%, comparing with the initial glycerin fermentations.

Keywords: Heterofermentation. Anaerobiosis. Validation. Experimental design.
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1.  INTRODUCAO

A intensa busca por fontes alternativas de energia para diminuicdo dos
impactos ambientais causados pelo uso intensivo do petréleo e derivados tem
estimulado o mercado mundial de biocombustiveis e o desenvolvimento de
bioprocessos para producdo de substéncias quimicas de interesse industrial.
Seguindo esta premissa, diferentes paises, incluindo o Brasil, ttm direcionado seu
foco desde o final do século XX aos projetos e pesquisas relacionados ao processo
produtivo do biodiesel (CESAR, 2010).

A producéo de biodiesel tem como principal subproduto a glicerina bruta, a qual
corresponde a 10% do volume total de biodiesel produzido. No Brasil, em 2018,
segundo reportes da Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP), foram gerados 441 mil m® de glicerina pelas 51 usinas de biodiesel
registradas. Ainda segundo a ANP, o volume de glicerina gerado até setembro de
2019 foi de 426 mil m® (ANP, 2019a,b).

A composicao quimica da glicerina bruta depende do tipo de matéria prima e
do processo de producéo do biodiesel, podendo conter até 80% de glicerol, além de
impurezas como agua, sais, ésteres, alcool e 6leo residual, que a tornam impropria
para a maioria das aplicagdes industriais tradicionais, sendo considerada, em alguns
casos, um residuo de baixo valor comercial (QUISPE et al., 2013; NDA-UMAR et al.,
2019). No final de 2017, o mercado Brasileiro apresentava a cotacdo de R$ 250/t
para glicerina bruta e de R$ 750/t para glicerina loira (pureza de 80%). Por conta da
alta disponibilidade de glicerina a baixo custo, o preco de mercado do glicerol
(pureza 99,5%) caiu de R$ 2500/t para R$1900/t em 2017(CREFBio, 2017).

Neste cenario e ainda considerando que a grande quantidade de glicerina
gerada contribui para o desequilibrio econdmico das industrias oleoquimicas, €
crucial dar o devido aproveitamento a este residuo. Ha que se considerar, ainda, o
risco ambiental, visto que o Brasil ndo dispde de legislagdo propria para o descarte
deste residuo, cuja composi¢do quimica € reconhecidamente poluente (LEONETI et
al., 2012; NDA-UMAR et al, 2019). Assim, se faz necessaria a adocdo de
estrategias que valorizem a conversao da glicerina em produtos de alto valor
agregado. Paralelamente, o aproveitamento da glicerina ira contribuir para a
sustentabilidade econémica da producdo de biodiesel, fortalecendo a cadeia
produtiva (CLOMBURG e GONZALEZ, 2013).
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Entre os diversos produtos que podem ser gerados a partir de glicerina, onde
se tem alcoois, acidos organicos, pigmentos e biosurfactantes, destaca-se o acido
succinico, o qual tem sido apontado pelo Departamento de Energia dos EUA e pela
Comissdao Europeia como um dos acidos organicos de maior potencialidade
biotecnoldgica como bloco de construcao, inclusive podendo substituir mais de 250
produtos quimicos derivados do benzeno, sustancia altamente cancerigena. Nos
ultimos anos, o interesse por este acido tem sido estimulado para a producao de 1,4
butanodiol (BDO) e succinato polibutiieno (PBS), este Ultimo um plastico
biodegradavel cuja demanda vem aumentando no mercado (MAZIERE et al., 2017;
SAXENA et al., 2017).

Atualmente, a maior parte do acido succinico é produzida comercialmente por
sintese quimica, com altos custos de producao e pureza relativamente baixa, além
de acarretar altos niveis de poluicdo. Por isso, tem sido consenso a busca por
estratégias de producao por rota fermentativa a partir de diferentes substratos
usando micro-organismos tanto naturais como modificados geneticamente, alguns
dos quais apresentam capacidade para metabolizar o glicerol (AHN et al, 2016;
JIANG et al, 2017; MAZIERE et al, 2017). O processo biotecnologico é
naturalmente heterofermentativo, onde o uso de CO, permite a regulagdo do desvio
metabodlico que leva a sintese de acido succinico. Desta forma, se oferece uma
alternativa promissora para o aproveitamento do excesso de glicerina e de di6xido
de carbono, contribuindo para a redugcdo do efeito estufa (AMPELLI et al., 2015;
LIEBAL et al., 2018).

Na literatura é possivel encontrar espécies bacterianas com potencial para
producdo natural de acido succinico a partir de glicerol, como também o uso de
micro-organismo geneticamente modificados (MGM), os quais representam uma
area de pesquisa que tem se expandido globalmente, tendo restricbes particulares
em cada pais. No Brasil, a manipulagcédo deste tipo de micro-organismo é controlada
pela Comissao Técnica Nacional da Biosseguranga, criada pela Lei 11.105-2005, e
envolve processos de analise complexos, com prazos muito longos para aprovacao,
autorizacdo e fiscalizacdo (BRASIL, 2018). Desta forma, é fundamental o
desenvolvimento de pesquisas empregando culturas naturais, cujo estudo ainda
possibilita as geracao de dados para servir de base para entendimento do processo
e futuras aplicagdes empregando MGM.
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A producdo de acido succinico a partir de glicerina bruta tem sido pouco
explorada. Alguns trabalhos publicados mostram a capacidade das bactérias
Actinobacillus succinogenes e Basfia succiniciproducens para sintese de &cido
succinico a partir de glicerol puro ou glicerina, sem ter analisado o efeito das
impurezas da glicerina bruta, além de utilizar meios de composi¢cdo complexa, que
acarretam altos custos operacionais (VLYSIDIS et al., 2009; SCHOLTEN e DAGELE,
2008).

Assim, o presente trabalho visou analisar comparativamente o efeito das
impurezas presentes na glicerina bruta oriunda da producdo de biodiesel no
metabolismo das cepas de A. succinogenes 130Z e B. succiniciproducens JF4016,
podendo indicar a partir de uma andlise estatistica, qual destas cepas apresenta
melhor potencial para producdo de acido succinico, seguida da simplificacdo do
meio de producdo para a proveitamento de glicerina bruta.

Jaramillo, £L.YA.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Formular um meio de composicao simplificada para producdo de acido succinico a

partir do aproveitamento de glicerina bruta oriunda da producao de biodiesel como

fonte de substrato.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Ajustar e validar a metodologia de analise para quantificacao de substratos e
produtos de fermentacao por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

Avaliar a capacidade fermentativa de duas cepas bacterianas produtoras de
acido succinico, usando como susbstratos glicose, glicerol e glicerina bruta,
em condi¢des de suprimento indireto e direto de CO»,

Estudar de forma conjunta o efeito das impurezas da glicerina bruta e dos
componentes do meio de fermentacao na produgédo de acido succinico, pela
analise comparativa de fermentagdes com glicerol e glicerina bruta, seguindo
planejamentos experimentais independentes, para cada uma das cepas
cepas bacterianas.

Selecionar a cepa com maior potencial de producdo de acido succinico a
partir de glicerina bruta, considerando efeitos metabdlicos e nutricionais.

Definir um meio de composicdo simplificada para a producdo de acido
succinico pela cepa bacteriana selecionada, usando glicerina bruta como
fonte de substrato, mediante o desenvolvimento de planejamentos

experimentais sequenciais.

Obter o perfil cinético da producao de acido succinico a partir de glicerina
bruta em batelada simples para a condicao nutricional estabelecida.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. PROBLEMATICA DO EFEITO ESTUFA

O efeito estufa € um mecanismo natural que permite a manutencao da
temperatura da atmosfera do planeta de forma tal a propiciar um equilibrio das
formas de vida (BENNETT et al, 2004). Desde o século XIX com a revolugcéao
industrial, 0 aumento da concentracdo de gases na atmosfera como resultado da
atividade humana e industrial, principalmente pela queima de combustiveis fésseis,
tem ocasionado um desequilibrio entre entrada e saida de radiacdo no planeta,
gerando o aquecimento da superficie da terra (SEINFELD e PANDIS, 2006).

Os principais gases responsaveis pelo efeito estufa sdo: didxido de carbono
(CO2), metano (CHy), 6xido nitroso (N2O), clorofluorcarbonos (CFCs) e ozbnio (O3)
(EPA, 2001; DEFRIES et al., 2002; BRASIL, 2016), sendo o diéxido de carbono o
gas de efeito estufa gerado em maior quantidade no planeta. Sao despejados no ar
mais de 5 bilhdes de toneladas por ano, enquanto ha 100 anos atras eram cerca de
60 milhdes de t/ano (IPCC, 2013).

A reducdo da problemdtica climatica e ambiental implica profundas
transformacdées econOmicas, politicas, sociais e no pensamento humano. A
Convencao-Quadro das Nacdes Unidas sobre Mudancas do Clima (UNFCCCQC)
entrou em vigor em 21 de margo de 1994, com o objetivo de frear os prejuizos pelo
aumento descontrolado das emissdes de gases de efeito estufa. Anualmente,
representantes de mais de 197 paises se reunem na Conferéncia das Partes (COP)
para elaborar metas e propostas de mitigacdo e adaptacao, além de acompanhar as
acoes e acordos estabelecidos anteriormente (UNFCCC, 2015; UNFCCC, 2016).

O Brasil tem papel importante na tentativa de reducéo do efeito estufa, pois é
um dos dez maiores emissores de CO, do planeta, que correspondem a quase 2/3
das emissoes globais. A maior parte das emissées vem da queima de combustiveis
fosseis e atividade industrial, porém, parte significativa dessas emissdes se devem
ao desmatamento da Amazénia que vem ocorrendo desde a Ultima metade do
século XX (UNFCC, 2015).

No acordo mundial contra o aquecimento global ocorrido em 12 de dezembro
de 2015 em Paris, o Brasil comprometeu-se a reduzir as emissdes de gases de
efeito estufa em 37% abaixo dos niveis de 2005 até 2025, com meta de reducéo de
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43% abaixo dos niveis de 2005 para 2030. Para isso, 0 pais se compromete a
aumentar a participacdo de bioenergia sustentavel na sua matriz energética para
aproximadamente 18% até 2030, restaurar e reflorestar 12 milhdes de hectares de
florestas, bem como alcancar uma participacdo estimada de 45% de energias
renovaveis na composicao da matriz energética em 2030 (MMA, 2016). Portanto, a
producédo biodiesel continuara a ter papel relevante na matriz energética brasileira

nas proximas décadas.

3.2. BIODIESEL

Seguindo o movimento mundial, o Brasil dirigiu sua atengao no final da década
de 1990 a obtencao de alternativas energéticas a partir de fontes renovaveis. Como
exemplo, o lancamento do Programa Nacional de Produgdo e Uso do Biodiesel
(PNPB), em 2003, introduzindo o biodiesel na matriz energética brasileira, embora
seu uso nao fosse ser obrigatério (CESAR, 2010).

A Resolucdo da Agencia Nacional do Petrdleo (ANP) n° 42 de 24/11/2004
define o biodiesel como:

“Combustivel composto de alquil-ésteres de &cidos graxos de
cadeia longa, derivados de Oéleos vegetais ou de gorduras
animais” e estabeleceu as normas e especificagbes do
biocombustivel, de forma a garantir que suas caracteristicas
fisico-quimicas sejam semelhantes ao diesel mineral, para que

possa substitui-lo, mesmo que parcialmente” (ANP, 2004).

A utilizacdo do biodiesel apresenta vantagens técnicas e de seguranca, em
comparacdo ao diesel, tais como: consumo equivalente; o biodiesel ndo possui
enxofre na sua composicao e, portanto nao ha emissdées de compostos sulfurados
que sao substancias toxicas e cancerigenas; 48% menos emissdes de CO; 47%
menos emissao de particulados (fumaca negra); 78% menos de emissdes de COpy;
maior lubricidade, e aumento da vida util do motor devido a reducdo de carbono
depositado e menor desgaste das pecas do motor (BRASILIA, 2003; BRASILIA,
2004). Em contrapartida, ha emissdo de uma pequena quantidade de NOy, bem
menor do que a gerada pela queima de combustiveis fésseis. No entanto, ha
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estudos em andamento visando reduzir a formacao do NOx mediante o emprego de
catalisadores adequados, entre outros (BRASILIA, 2004).

Estimulado por um cenario de disponibilidade de matérias-primas, o biodiesel
foi introduzido de fato na matriz energética Brasileira com a Lei n® 11.097, de 13 de
janeiro de 2005, a qual estabeleceu a obrigatoriedade da adicdo de 2% de biodiesel
ao Oleo diesel comercializado ao consumidor, em qualquer parte do territorio
nacional (CESAR, 2010). Atualmente, sdo adicionados 11% de biodiesel ao 6leo
diesel (B11) comercializado a qualguer consumidor, em todo o territério nacional. De
acordo com Resolugdo CNPE n? 16, de 29 de outubro de 2018, o indice de
biodiesel no diesel passara dos atuais 11% para 15% até 2023 (CNPE, 2018).

Por conta das suas caracteristicas e tratados ambientais, o nimero de paises
que tem inserido o biodiesel nas suas matrizes energéticas tem aumento nas ultimas
décadas, em geral, pelo uso de misturas com o diesel do petrdleo. Atualmente, a
Unido Europeia (EU) é o principal produtor de biodiesel, sendo produzido em escala
industrial desde 1992 e conta com legislacéo especifica para promover e regular seu
uso. Na EU existem cerca de 120 fabricas produtoras de biodiesel localizadas
principalmente na Alemanha, Italia, Austria, Franca e Suécia (EBB, 2019). De acordo
com a European Biodiesel Board (EBB), em 2016 foram produzidos cerca de 11,6
milhdes de toneladas, equivalendo a aproximadamente 12,8 milhées de m*, com
uma capacidade de producao de 21,1 milhdes de toneladas em 2017 (EBB, 2019).

Os Estados Unidos sdo o segundo maior produtor, que de acordo com a
National Biodiesel Board (NBB), em 2017 o pais contava com 124 plantas com
capacidade de producao de 2,5 bilhdes de galdes. J& em 2018 teve producao de 2,6
bilhdes de galdes, equivalentes a 9.8 milhées de m® (NBB, 2019).

No Brasil, de acordo com a Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP), em 2018, a capacidade de producdo de biodiesel (B100)
das 51 plantas produtoras era de aproximadamente 8,5 milhées de m°. A produgéo
para este mesmo ano foi de 5,4 milhdes de m® correspondendo a 62,7% da
capacidade total, e sendo 24.7% maior que a producdo de 2017 (ANP, 2019a).
Dados preliminares, com base nas entregas dos leildes promovidos pela ANP,
mostram que a producado de biodiesel até setembro de 2019 foi de 4,3 milhdes de
m®, representado um aumento de 9,6% em relacdo ao mesmo periodo de 2018
(ANP, 2019b).
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3.2.1. Matérias primas para obtencao de Biodiesel

De forma geral, qualquer matéria organica que contenha triglicerideos ou
acidos graxos em sua composicao quimica (p. ex. éleo, gordura vegetal ou animal)
pode ser usada para a producédo de biodiesel. De acordo com a composi¢ao, as
matérias primas podem ser classificadas em quatro categorias, como se apresenta
na Quadro 3.1.

Quadro 3.1. Matérias primas indicadas para produgao de biodiesel

Categoria Origem
Oleos e gorduras de origem animal Matadouros, frigorificos e curtumes
Oleos e gorduras de origem vegetal Agricultura temporaria e permanente
Oleos residuais de fritura Cocgdes comerciais e industriais
Matérias graxas de esgotos Aguas residuais de cidades e industriais

Fonte. Brasilia, 2003.

O Oleo obtido a partir da extragcdo de vegetais € a matéria prima mais
desejavel, tecnicamente, para a producao de biodiesel, pois vem filtrado, limpo,
praticamente isento de agua, e com composicdo menos variavel. O Brasil, por
apresentar clima tropical e subtropical, é favorecido com uma gama de matérias
primas para extracdo de Oleos vegetais, tais como baga de mamona, polpa de
dendé, améndoa de coco de babacu, semente de girassol, caro¢o de algodao, grao
de amendoim, semente de canola, grao de soja, nabo forrageiro, e outros vegetais
em forma de sementes, améndoas ou polpas (PARENTE, 2003).

De 2009 a 2018, o 6leo de soja tem sido a principal matéria prima para a
producéo de biodiesel (B100), equivalendo a 69.9% do total em 2018, com uma alta
de 20,5% em relagdo ao ano anterior. A segunda matéria prima foi a gordura animal
(16,2% do total), apés aumento de 19,3% em relacdo a 2017, seguida por outros
materiais graxos (13% do total) e pelo éleo de algodao (0,9 % de participacao) (ANP,
2019a).

3.2.2. Processo de producao de biodiesel

O processo mais comum de producao de biodiesel é a transesterificagdo, na
presenca de alcool e catalisador. O processo de producdo envolve as etapas de
preparacdo da matéria prima, reacao de transesterificacdo, separacao de fases,
recuperacdo e purificacdo dos ésteres e, ainda, a desidratacdo do alcool para
reutilizacao (Fig. 3.1).
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MATERIA
PRIMA

'

PREPARACAO DA
MATERIA PRIMA

CATALISADOR:

- METANOL
Oleo ou ou ETANOL

Gordura

A 4
(N2OH ou KOH) REACAO DE
TRANSESTERIFICACAO
Alcool Etilico
ou Metilico
y
SEPARACAO
Fase DE FASES Fase
Pesada Leve
DESIDRATACAO
DO ALCOOL
A A
~ RECUPERACAO DO  RECUPERACAP DO
ALCOOL DA GLICERINA ALCOOL DOS ESTERES
L. Excessos
Glicerina de Alcool
g DBruta Recuperado \
DESTILACAO PURIFICACAO
DA GLICERINA DOS ESTERES
RESIDUO GLICERINA BIODIESEL
GLICERICO DESTILADA

Figura 3.1. Diagrama de blocos do processo de producgéo de biodiesel

Fonte: Parente, 2003.

Na etapa de transesterificacao (Fig. 3.1 e Fig. 3.2) ocorre a reagao entre o

triglicerideo ou acido graxo e um alcool de cadeia curta (metanol ou etanol), com

formacao de ésteres (metilicos ou etilicos), que constituem o biodiesel, e do

subproduto glicerina. O alcool é adicionado em excesso a fim de permitir a formacéao

de uma fase separada de glicerina e deslocar o equilibrio para um maximo

rendimento de biodiesel, devido ao carater reversivel da reagdo (PARENTE 2003).

H,C -0 -CO R, H,COH R.cl:o, C.Hs
1 |
HC-0-CO-R; + 3CH~OH MM ufou 4+ R,CO,CyHs
1 —> |
H,C -0 -CO -R; <4—  H,COH RyCO; C;Hs
Oleo neutro de soja  Etanol anidro Glicerol Esteres etilicos
(Glicerina) (Biodiesel)

Figura 3.2. Reacao de transesterificacao do 6leo de soja para produgéo de biodiesel
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Na reacao de transesterificagéo € possivel utilizar varios tipos de alcoois, além
do metanol e do etanol, tais como propanol ou butanol. Contudo, o metanol e o
etanol sdo os alcoois mais empregados mundialmente neste tipo de reagdo. O
etanol é utilizado principalmente no Brasil, pelo fato de ser um pais grande produtor
deste alcool a partir da cana-de-acucar. No entanto, o metanol é utilizado
preferencialmente em outros paises produtores de biodiesel, uma vez que,
comparativamente ao etanol, apresenta menor custo e a reagcdo de
transesterificacao é acelerada (PARENTE 2003; BORGES, 2012).

A reacdo pode ser catalisada por bases (NaOH, KOH, carbonatos ou
alcéxidos), acidos (HCIl, H.SO, e HSO3;-R) ou enzimas (lipases) usados em
diminutas proporgcdes. Na presenga de um catalisador alcalino, a reagdo é mais
rapida, seletiva e de maior rendimento, além de serem menores os problemas
relacionados a corrosdo dos equipamentos; por isso, a catalise basica homogénea é
a mais empregada comercialmente (BORGES, 2012). Os -catalisadores mais
eficientes para esse propésito sdo KOH e NaOH. Quimicamente, as duas bases
podem ser empregadas indistintamente ja que levam a resultados semelhantes. No
entanto, no Brasil, o hidréxido de sédio é o mais vantajoso economicamente
(PARENTE, 2003).

Como ilustrado na Figura 3.2, a reacdo de transesterificacdo resulta na
formacao de dois produtos imisciveis, sendo a fase mais pesada correspondente a
glicerina e a fase mais leve ao biodiesel (uma mistura de ésteres metilicos ou
etilicos), o que permite a separacado das fases por decantacdo e/ou centrifugacao.
Porém, ambas as fases dependem de tratamento posterior visto estarem
contaminadas com excessos de alcool, agua e catalisador. A fase leve é submetida
a etapas de purificacdo para obtencdo do biodiesel, enquanto a fase pesada é
apenas submetida a um processo de evaporacdo, com obtencao de glicerina bruta.
Logo, a glicerina bruta ainda apresenta agua, alcool e impurezas inerentes a matéria
prima.

Em alguns casos, a glicerina bruta pode sofrer tratamento para redugdo do
conteudo de agua e algumas impurezas, obtendo-se a glicerina loira. Também, pode
ser purificada por destilacdo a vacuo, resultando em glicerol (PARENTE, 2003;
RIVALDI, 2007). Embora o glicerol tenha um alto valor agregado, o processo de
purificacdo da glicerina bruta envolve uma série de etapas que tornam o processo
pouco rentavel do o ponto de vista comercial (TAN et al., 2013; QUISPE et al.,2013;

Jaramillo, £L.YA.



26

ABD et al.,, 2019; WANG et al., 2019). Portanto, ha necessidade de desenvolver
processos estratégicos para seu aproveitamento.

3.3. GLICERINA RESIDUAL DA PRODUGCAO DE BIODIESEL

A glicerina bruta é o principal subproduto da produgédo de biodiesel, com um
volume gerado equivalente a cerca de 10% do volume total de biodiesel produzido
(GARLAPATI et al., 2016; ANITHA et al, 2016; KONG et al, 2016). As
caracteristicas fisicas e quimicas da glicerina dependem da matéria prima e do
processo catalitico empregados na producdo de biodiesel. De forma geral, a
glicerina bruta resultante da producédo de biodiesel contém 60-80% de glicerol e
impurezas, como agua, sais, ésteres, alcool e éleo residual, que diminuem seu valor
comercial (QUISPE et al.,, 2013; RUSSMAYER et al.,, 2019). Um exemplo da
composicao média da glicerina obtida pela reacdo de transesterificacdo de 6éleos
vegetais se apresenta no Quadro 3.2 (TAN et al., 2013).

Quadro 3.2. Composigao geral da glicerina derivada da transesterificagcao

Componente Porcentagem (%)
Glicerol 75
Agua 10
Cinzas 10
Material organico (néo glicerol) 5
Trimetilenoglicol (Tmg) 1

Fonte: TAN et al., 2013.

De acordo com o Anudrio Estatistico 2019 apresentado pela ANP, em 2018
foram gerados cerca de 441 mil m® de glicerina bruta como subproduto da produgéo
de biodiesel, com aumento de 17,65 % em relacado a 2017 (ANP, 2019a). Os valores
de producéao de glicerina entre os anos 2009 e 2018 se apresentam no Quadro 3.3.
Para 2019, foram apenas encontrados dados referentes a producao de biodiesel
reportados pela ANP, estimando-se a geracdo de 426 mil m® de glicerina bruta até
setembro de 2019 (ANP, 2019b).
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Quadro 3.3. Volume de glicerina gerado na produgéao de biodiesel no Brasil no periodo 2009-2018

Ano Glicerina gerada (m°)
2009 171.829
2010 256.884
2011 273.353
2012 274.683
2013 290.260
2014 311.827
2015 346.839
2016 341.911
2017 374.528
2018 440.628

Fonte: ANP, 2019a.

A rota tradicional para o aproveitamento da glicerina é sua purificagao, visando
obtencdo de glicerol, que pode ser destinado para varios setores da industria
quimica. O processo de purificacdo requer diferentes etapas que incluem
acidificacao, precipitacdo, neutralizagdo, destilacao simples, filtracdo, destilacdo a
vacuo, descoloracéo e troca de ions (TAN et al., 2013; ARDI et al., 2015,). Quando
a purificacdo da glicerina é feita por troca ibnica e destilagdo a vacuo, obtém-se
glicerol de grau farmacéutico com pureza superior a 99%. Porém, poucas plantas de
biodiesel no mundo contemplam a etapa de purificacdo, devido aos altos custos das
operacdes, baixa demanda mundial e ao baixo custo do glicerol, consequéncia do
excesso de glicerina no mercado (LEONETI et al., 2012; RUSSMAYER et al., 2019).

O aumento de 100% na producao global de glicerina bruta, em decorréncia da
expansao da industria de biodiesel nos ultimos dez anos, provocou uma queda nos
precos de glicerol de $ 400/t em 2001 para menos de US$ 100/t em 2011,
considerando os valores de mercado referentes aos principais produtores, Unido
Europeia (EU) e Estados Unidos, bem como outros paises como Malasia, india,
China, Indonésia, Brasil, Argentina e Colémbia. No Brasil, os precos atuais da
glicerina bruta, glicerina loira e glicerol sdo R$ 220 /t, R$ 720/t e R$ 19004,
respectivamente. A diferenca de precos se deve as diferencas do grau de pureza
destes produtos e aos custos dos processos relacionados a purificacdo (CREFBiIo,
2017).

Outra alternativa para o aproveitamento da glicerina bruta é sua queima direita
em fornos para obtencao de energia. Este uso nao requer purificacao, portanto além
de reduzir os custos de venda, reduz o uso de outros combustiveis fosseis (QUISPE
et al., 2013). Porém, esta aplicagdo se vé limitada devido a sua corrosividade,
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inflamabilidade e periculosidade, ja que conforme exposto na norma NBR 10.004 da
ABNT - Classificacao de Residuos Sélidos — a glicerina bruta é classificada como um
residuo perigoso, classe 1 (ABNT, 2004).

O aumento significativo da producao de glicerina nao é tdo somente uma
probleméatica nacional, mas uma tendéncia a nivel mundial. Segundo a Organizacao
das Nacbes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura, a cogeracdo de glicerina
bruta pode alcancar 3,9 bilhdes de litros para 2027 (OECD/FAO, 2018). Tendo em
conta este panorama, torna-se necessério desenvolver novos tratamentos e levantar
mercados alternativos para a glicerina, a fim de manter a sustentabilidade
econbmica e ambiental da producdo de biodiesel (RUSSMAYER et al., 2019).
Segundo Ayoub et al. (2102) é possivel reduzir 25% dos custos de producdo de
biodiesel com o aproveitamento e valorizag&o da glicerina bruta.

Os processos de transformacdo e aproveitamento da glicerina podem se
classificar em trés grupos: aplicagdo direta, transformagdo quimica e conversao
microbiolégica. Quando a aplicacao é direta, a glicerina € empregada como simples
fonte de carbono sem submeter a nenhuma reagao catalitica, principalmente na
alimentacdo de animais ruminantes, como também de porcos e peixes, sendo
preciso o controle da concentracdo de impurezas para nao prejudicar a saude do
animal (LEONETI et al., 2012; QUISPE et al., 2013).

Os processos de transformagdo quimica compreendem oxidacao, reducao,
decomposicdo, gaseificacao e pirdlise. Alguns exemplos sdo a transformacédo em
acido tartarico, acido oxalico, gliceraldeido, propilenoglicol, acetol e hidrogénio
através de processos termoquimicos que se encontram consolidados na literatura,
0s quais podem incluir o uso de catalisadores metalicos onerosos, a geracado de
intermediarios téxicos e possuir baixas taxas de conversao (POSADA et al. 2012;
CHENG et al, 2013).

No que concerne a conversao microbiolégica da glicerina, se apresenta como
uma alternativa viavel comparada a aplicacao direta e a transformacao quimica, visto
ser possivel reduzir os problemas relacionados a baixa especificidade, aos
requerimentos energéticos e ao uso de pré-tratamentos de alto custo, além de
propiciar a formagdo de produtos de valor agregado (GARLAPATI et al., 2016;
WESTBROOK et al., 2018; RUSSMAYER et al., 2019).

Quando comparada com outras matérias primas e substratos tradicionais,
como glicose e sacarose, a glicerina se apresenta como uma fonte de substrato de
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baixo custo, sustentavel e ndo é considerada fonte nutricional para alimentacédo de
humanos. Adicionalmente, o consumo de um mol de glicerol gera dois mols de
NADH, enquanto o consumo de meio mol de glicose gera um mol de NADH, o qual é
fundamental para o crescimento celular (RUSSMAYER et al., 2019). Assim, a
glicerina derivada do biodiesel pode ser considerada uma matéria prima adequada
para emprego em processos biotecnoldgicos, embora possa haver a necessidade de
ser submetida a um pré-tratamento para redugdo do seu conteludo de impurezas
antes da sua utilizagdo como fonte de carbono (AYOUB et al., 2012).

3.4. GLICEROL NOS PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

Neste ponto, cabe esclarecer que o termo glicerol aplica-se ao composto
organico com grau de pureza =299%, enquanto os compostos com graus de pureza
inferiores sdo denominados glicerina. A molécula de glicerol, usada de fato como
substrato em processos biologicos, € um tri-alcool constituido de 3 atomos de
carbono e trés grupos hidroxila, os quais sdo responsaveis pela sua natureza
higroscépica e solubilidade em 4gua.

O glicerol é considerado uma fonte de carbono ou substrato assimilavel por
bactérias, fungos filamentosos e leveduras, para a obtencdo de energia metabdlica
sob condicdes aerbbicas ou anaerdbicas, como regulador do potencial redox e como
regulador de outros mecanismos bioquimicos intracelulares, como a reciclagem de
fosfato inorgénico dentro da célula (RIVALDI et al., 2007). Para os micro-organismos
eucariotos, o glicerol constitui o principal composto formado para regular as
variagOes de atividade de 4gua em ambientes altamente osmofilicos. E, ndo é téxico
para os seres humanos, ja que o glicerol participa na termorregulacdo do corpo,
resisténcia as altas temperaturas, resisténcia dos masculos em atividades fisicas e
resposta neural da variacao da glicemia (YANG et al., 2012).

As moléculas de glicerol podem ser catabolizadas por diferentes rotas
metabdlicas, incluindo processos anerodbicos (Fig. 3.3), dando origem a diversas
substancias com aplicacdes em diferentes setores. Dentre as substancias quimicas
que podem ser produzidas por via microbiana, destacam-se o 1,3-propanodiol, 1,2-
propanodiol, etanol, dihidroxiacetona, n-butanol, 2,3-butanediol e acidos organicos
como &cido citrico, acido latico, acido propiénico, acido succinico, acido glicérico e
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acido oxalico, além de outras substancias como pigmentos, biossurfactantes,
polihidroxialcanoatos (PHAs), polidis, manitol, eritritol, arabitol, D-xilulose, acidos
graxos poli-insaturados (DHA), biohidrogénio e biometano (ALMEIDA et al., 2012;
CLOMBURG e GONZALEZ, 2013; GARLAPATI et al., 2016; GARGALO et al., 2016;
LUO et al., 2016; RUSSMAYER et al., 2019).

HO™ N NoH ===-> 1.3-PDO| HO_~_OH

OH . lel
o 2%
A _on 1.2-PDO | <~ --- DHAP
4a[H) :
2[H) 4
0 - . v . - o
P e acido succiniCo ¢ - ~- - - PEP - - -~ - » acido propionico X
o | e o
0

& Piruvato
OH
CO,+H, <—écidoformico:i
Aceti!-CoA---,-. Etanol | _~,,

. ' 4(H)
Acetil-CoA +8[H) ~

\J
Butanol .~

Figura 3.3. Fermentagao anerébia de glicerol para a producao de combustiveis e produtos quimicos
de interesse. 1.3-PDO: 1,3-propanodiol; 1.2-PDO: 1,2-propanodiol; DHAP:dihidroxi-acetona-fostato;
PEP:fosfato-piruvato.

Fonte: Clomburg e Gonzalez, 2013.

A maioria dos processos fermentativos a partir de glicerol, emprega micro-
organismos anaerdbios facultativos, embora o potencial de alguns deles a nivel
industrial possa ser limitado devido a patogenicidade, a exigéncia de condigcbes
anaerdbias estritas para a geracdo de determinado produto, e a necessidade de
suplementagdo com nutrientes onerosos e de composi¢cao complexa. Embora uma
grande parte das pesquisas usem glicerol puro, nos ultimos anos vem se avaliando o
uso de fontes alternativas de glicerol e o desenvolvimento de micro-organismos
geneticamente modificados para aumento da produgao de substancias quimicas de
elevado interesse industrial (CLOMBURG E GONZALEZ 2013; GARLAPATI et al.,
2016; RUSSMAYER et al., 2019). Dentre a grande variedade de metabdlitos que
podem ser gerados a partir do aproveitamento de glicerol, o acido succinico se
apresenta como um produto de interesse, tanto como produto final quanto como

precursor, em diferentes segmentos industriais, conforme detalhado a seguir.
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3.5. ACIDO SUCCINICO

O é&cido 1,4-butanodidico, conhecido como acido succ
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inico, cuja estrutura

quimica é mostrada na Figura 3.4, € um &cido dicarboxilico com formula molecular

C4Hs04. O acido succinico se apresenta como um composto sélido a temperatura

ambiente, incolor e inodoro, solUvel em etanol, acetona, metanol e agua, e insoluvel

em tolueno e benzeno. Este acido se encontra na natureza, em frutas como uva e

damasco,e também em resinas fosseis organicas como o ambar, de onde pode ser

extraido por destilacdo. Entretanto, a quantidade presente em fontes naturais é

pouca e sem valor comercial. Algumas das suas propriedades fisico-quimicas sao

apresentadas no Quadro 3.4.

HO
OH

Figura 3.4. Estrutura quimica do acido succinico

Quadro 3.4. Propriedades do &cido succinico

Acido succinico C4H604

Densidade relativa

Nome IUPAC Acido butanodidico
Massa molar 118,09 g/mol

Grau de funcionalidade | 2

Ponto de fuséao 185-188 °C

Ponto de ebulicao 235 °C

Ponto de inflamacao 160 °C
Solubilidade em agua 83,2 g/L (25°C)

1,572 (25°C)

pH

Pressao de vapor
Calor de combustao
pKAT1; pKA2 4,207; 5,635 (25°C)
indice de refracdo 1,450

Fonte: PubChem, open chemistry database (2019).

2,7 (1% em agua)
2,55x10™ Pa (25°C)
-356.32 Kcal/mol

Segundo o Departamento de Energia dos EUA (DOE) e a Comissao Europeia,

o acido succinico tem sido apontado como um dos acidos
potencialidade, com uma variada gama de aplicacoes,
industriais (57,1%), farmacéuticas (15,91%), bebidas e aliment

organicos de maior
incluindo apliacédoes
os (13,07%) e outras
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(13,92%) (JANSEN e GULIK, 2014; SAXENA et al., 2017). Entre as principais
possibilidades de uso e seus respectivos derivados se tem: (i) reducédo a 1,4-
butanodiol (BDO), y-butirolactona, tetrahidrofurano (THF) e seus derivados; (ii)
aminacao redutiva a pirolidonas; (iii) polimerizacdo para obtencdo de poliésteres
como polibutileno succinato (PBS) e para formacao de poliamidas; (iv) formacéo de
ésteres de succinato, sais de succinato e succinimidas (SAXENA et al., 2017; JIANG
etal., 2017; NGHIEM et al., 2017).

O &cido succinico é considerado um bloco de construcdo, a partir do qual se
obtém uma série de substancias precursoras e produtos finais importantes para a
industria quimica, como se apresenta na Figura 3.5. Cabe destacar que o acido
succinico pode substituir mais de 250 produtos quimicos derivados do benzeno, um
reconhecido agente carcinogénico (JANSEN e GULIK, 2014; ABEL e DIGIOVANNI,
2015; BIDDY et al., 2016; SAXENA et al., 2017).

Intermediarios quimicos Especialidades quimicas

Acido adipico

1,4-Butanodiol
. 4,4 Esteres "
Poliésteres
Tetrahidrofurano
/

) 2-Pirrolidiona
Acido
4-Aminobutanéico
Maleimida

Hidroxisuccinimida S K
— Acido maleico
-
Acido Aspartico

Figura 3.5. Diversidade de produtos obtidos a partir do &cido succinico
Fonte: Saxena et al., 2017.

| substtutos deSal |

Estimuladores para
crescimento de plantas
Acidulantes

Solventes Verdes

/Detergentes e

surfactantes

farmacéutico
@ maleico

Dimetil/Dietil
Succinato

Acido
Succinico

Inibidores de
corrosdo

Acido fumarico

Em 2011, as aplicagdes do acido succinico se encontravam principalmente
como intermediario na sintese de resinas, tintas e pigmentos (19,3%), na industria
farmacéutica (15,1%) para a producdao de farmacos, antibiéticos, aminoacidos,
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vitaminas, sedativos, entre outros, e na industria de alimentos (12,6%) onde tem
usos como modificador de pH, agente antimicrobiano, etc. Outras aplicacées com
menor interesse sao 1,4 butanodiol BDO (4,8%), polimeros PBS-PBST (9%) e
poliésteres (6,2%) (WEASTRA, 2013).

Estudos de mercado mostram que existe uma crescente demanda por acido
succinico, para trés principais interesses: producdo de BDO, tetrahidrofurano e
butirolactona; intermediario na sintese de polimeros; e como substancia analoga ao
andrido maleico (JANSEN e GULIK, 2014; SAXENA et al., 2017). Para o ano 2020,
se espera uma mudanca do panorama do mercado, sendo projetados como os
maiores setores de aplicacdo: a producédo de BDO (52,7%), a producao de polimeros
PBS/PBST (13,6%) e a producao de poliésteres (8,6%) (WEASTRA, 2013).

A maior parte do acido succinico comercializada deriva de processos quimicos,
0s quais tem forte impacto ambiental. Os processos petroquimicos para obtencao
convencional de acido succinico partem de parafina, anidrido maleico, acetileno e
acido acrilico, os quais tem custos elevados e, consequentemente, limitam seu uso
como intermediario industrial. Entre as rotas petroquimicas para producao de acido
succinico se encontram: oxidacao catalitica de parafina, hidrogenacéo catalitica de
anidrido maleico seguida de hidratacao; sintese eletroquimica a partir de anidrido
maleico; adi¢do catalitica de acetileno-acido acrilico e producéao catalitica a partir de
acetileno, monoxido de carbono e agua. Estes processos petroquimicos se deparam
com diversos problemas tais como baixos valores de rendimento e pureza,
catalisadores onerosos, altas temperaturas e pressées, consumo de altas
quantidades de energia e problemas de poluicdo ambiental (CAO et al., 2013;
SAXENA et al., 2017; MAZIERE et al., 2017).

Somado aos problemas dos processos tradicionais, a reducao global das
fontes de combustiveis fosseis e variagdes no preco do petrdleo tém direcionado a
procura de processos de producdo alternativos. Neste cenario, despontam os
processos biotecnolégicos envolvendo micro-organismos naturalmente produtores
ou modificados geneticamente (SONG e LEE, 2006; BEAUPREZ et al., 2010; AHN
et al., 2016; SAXENA et al., 2017), onde o acido succinico por ser produzido (i) no
ciclo de Krebs ou ciclo do acido citrico TCA em condicbes aerdbias , (ii) no cliclo do
glioxilato em condicdes aerdbicas a partir de acetato, e (iii) no cliclo redutivo do TCA
em condi¢des anaerdbicas. Contudo, durante os cliclos de Krebs e glioxilato, &cido

succinico ndo é acumulado nas células, sendo convertido em outro composto. J& em
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condigbes anaerdbicas, o acido succinico pode ser o produto principal da
fermentacao via redutiva (JANSEN e GULIK, 2014; SAXENA et al.,2017; JIANG et
al., 2017).

Se por um lado os processos fermentativos frequentemente sdo considerados
mais “amigaveis” a0 meio ambiente e despendem menor gasto energético em
comparacao aos processos quimicos, por outro lado, a produgédo de acido succinico
ainda é uma rota biotecnoldgica emergente, onde a dependéncia de CO. para
direcionamento da rota metabdlica pode contribuir com a reducdo das emissdes
deste gas (AMPELLI et al., 2015).

Diversas empresas e instituicoes de pesquisa vém trabalhando na rota
tradicional de producdo de &cido succinico a partir de glicose usando micro-
organismos naturais e modificados, com altos rendimentos. Porém, os custos de
producéo pela via microbiolégica a partir deste substrato puro ndo sdo competitivos
em relacdo a sua producdo pela industria petroquimica. Neste contexto, faz-se
necessario o desenvolvimento de pesquisas que permitam a producado a partir de
recursos renovaveis e, principalmente, de residuos industriais, usando o minimo de
nutrientes possiveis, sem prejudicar o desempenho do micro-organismo a0 mesmo
tempo que permita bons rendimentos para compensar os custos de recuperacao e
purificacdo, conferindo ao bioprocesso um diferencial competitivo (BEAUPREZ et al.,
2010; CAO et al., 2013; JANSEN e GULIK, 2014).

3.5.1. Mercado do acido succinico

A producdo mundial de acido succinico tem tido um crescimento anual em
torno de 10% desde 1999, quando foram produzidas 15.000 toneladas desta
substancia, basicamente a partir de rotas petroquimicas. Em 2011, a producao de
acido succinico foi de 40.000 toneladas, das quais aproximadamente 97% foi de
origem petroquimica (WEASTRA, 2013). Para o ano 2025, foi estimado um mercado
global de acido succinico de mais de 768 milhdes de toneladas, com uma taxa de
crescimento anual de 27.4% (CHOI et al, 2015; NGHIEM et al, 2017). O
crescimento na producdo vem sendo estimulado pela producdo de polimeros,
obtencdo de BDO e nos ultimos anos pelo desenvolvimento biotecnol6gico. Neste
sentido, espera-se que o mercado da producao biotecnolégica de acido succinico
alcance 710.0 kilo toneladas (KT) para 2020 com uma taxa de crescimento anual de
45.6% durante 2013-2020 (SAXENA et al., 2017)
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Os dados mais recentes encontrados informam precos do acido succinico de
origem petrogquimica entre US$ 2.400 - 2.600 por tonelada, enquanto o preco do
obtido a partir de bioprocessos oscila entre US$ 2.860 - 3.000 por tonelada,
dependendo do tipo e caracteristicas do processo, além da qualidade e grau de
pureza. O mercado global em 2011 foi de US$ 63,2 milhdes (WEASTRA, 2013),
atingindo US$ 400,0 milhdes em 2014. Para o ano de 2020, se tem como
expectativa alcangar US$ 1 bilhdo, com uma taxa de crescimento anual em torno de
20% de 2015 a 2020 (MRS, 2015).

Estados Unidos e paises da Europa dominam a demanda do mercado global
de &cido succinico, embora haja previsdes de que paises como China e india
incrementem seus mercados. Em 2010 o consumo por regides foi de 35% para
Europa, seguida de América com 31% e Asia com 28%. As empresas maiores
produtores de acido succinico pela rota petroquimica sao DSM, Gadiv Petrochemical
Industries, Mitsubishi Chemical, Kawasaki Kasel Chemical, Nippon Shokubai, Anging
Hexing Chemical, Lixing Chemical and Anhui Sunsing Chemicals. A partir do ano
2008, surgiram empresas direcionadas a producao biotecnolégica de acido succinico

em escalas piloto e industrial, entre as quais se destacam:

e BioAmber (Franga), criada em 2008 como joint venture entre U.S. Company
DNP Green Technology e French Company Agro-Industries Recherches et
Developpements (ARD), foi a primeira empresa dedicada a produgéo
biotecnoldgica de acido succinico. O acido € produzido a partir de glicose ou
sacarose, usando uma espécie modificada geneticamente de E. coli e mais
recentemente por leveduras modificadas de Candida krusei e Pichia
kudriavzevii (JANSEN e GULIK, 2014; AHN et al., 2016; NGHIEM et al.,
2017). A empresa conta com uma planta com capacidade de producédo de
3.000 toneladas/ano desde 2010, localizada em Pomacle, Franca
(WEASTRA, 2013). Em outubro de 2015, junto com a joint venture Mitsui&Co
iniciou produgdo numa nova planta localizada em Sarnia, Canada, com
capacidade de 30.000 toneladas/ano. Como proposta tem junto com
Cheildedang JCJ uma nova planta de producao na China, com capacidade
inicial de 38.000 toneladas (BIOAMBER, 2017; JIANG et al., 2017; NGHIEM
et al., 2017). Outros projetos, ainda em parceria com Mitsui&Co contemplam a

construcao de duas plantas com capacidade anual de 65.000 toneladas, uma
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na Tailandia e outra possivelmente nos Estados Unidos ou Brasil (WEASTRA,
2013).

Myriant (EUA), criada em junho de 2004, utiliza matéria primas renovaveis
para a producdo de diversos acidos organicos. Foi a primeira empresa
dedicada a producao biotecnoldgica de acido succinico nos Estados Unidos
com uma planta localizada em Lake Providence, Louisiana, com capacidade
de producdo de 13.600 toneladas e inicio de atividades em 2013, com
capacidade expansivel de 63.500 toneladas (MYRIANT, 2013; JIANG et al.,
2017). A produgéao de acido succinico se da pela fermentacdo de agulcares
extraidos de materiais lignocelulosicos de milho e sorgo por uma cepa
modificada de E. coli (JANSEN e GULIK, 2014; NGHIEM et al., 2017). Em
parceria com Uhde, uma segunda planta estda em inicio de producdo em
Leuna (Alemanha), visando alcancar uma capacidade de 500 MT. Tabém a
empresa espera consolidar uma planta em Nanjing (China) em parceria com
China National BlueStar (WEASTRA, 2013; NGHIEM et al., 2017).

Succinity GmbH (Alemanha-Holanda-Espanha), joint venture entre BASF e
Corbion, foi criada em 2009 e registrada formalmente em 2013 para producao
biotecnoldgica de &cido succinico. Desde 2014, vem operando em Montmélo,
Espanha, com capacidade anual de 10.000 toneladas (BASF, 2019), e
previsdo de futuramente atingir a monta de 50.000 toneladas (WEASTRA,
2013; JIANG et al.,, 2017). Atualmente, o processo fermentativo emprega
cepas modificadas de Basfia succiniciproducens e substratos renovaveis
como glicose, sacarose e glicerol, e no futuro se tem projetadas a produgao
de segunda geracao (SUCCINITY, 2019).

Reverdia (ltalia), uma joint venture criada por Royal DSM N.V e Roquette
Fréres e registrada formalmente em 2010 quando entrou em operacao, possui
uma planta demonstrativa de 300 toneladas em Lestrem, Franga. Em 2012,
teve inicio a operacdo de uma planta comercial em Cassano Spinola, Italia,
com capacidade de 10.000 toneladas, pela fermentacao de amido hidrolisado
por cepa modificada de S. cerevisiae (JANSEN e GULIK, 2014; JIANG et al.,
2017).
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Outras empresas com projetos de producgdo biotecnolégica de acido succinico

e Ajinomoto (Japdo) em parceria com Mitsubishi Chemical, que pretendem
construir uma planta piloto para producdo a partir de glicose usando uma
cepa modificada de Corynebacterium ou B. flavum (INGRAM, 2012).

e MBEL (Korea) em associacdo com KAIST estdo desenvolvendo um projeto
usando Mannheimia succiniproducens (AHN et al., 2016)

3.6. PROCESSO FERMENTATIVO PARA PRODUGAO DE ACIDO SUCCINICO A
PARTIR DE GLICEROL

3.6.1. Micro-organismos produtores

Diferentes micro-organismos apresentam capacidade de produzir &cido
succinico a partir de diversas fontes de carbono, entre eles: os fungos filamentosos
Aspergillus niger, A. fumigatus, Penicillum viniferum, Penicillum simplicissimum,
Fusarium sp, Byssochlamys nivea, Paecilomyces variouti e Lentinus degener, as
leveduras: Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii,
Yarrowia lipolytica, e as bactérias: Anaerobiospirillum  succiniproducens,
Actinobacillus succinogenes, Mannheimia succiniciproducens, Basfia
succiniciproducens, Bacillus fragilis, Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum,
Bacteriodes fragilis, Enterococcus faecalis (BEAUPREZ et al., 2010; CAO et al.,
2013; AHN et al., 2016).

Dentre os micro-organismos naturalmente produtores, as bactérias isoladas do
rumem bovino apresentam a maiores produgdes de &cido succinico, quando o CO, é
usado como regulador da rota metabdlica (SONG e LEE, 2006). Para aumentar a
producgéo de acido succinico, alguns projetos de pesquisa e empresas fazem uso de
micro-organismos modificados geneticamente de cepas como E. coli, S. cerevisiae,
B. succiniciproducens, M. succiniciproducens, A. succinogenes, P. kudriavzevii, Y.
lipolytica, C. glutamicum e C. krusei (BEAUPREZ et al., 2010; CAO et al., 2013; AHN
etal., 2016; SAXENA et al., 2017).

Particularmente para producdo de acido succinico a partir de glicerol,
destacam-se quatro espécies bacterianas Gram negativas: Anaerobiospirillum
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succiniproducen, Actinobacillus succinogenes; Mannheimia succiniciproducens e
Basfia succiniciproducens, que em comum sao quimiorganotroficas, capnofilicas
(apresentam crescimento em ambientes com altas concentracbes de CO,) e
mesofilicas. A atividade metabdlica destes micro-organismos resulta na cogeracao
de acido succinico, etanol, &cido lactico, acido acético, acido féormico, entre outros, o
que denota sua caracteristica heterofermentativa (SONG e LEE, 2006; JANSEN e
GULIK, 2014; NGHIEM et al., 2017).

A bactéria Anaerobiospirillum succiniproducens, pertencente a familia
Succinivibrionaceae, é anaerdbica estrita, pleomdrfica, moével e, em alguns casos
considerada patogénica oportunista. E um micro-organismo auxotréfico para
aminoacidos e vitaminas, requerendo fontes complexas, como extrato de carne e
peptona, para crescimento. A producdo de acido succinico é realizada através do
mecanismo de carboxilagdo do fosfoenol piruvato (PEP), com geracdo dos acidos
succinico e acético, como produtos principais, e dos subprodutos etanol e &cido
latico. Pode utilizar fontes de carbono como glicose, sacarose, maltose, lactose,
frutose e glicerol. Segundo a literatura, o uso de glicerol resulta em aumento do
rendimento da producéo de &cido succinico e redugado da produgédo de subprodutos
como 4cido acético (LEE et al., 2001; SONG e LEE, 2006; BEAUPREZ et al., 2010).

A espécie bacteriana Mannheimia succiniciproducens, membro da familia
Pasteurellaceae, é anaerébia facultativa, ndo mével e ndo formadora de esporos. E
auxotrofica para varios aminoacidos e vitaminas. Seu metabolismo promove uma
eficiente fixagdo de CO,, tendo o fumarato como aceptor final de elétrons. Além da
glicose, pode fermentar frutose, sacarose, maltose, lactose, manitol, xilose e glicerol,
sendo o acido succinico o principal produto da fermentagao, embora haja cogeracao
de etanol e dos acidos acético, formico e latico (SONG e LEE, 2006; AHN et al.,
2016).

A espécie Basfia succiniciproducens pertencente a familia Pasteurellaceae, é
anaerdbia facultativa, nao patogénica, ndo movel, oxidase positiva e catalase,
uréase e a-glucosidase negativas. Esta bactéria apresenta genoma com 95% de
similaridade a Mannheimia succiniciproducens. Pode utilizar diversas fontes de
carbono, como glicose, galactose, maltose, frutose, manitol, manose, sacarose,
xilose, e glicerol. Além do acido succinico, gera como principais subprodutos os
acidos piravico, acético e férmico e em pequenas quantidades acido latico e etanol
(KUHNERT et al, 2010; AHN et al., 2016).
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A bactéria Actinobacillus succinogenes, membro da familia Pasteurellaceae, é
anaerdbia facultativa, pleomérfica, ndo mével, ndo formadora de esporos, catalase,
oxidase e B-galactosidade positivas e redutora de nitrato. O metabolismo desta
espécie nao depende de fatores de crescimento, podendo fermentar uma ampla
variedade de substratos, como glicose, arabinose, celobiose, frutose, galactose,
lactose, maltose, manitol, manose, sorbitol, sacarose, xilose e glicerol. A producéo
de acido succinico se da via descarboxilagdo do fosfoenol piruvato (PEP), incluindo
como subprodutos os acidos acético, férmico, propidnico, pirtvico, latico e o etanol.
(GUETTLER et al., 1999; SONG e LEE, 2006; AHN et al., 2016).

De forma geral, entre as vantagens destes micro-organismos, tém-se: sao
potencialmente produtores de acido succinico a partir de glicerol; geram acido
succinico como produto principal por fermentagdao anaerdbia simples; sao eficientes
fixadores de CO,, 0 que aumenta o rendimento da producao de acido succinico com
reducdo de outros subprodutos; sdo osmofilicos, com boa tolerdncia a elevadas
concentracdes de substrato; e, ainda, possuem tolerancia ao sal succinato, o que é
crucial para a recuperacdao do produto. Em contrapartida, sdo micro-organismos
auxotroficos e sensiveis ao pH (AHN et al., 2016).

3.6.2. Metabolismo para producao do acido succinico a partir de glicerol

Um esquema simplificado da rota metabdlica para a producdo de &acido
succinico a partir do glicerol para as bactérias Actinobacillus succinogenes e Basfia
succiniciproducens € apresentado na Figura 3.6. A metabolizagdo do glicerol pelo
micro-organismo depende inicialmente do seu transporte através da membrana
celular. No caso de células procariotas, o glicerol atravessa a membrana por difusdo
facilitada, mediada por proteinas transportadoras, chamadas permeases, que se
localizam de forma aleatéria na camada fosfolipidica. Esta proteina tipo poro canal
especifica para assimilagdo de glicerol (GlpF) atua por sensibilidade mecéanica sem
gasto energético (RIVALDI et al., 2007; SCHINDLER et al., 2014).
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Intermediarios

DHA: dihidroxiacetona; DHAP: dihidroxiacetona fosfato; G3P: glicerol 3-fosfato; GA3P:glicerinaldeido 3-fosfato; 1,3DPG: 1,3-bifosfoglicerato;
3PG: 3-fosfoglicerato; 2PG: 2-fosfoglicerato; PEP: fosfoenol piruvato; OAA: oxaloacetato; MAL: malato; FUM: fumarato; AcCoA: acetil
coenzima A; Ald: acetaldeido; AcP: acetil fosfato

Enzimas

E1: glicerol desidrogenase (Gidh); E2: dihidroxiacetona quinase (Dhak); E3: glicerol quinase (Gk), E4: glicerol 3-fosfato desidrogenase
(G3pdh); ES: triase fosfato somerase (tpi); E6: glicerinaldeido 3-fosfato desidrogenase (gapA); E7:fosfoglicerato quinase (pgk);
E8:fosfoglicerato mutase (gpm); ES: enolase (eno); E10:PEP carboxilase (ppc); E11: PEP carboxiquinase (pck); E12: malato desidrogenase
(mdh); E13: fumarase (fum); E14: fumarato reductase (frd); E15: piruvato quinase (pyk), E16: PEP sintase (pps); E17:oxaloacetato
descarboxilase; E18: piruvato carboxilase; E19: malica (mae); E20: citrato sintase (cs); E21:lactato desidrogenase (idh); PFL: complexo
piruvato formiato liase; E22:formiato desidrogenase (fdh); PDH: complexo piruvato desidrogenase; E23: acetaldeido desidrogenase; E24:
alcool desidrogenase; E25: acetil fosfotransferase; E26: acetato quinase; E27: piruvato oxidas

Gly: glicerol; GIpF: faciltador de glicerol; NAD*: dinucleotideo de nicotinamida e adenina (forma oxidada); NADP-: dinucleotideo de adenina e
nicotinamida fosfato (forma axidada); NADH: dinucleotideo de nicotinamida e adenina (forma reduzida); NADPH: dinucleotideo de adenina e
nicotinamida fosfato (forma reduzida); FAD": dinucleotideo de flavina e adenina (forma oxidada); FADH: dinucleotideo de flavina e adenina
(forma reduzida); CoA: coenzima A; P. fosfato

Figura 3.6. Rota metabdlica simplificada para produgéo de acido succinico a partir de glicerol por
bactéria produtoras naturais
Adaptado de Beauprez et al., 2014; McKinlay et al, 2010; Becker et al, 2013 Schindler et al, 2014;
Pateraki et al, 2016; Maziére et al., 2017.
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Como ilustrado na Figura 3.6, o passo seguinte é a formagdo do metabdlito
intermediario dihidroxiacetona fosfato (DHAP), o que pode se dar por dois caminhos:
(i) oxidacao do glicerol pela enzima glicerol desidrogenase (NAD* dependente), com
formacgao de dihidroxiacetona (DHA) que, a seguir, sofre fosforilacado catalisada pela
enzima glicolitica dihidroxiacetona quinase (fosfoenol piruvato dependente); ou (ii)
fosforilacdo do glicerol pela agdo da enzima glicerol quinase com formacgédo de
glicerol 3-fosfato (G3P), que posteriormente é oxidado a DHAP pela enzima glicerol
3-fosfato desidrogenase, com geracao de um equivalente redox, devido a reducao
de um mol de FAD.

A DHAP, dependendo do micro-organismo e condicbes operacionais
(temperatura e pH), pode seguir para a sintese de energia pela formacédo de
fosfoenol piruvato (PEP) e/ou para sintese de material celular (RIVALDI et al., 2007;
DA SILVA et al., 2009; SCHINDLER et al., 2014). Ja a formagao do intermediario
fosfoenol piruvato (PEP) se da mediante de uma série de etapas enzimaticas que
incluem a producao de gliceraldeido 3-fosfato (GA3P), 1,3-bifosfoglicerato (1,3DPG),
3-fosfoglicerato (3PG) e 2-fosfoglicerato (2PG), com acao das enzimas triase fosfato
isomerase, glicerinaldeido 3-fosfato desidrogenase, fosfoglicerato quinase,
fosfoglicerato mutase e enolase, respectivamente (ZHANG et al., 2009; MCKINLAY
et al., 2010; BECKER et al., 2013). O PEP pode ser convertido em produtos de
fermentacao por dois desvios metabdlicos, que compreendem metabdlitos com trés
atomos de carbono (desvio C3) ou quatro atomos de carbono (desvio C4).

No desvio C4, o PEP é carboxilado na presenca de CO. pela acdo das
enzimas PEP carboxilase e/ou PEP carboxiquinase, com formacdo de oxaloacetato
(OAA), sendo o passo chave para a producad de acido succinico. Como ilustrado na
Figura 3.6, a acdo das enzimas PEP carboxilantes resulta na fosforilacdo de ADP,
com formacao de ATP (MCKINLAY et al, 2010; PATERAKI et al., 2016; AHN et al.,
2016).

Posteriormente, ocorre a reducao de OAA a malato (MAL) pela enzima malato
desidrogenase, com reoxidacdo de NADH. Porém, é possivel haver conversao do
OAA em citrato, reacao catalisada pela enzima citrato sintase (BEAUPREZ et al.,
2010; MCKINLAY et al., 2010; BECKER et al., 2013). Seguindo a rota C4, tem-se a
desidrogenacado do malato pela enzima fumarase, com geracédo do fumarato (FUM).
Finalmente, o FUM ¢é reduzido a succinato pela enzima fumarato redutase NADH
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dependente, com geracao de 2/3 de ATP (BEAUPREZ et al., 2010; PATERAKY et
al., 2016).

Pela rota C3, o PEP é convertido a piruvato pela acado das enzimas piruvato
quinase e PEP sintase, produzindo uma molécula de ATP (BEAUPREZ et al., 2010).
A partir do piruvato e dependendo das condigdes de fermentagdo a oxidagcdo do
piruvato pode levar a producao de diferentes subprodutos, como lactato, formiato,
citrato, acetato, etanol e biomassa, conforme ilustrado na Figura 3.6. Também, a
partir do piruvato e na presengca de CO., é possivel acontecer duas reacdes
reversiveis: (i) formacdo de OAA mediada pelas enzimas oxaloacetato
descarboxilase e piruvato carboxilase; ou (ii) formacao de (MAL) pela acédo da
enzima malica. A conexao entre as rotas C3 e C4 é influenciada pela concentracao
de CO, e H,, embora ainda nao tenha sido bem elucidado (MCKINLAY et al., 2010;
CAO et al., 2013; BECKER et al., 2013; PATERAKI et al., 2016).

A formacao de lactato € mediada pela enzima lactato desidrogenase, 0 que
resulta na reoxidacdo do NADH (BEAUPREZ et al., 2010). A sintese de formiato a
partir do piruvato é catalisada pelo complexo enzimatico piruvato formiato liase (PFL)
na presenca da coenzima CoA e, posteriormente, o formiato é oxidado pela acdo da
enzima formiato desidrogenase em CO, e H*. Como apresentado na Figura 3.6,
ocorre formacdo de quantidades equimolares de formiato e acetil CoA (AcCoA).
Porém, o AcCoA também pode ser formado pela agcdo do complexo enzimatico
piruvato desidrogenase (PDH) com liberacdo de CO, e redugcdo do NAD. O acetil
CoA é precursor de moléculas estruturais e finalmente de biomassa. (MCKINLAY et
al.,, 2010; BECKER et al., 2013; PATERAKI et al., 2016). Continuando a rota C3, o
AcCoA pode levar a formagdo de subprodutos como etanol, acetato e citrato. A
oxidagao do AcCoA para formagao de etanol tem como intermediario o acetaldeido
através da acdo da enzima acetaldeido desidrogenase, e em seguida, da etanol
desidrogenase. A sintese de etanol permite a reoxidacao do NAD e regeneracao da
coenzima CoA.

A formagado de acetato é primeiramente mediada pela agdo da enzima acetil
fosfotransferase que gera o intermediario acetil fosfato (AcP). A seguir, o AcP é
convertido a acetato pela enzima acetato quinase, com geracdo de uma molécula de
ATP (CAO et al., 2013; PATERAKI et al., 2016). Alguns micro-organismos também
podem produzir acetato a partir do piruvato, desde que sejam capazes de expressar
a enzima piruvato oxidase, como é o caso da bactéria M. succiniciproducens. No
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caso do micro-organismo expressar a enzima citrato sintase, € possivel haver a
producéo de citrato a partir do ACCoA; a literatura indica a presenca desta enzima
em B. succiniciproducens e M. succiniciproducens (BEAUPREZ et al, 2010;
BECKER et al., 2013).

Teoricamente, um mol de succinato pode ser produzido a partir de um mol de
glicerol e um mol de CO,, de acordo com do desvio C4 da rota metabdlica
apresentada. Porém, este rendimento teérico ndo pode ser alcancado, uma vez que
parte do substrato é desviado para formacdo de biomassa e subprodutos, com
geracao de NAD(P)H e ATP. Segundo Song e Lee (2006), para favorecimento da
producédo de succinato, é indicada elevada disponibilidade de doador de prétons e
uma atmosfera rica em CO,, de modo diminuir a producao de etanol e formiato. Isto
se deve a inibicdo do complexo enzimatico piruvato formiato liase, o que resultara na
reducdo da producdo de formiato e AcCoA, e consequentemente dos outros
subprodutos formados pela rota C3 (PATERAKI et al., 2016).

Os maiores rendimentos energéticos ocorrem no desvio C3, com formacao de
acetato, e no desvio C4, com formacdo de succinato pela enzima fumarato
reductase, onde o fumarato cumpre a funcdo de aceptor final de elétrons
(MCKINLAY et al., 2008; AHN et al., 2016).

Os cofatores NADH e NAD® tém um papel fundamental no crescimento
microbiano, uma vez que enzimas desidrogenases envolvidas nas reacdes
catabdlicas sdao dependentes de NAD; portanto, ha necessidade do NADH ser
oxidado a NAD". A relacido NADH/NAD™ é influenciada pelo tipo de fonte de carbono,
de modo que mais equivalentes redutores sdo produzidos durante a formacédo de
NADH a partir de substratos com maior poder redutor comparado a glicose. Por
exemplo, a substituicdo de glicose por glicerol aumenta a disponibilidade intracelular
de NADH, resultando num ambiente mais reduzido (CLOMBURG e GONZALEZ,
2013; SCHINDLER et al., 2014). Neste caso, as células utilizam o NADH extra para
reduzir metabdlitos intermediarios, levando a formacao de diferentes subprodutos de
fermentacao para alcancgar o equilibrio redox. Em suma, substratos mais redutores
como o glicerol poderiam aumentam a produgcdo de acido succinico, que requer
NADH na sintese de MAL. No entanto, o NADH também participa da sintese de
etanol pela rota C3, cuja cogeracao evidenciada para diferentes espécies produtoras
de 4cido succinico pode reduzir o rendimento deste bioproduto (LI et al., 2010).
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O crescimento da bactéria produtora de &cido succinico a partir de glicerol
depende do reciclo do FADH produzido pela enzima glicerol 3-fosfato desidrogenase
durante a formagdo de DHAP como se apresenta na Figura 3.6. Para regeneracao
do FAD é necessario um aceptor final de elétrons, que pode ser organico como um
componente do meio de cultura (p. ex., extrato de levedura, polipeptona), um
metabdlito intermediario, como fumarato, ou uma fonte inorganica, como nitrato,
dimetilsulféxido (DMSO) ou oxido de trimetilamina (TMAQO). Também, condicdes
micro aerébicas podem cumprir esta funcdo (SCHINDLER et al. 2014).

Nao foram encontradas na literatura abordagens robustas relacionadas com a
otimizacdo do meio de producédo para a proveitamento de glicerina bruta. Destaca-se
que a presenca de diferentes impurezas na glicerina pode ter efeito benéfico ou
prejudicial na atividade metabdlica das bactérias potencialmente produtoras de acido
succinico. No entanto, a maior parte dos trabalhos ja realizados contemplam apenas
o emprego de glicerol P.A como unica fonte de carbono na formulagdo de meios de
cultura de composicdo quimica complexa. Porém, sabe-se que para que um
bioprocesso seja rentavel e consequentemente possivel de ser implementado
industrialmente, € necessario o emprego de meios de baixo custo, entre outros
fatores.

De forma geral, a literatura indica que, para bactérias membro da familia
Pasteurellaceae, foram identificados 2115 genes, dos quais 1768 possuem uma
funcao predita e somente 404 genes foram mapeados, o que significa que muitos
estudos ainda precisam ser realizados para a compreensao integral da bioquimica

destes micro-organismos.

3.6.3. Desenvolvimento de pesquisas para producao de acido succinico a
partir de glicerol

Os primeiros estudos localizados na literatura para producao de &cido
succinico em escala laboratorial foram realizados com meio contento glicose como
Unica fonte de carbono, como usualmente praticado para a maioria dos
bioprocessos. Seguiram-se publicacées com outras fontes de carbono, em particular,
mais recentemente com glicerol.

Varios estudos reportados na literatura indicam o potencial para produgédo de
acido succinico a partir de glicerol, embora a quase totalidade deles refira-se ao uso

de glicerol puro, o qual apresenta um alto valor comercial, limitando seu uso como
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substrato em processos fermentativos a nivel industrial. O panorama da producéao de
biodiesel e 0 aumento da glicerina co-gerada neste processo, como ja enfatizado
anteriormente, tornam a glicerina bruta uma fonte de substrato altamente promissora
para producéo de acido succinico a nivel industrial, ndo sé pela importancia deste
produto no cenario mundial, mas também quanto pela destinacdo do excesso de
glicerina e do ganho de créditos pelo sequestro do carbono, devido a acédo do CO,
no direcionamento da rota metabdlica.

No Quadro 3.5 foram compilados alguns resultados de producdo de &cido
succinico de trabalhos empregando glicerol P.A ou glicerina como fonte de carbono.
Nota-se o inicio das publicagdes apresentadas em 2001 com o uso da bactéria
Anaerobiospirillum succiniciproducens, com producao de 4,9 g/L de acido succinico
a partir de glicerol P.A por em batelada simples. Nos ultimos 10 anos, se tem a maior
concentracdo de publicacdes, onde é possivel obter aumentos consideraveis na
producdo empregando cepas modificada

Por outra parte, a andlise do Quadro 3.5 demostra ainda ser a produgéao de
acido succinico bastante diferenciada, dependendo do micro-organismo, da pureza
do glicerol, da presenca de co-substrato, do uso de aceptores de elétrons e da
estratégia de condugdo do processo. Também cabe destacar que nos trabalhos
referenciados no Quadro 3.5, os autores usaram meios de composigado complexa,

incluindo diversas sais, vitaminas e aminoacidos.
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Quadro 3.5. Producao de acido succinico em processos fermentativos usando glicerol como fonte de carbono

Micro-organismo Fonte de carbono Tipo de fermentacao A.S (g/L) Y (9/9) Q (g/L.h) Referencia
Escherichia coli
MG1655 Glicerol Biorreator BS 0,30 0,04 0,003 Murarka et al (2008)
BW25113 Glicerol Biorreator BS 1,08 0,06 0,018 Durnin et al (2008)
MG 1655 pZs-pyc Glicerol Frascos agitados 14,00 0,69 0,194 Blankschien et al (2010)
XZ647 Glicerol Frascos agitados 12,05 1,02 0,084 Zhang et al (2010)
KJ122 Glicerol Biorreator BS 88,00 0,85 0,730 Grabar et al (2012)
BMS2 Glicerol Frascos agitados 1,39 0,13 0,014 Mienda et al (2016)
MLB Glicerol Biorreator BS 42,00 1,28 0,373 Li et al (2016)
Glicerol 30,76 N.R 0,470
ATCC8739 Glicerina refinada Frascos agitados 23,31 N.R 0,330 Sadhukhan et al (2016)
Glicerina bruta 1,30 N.R 0,019
Anaerobiospirillum succiniciproducens
. Biorreator BS 4,90 1,32 0,140
ATCC29305 Glicerol Biorreator BA 19.00 158 0.150 Lee et al (2001)
ATCC29305 Glicerol Biorreator Continuo D=0,032h" 16,10 1,42 2,180 Lee et al (2010)
DSMZ Glicose-glicerol Biorreator BA 25,70 1,40 0,360 Bretz (2015)
Acinobacillus succinogenes
ATCC55618 Glicerol Biorreator BS 15,00 0,75 0,210 Vlysidis et al (2009)
ATCC55618 (adaptada) Glicerol Biorreator BS 29,30 0,80 0,270 Vlysidis et al (2011)
Glicerol . 1,51 NR NR
DSMz 22257 Glicerina Frascos agitados 1,36 NR 0.028 Barros et al (2013)
Glicerol Frascos 0,36 0,09 0,015
ATCCS5618 Glicero+1.6% MDSO Frascos 4,63 0.67 0.215 Carvalho et al (2014)
ATCC55618 Glicerol Frascos agitados 7,90 0,86 0,087 Schindler et al (2014)
Basfia succiniciproducens
Glicerol . 6,20 1,10 0,700
DD1 Glicerina Frascos agitados 1 7.40 110 0.800 Scholten et al (2008)
Glicerina Biorreator Continuo D=0,008h 3,62 0,71 0,029
DD1 Glicerina Biorreator Continuo D=0,018h" 5,21 1,02 0,094 Scholten &t al (2009)
Mannheimia succiniciproducens
Glicerol Biorreator BS 5,02 1,13 0,130 .
PALK Glicose-Glicerol Biorreator BA 90,28 NR 3,470 Choi et al (2016)
PALFK . . 78,40 NR 6,020
PALKG Sacarose-Glicerol Biorreator BA 66.00 NR 3,340 Lee et al (2016)
Yarrowia lipolytica
Y-3314 Glicerol Frascos agitados 45,50 0,30 0,270 Yuzbashev et al (2010)
PGC1003 Glicerol Biorreator BS 51,90 0,42 1,460 Li et al (2017)

BS: Batelada simples; BA: Batelada alimentada; D: Taxa de diluigdo; DMSO: Dimetilsulfoxido.

A.S: Acido succinico; Y:rendimento; Q: produtividade volumétrica.

NR: N&o reportada.
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Em geral, a produgao de acido succinico por via microbiana a partir de glicerol
tem usado cepas naturais ou recombinantes, de bactérias ou levedura. Entre os
micro-organismos naturais se tem as bactérias Anaerobiospirillum succiniproducens,
Actinobacillus  succinogenes,  Basfia  succiniciproducens e  Mannheimia
succiniciproducens. Para o0s micro-organismo recombinantes, se tem cepas
modificadas das bactérias antes mencionadas, além de cepas modificadas da
bactéria E. coli e da levedura Y. lipolytica. Destaca-se que a maioria dos trabalhos
se concentram nas cepas modificadas e majoritariamente E. coli, a qual
naturalmente ndo produz acido succinico.

O uso de micro-organismos modificados tem elevado potencial econémico,
porém apresenta diferentes restricbes, incluido normas e regulagdes de
biosseguranca aos produtos biotecnoldgicos e servicos da engenharia genética
(MMA, 2017). Os modelos regulatérios se baseiam no controle da tecnologia da
producdo que usa o micro-organismo modificado e na avaliacdo do produto final,
avaliando seus possiveis impactos sobre a saude humana, biodiversidade e
sustentabilidade ambiental (XAVIER et al, 2009).

No Brasil, a lei 11.105 de marco de 2005 regulamenta o uso de técnicas de
bioengenharia e a liberagcdo de micro-organismos geneticamente modificados
(MGM). A Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), ligada ao
Ministério da Ciéncia e Tecnologia, presta apoio técnico consultivo e de
assessoramento ao Governo Federal na formulagao, atualizacdo e implementacao
da Politica Nacional de Biosseguranca baseada no Principio da Precaucéo,
estabelecendo normas técnicas e pareceres técnicos conclusivos referentes a
protecdo da saude humana, dos organismos vivos e do meio ambiente, para
atividades que envolvam a construcdo, experimentacdo, cultivo, manipulacao,
transporte, comercializacdo, consumo, armazenamento, liberacdo e descarte de
MGM e derivados (XAVIER et al, 2009; BRASIL 2018).

O uso a nivel industrial de MGM requer o cumprimento de normas de
biosseguranga, licenciamento ambiental, mecanismos e instrumentos de
monitoramento e rastreabilidade, com estudos de estabilidade genética que inclui
rearranjos genéticos e fluxo génico, além de estudos de impacto socioeconémico e
ambiental (BRASIL 2018). Todo o mencionado anteriormente requer altos

investimentos econémicos, com tecnologias que oferecam barreiras de contencao e
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longos tempos de execucdo. Adicionalmente, estes micro-organismos geralmente
apresentam baixa estabilidade genética durante sua preservacédo. Desta forma, o
presente trabalho propde o uso de micro-organismos naturalmente produtores.

De forma geral, os trabalhos reportados para a producao do acido succinico a
partir de glicerol utilizam quantidades significativas de vitaminas e aminoacidos ou
fontes complexas de nitrogénio. Além disso, elevados rendimentos foram
alcancados mediante a utilizacdo de meios de cultivo complexos sem otimizacao,
encarecendo o0 processo. Assim, a producdo biotecnolégica de &acido succinico
requer o uso de fontes de carbono alternativas, como glicerina bruta, e o
entendimento do efeito das impurezas nela presentes, para simplificacdo do meio e
producéo, permitindo um balanco entre as condicbes nutricionais requeridas pela

cultura microbiana e a economicidade do processo fermentativo.
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4, MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os materiais e métodos utilizados no
desenvolvimento das diferentes etapas experimentais que se encontram na figura
4.1. As atividades relacionadas ao manuseio de micro-organismos € ensaios de
fermentacdo foram realizadas no Laboratorio de Biocorrosdo, Biodeterioragéo e
Biossintese da UFRJ, enquanto a preparacdo e andalise de amostras foram

realizadas no Laboratorio de Biocatalise do INT.

Etapa1 Etapa2
4 A g " = " " ™\
Aquisigdo de cepas bacterianas. Verifioagdo c;a capa.cldafe‘fedr‘metntztngcc)l as cepas
Ativagdo e verificagao de caracteristicas morfologicas. Apli ,.COLn orr:e:;m;en_ o:’n :;L% e L. slise d
Conservagio alongo prazo. plicagdo da metodologia de para analise de
\_ ) ' \ amostras de fermentagao. )
( ) ( Adaptagio do sistema de injegdo de CO, para )
Ajuste e validagdo da metodologia de HPLC para ensaios em frascos agitados.
monitoramento do processo. Fermentagoes preliminares com fornecimento direto
\ ) L de CO.. )
Etapa4 Etapa3
4 ) )

Simplificacio d . ducio de acid (Avaliagﬁo conjunta do efeito das impurezas da
implificagao - do .me:;) pa:'_a pro ugao € amdo glicerina bruta e dos componentes do meio na
Succimco a parfy de ghceina brua, usando produgdo de acido succinico para as duas cepas

planejamentos experimentais sequencials. bacterianas, usando planejamentos Plackett-

- / \Bunnan de forma comparativa. )
e ) )

Cinética de produgio a partir do meio simplificado Analise estatistica para selegdo da cepa bacteriana
em frascos agitados. com melhor desempenho para produgao de acido
L ) L succinico a partir de glicerina bruta. )

Figura 4.1. Etapas experimentais para desenvolvimento do trabalho de pesquisa

Os reagentes quimicos utilizados neste trabalho foram fornecidos pela Sigma-
Aldrich. Os gases N, e CO, foram fornecidos pela empresa Tecgases Ltda/Grupo
Altatec. A glicerina bruta, residual da producéo de biodiesel, foi gentilmente cedida
pela Petrobras, sua caracterizacédo foi realizada nos laboratorios da Petrobras e do
Centro de Tecnologia Mineral (CETEM).
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41. AJUSTE E VALIDACAO DA METODOLOGIA PARA DETERMINACOES
ANALITICAS

A quantificacdo de substrato e produtos de fermentagdo foi realizada por
Cromatografia liquida de alta eficiencia (High  performance liquid
chromatography, HPLC). Todas as analises foram feitas no Laboratério de
Biocatélise (LABIC) do Instituto Nacional de Tecnologia (INT). Foi usado um
cromatdgrafo Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific) equipado com detector
ultravioleta (UV-visivel), detector de indice de refracao (RI) e coluna AMINEX HPX-
87H (Bio-rad).

Para definicdo das condicées cromatograficas foram avaliados os seguintes
parametros operacionais:

e Fase médvel: solucdo diluida de H.SO4, com concentracdes entre 3-5 mM

e Temperatura do forno: entre 50-65°C

e Fluxo: entre 0,4-0,7 mL/min

e Tipo de amostras: individuais de cada analito e amostras mistura de todos os

analitos.

Uma vez definidas as condi¢gdes de operacdo foi realizada a validacdo da
metodologia para garantir a qualidade dos resultados obtidos.

4.1.1. Validacao da metodologia de analise de HPLC

O processo de validacao consistiu em etapas de analise dentro de um Unico
laboratério para avaliacao experimental e estatisticamente de diferentes parametros
de desempenho, permitindo definir se a metodologia € adequada para uso proposto.
A metodologia de HPLC para deteccdo simultanea de glicerol, glicose, acidos
organicos e etanol foi validada considerando os seguintes parametros de
desempenho: seletividade, linearidade / faixa de trabalho, efeito matriz, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, recuperagcdo, repetibilidade e precisao
intermediaria, como sugerido por diretrizes internacionais e Brasileiras (FDA, 1996;
THOMPSON et al, 2002; ICH, 2005; INMETRO, 2016, ANVISA, 2017). Estes

parametros sao definidos como:
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Seletividade. E a capacidade do método de determinar a presenca e
quantidade dos analitos de interesse na amostra de forma inequivoca mesmo
na presenca de impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz.

Faixa de trabalho/Linearidade. E a faixa de concentracdo na qual os analitos

de interesse podem ser determinados com preciso e recuperagao aceitaveis.
Para nosso caso a faixa de trabalho correspondeu a uma faixa linear na qual
os resultados obtidos no sinal resposta sdo diretamente proporcionais a
concentragcédo dos analitos na amostra.

Limite de deteccdo (LD). E a menor quantidade do analito presente em uma

amostra que pode ser detectada, porém nao necessariamente quantificado,
sob as condi¢gdes experimentais estabelecidas.

Limite de quantificacdo (LQ). E a menor quantidade do analito presente numa

amostra que pode ser determinada com precisdo adequada, sob as
condi¢des experimentais estabelecidas.

Recuperacdo. E o grau de concordancia entre os valores medidos e os

tedricos. Consiste na comparacao de uma média de resultados com um valor
de referéncia, sendo expressa como porcentagem de recuperacao (R%).

Repetibilidade. Refere-se ao grau de concordancia entre os resultados de

medicOes repetidas de um mesmo analito em amostras similares, efetuadas
sob condicdes de repetibilidade.

Precisdo intermediaria. Refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma

amostra, tendo em conta as fontes de variacdo que podem ocorrer na rotina
do laboratério e que podem impactar no resultado de uma amostra, assim as
fontes de variacdo sdo relativas a execucao das andlises e nado ao
desenvolvimento do método, podendo ser considerados diferente analista e

diferente tempo o que inclui a estabilidade da amostra.

Para o processo de validacdo foram usadas solucdes individuais de cada

analito e duas solugdes mistura. Estas solugées continham todos analitos de

interesse (glicerol, glicose, etanol e os acidos succinico, citrico, piravico, latico,

férmico, acético e propidnico) na concentracao de 20,0 g/L para cada um deles. Uma

solucdo mistura foi preparada diluindo todos os analitos em agua ultrapura e outra
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num meio de fermentacao inicial, com composi¢cdo em g/L: 5,0 extrato de levedura,
10,0 KoHPO4, 5,0 NaH2PO4, 0,2 MgSO4, 1,0 NaCl, 0,2 MgCl,, 0,2 CaCl, e 10,0
NaHCOQOgs, a qual foi denominada matriz inicial. Antes de usar a matriz inicial o pH foi
ajustado para 7, e foi esterilizada em autoclave a 121 °C por 20 min. A solucéo de
acido sulfurico usada como fase mével foi preparada em agua ultrapura, filtrada
através de membrana Millipore de 0,45 um e desgaseficada por 15 minutos.

A selectividade foi avaliada comparando os tempos de retencéo de cada analito
em solugdo padrdo individual e na solugdo mistura contendo todos os analitos
preparada na matriz inicial. Adicionalmente, foi determinado o indice de seletividade
(ban / bint) para cada analito, onde by, € a inclinagdo da curva analitica preparada em
agua ultrapura e bjy; a inclinagdo da curva analitica preparada na matriz inicial
(THOMPSON et al., 2002).

Curvas analiticas foram preparadas na matriz agua ultrapura e na matriz inicial,
usando amostras de solucbes de mistura padrdo em 8 diferentes concentracdes
(0,1; 0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 7,0; 10,0 e 15,0 g/L) por triplicata para todos os analitos. Os
dados cromatograficos foram analisados para verificar a auséncia de valores
aberrantes para cada concentracao, aplicando o teste de Grubbs (GRUBBS, 1969).
A condicdo de homocedasticidade foi verificada para cada curva pelo teste de
Cochran (COCHRAN, 1941). Posteriormente, curvas analiticas para cada analito
foram estimadas por regressao linear, usando o0 método dos minimos quadrados. A
falta de ajuste das curvas foi verificada aplicando a analise de variancia (ANOVA)
(ICH, 2005; INMETRO, 2016). O efeito da matriz foi verificado para cada analito,
comparando as inclinagdes das curvas analiticas na matriz 4gua ultrapura e na
matriz inicial, usando o teste de hipétese (t-test) (THOMPSON et al., 2002; ANVISA,
2017).

Os limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ) para cada analito
foram estimados considerando a relagdo sinal/ruido. Ambos foram determinados
utilizando os parametros das curvas analiticas, sendo LD = 3,3 s/Se LQ = 10 s/S,
onde s é o desvio padrao do intercepto da linha de regressao e S € o intercepto da
curva analitica (ICH, 2005; INMETRO, 2016).

A recuperacao e repetibilidade foram avaliadas analisando amostras de
solugbes de mistura padrdo em trés concentracbes diferentes das usadas na
construgdo das curvas analiticas (0,7; 4,0 e 8,0 g/L). As amostras foram analisadas
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em triplicatas nas mesmas condicbes. A recuperacdo foi determinada como
porcentagem de recuperacdo (R%), comparando o resultado obtido com o valor
nominal, sendo R% = [(concentracdo medida /concentragdo nominal] x 100). A
repetibilidade foi expressa como coeficiente de variacdo (CV%), determinado por
CV% = [(desvio padrao / média) x 100] (ICH, 2005; ANVISA, 2017).

A precisao intermediaria foi avaliada estudando a estabilidade das amostras a
curto prazo (24 h em condi¢cées ambientais do laboratério), e estabilidade ap6s um
ciclo de congelamento e descongelamento (30 dias de congelamento), utilizando
amostras preparadas durante a avaliacdo da recuperagdo. Além disso, analises
independente foram realizadas por um segundo analista, incluindo todas as etapas
de preparacao da amostra, curvas analiticas e andlise estatistica para obter os
resultados. Para a precisao intermediaria, foram determinadas a recuperacéo e o
coeficiente de variagdo, os resultados obtidos foram comparados com os valores
recomendados por diretrizes nacionais e internacionais (AOAC, 2016; ANVISA,
2017).

Todas as amostras utilizadas no processo de validagdo foram filtradas através
de filtro de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,22 um antes de ser injetadas
automaticamente no sistema cromatégrafico.

Os resultados das anadlises sofreram tratamento estatistico para determinacao
de diversas medidas de dispersdo e testes de hipbétese que permitiram mostrar a
qualidade dos resultados. O tratamento estatistico foi realizado usando o software
Microsoft Excel® com apresentacao de resultados em forma de tabelas e gréficos.

4.2. CULTURAS MICROBIANAS

Foram utilizadas as cepas bacterianas Actinobacillus succinogenes 130Z e
Basfia succiniciproducens JF4016 (Quadro 4.1), adquiridas no banco de culturas
microbianas Leibniz Institute DSMZ- German Collection of Microorganisms and Cell

Cultures.
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Quadro 4.1. Cepas bacterianas adquiridas no banco de micro-organismos DSMZ

Actinobacillus succinogenes Guettler et al. (1999)

DSM Ne® 22257 (tipo de cepa)
Designacao da cepa 130Z
Outra colecao ATCC 55618; CCUG 43843; CIP 106512
Isolada de Rumen de gado
Numero de acesso GenBank 16S rRNA gene: AF024525
Grupo de risco 1 (Classificagao German TRBA)
Dominio Bactéria
Phylum Proteobactéria
Classe Gammaproteobactéria
Ordem Pasteurellales
Familia Pasteurellaceae
Género Actinobacillus
Espécie Actinobacillus succinogenes

Basfia succiniciproducens Kuhnert et al. (2010)
DSM N° 22022
Designacao da cepa JF4016
Outra colecao CCUG 57335
Isolada de Rumen de vaca Simmental
Numero de acesso GenBank 16S rRNA gene: FJ463881
Grupo de risco 1 (Classificacao German TRBA)
Dominio Bactéria
Phylum Proteobactéria
Classe Gammaproteobactéria
Ordem Pasteurellales
Familia Pasteurellaceae
Género Basfia
Espécie Basfia succiniciproducens

O material microbiolégico foi adquirido liofilizado contido em ampolas de vidro,
as quais foram conservadas ao abrigo da luz, sob refrigeracdo até o momento da
ativacdo. Para ativacdo das cepas, foi seguido o protocolo indicado pelo instituto
DSMZ, mantendo condigcbes de assepsia em fluxo laminar, usando material
previamente esterilizado e seco. De forma individual, as culturas bacterianas foram
reidratadas com caldo Tryptic Soy Broth (TSB), as suspensdes celulares obtidas
foram transferidas para frascos de penicilina contendo 9 mL dos caldos TSB e Brain
Heart Infusion (BHI). Também, parte do material celular reidratado foi transferido
para placas de Petri contendo os meios na forma sélida. Os cultivos foram
incubados a temperatura de 37°C entre 24 e 48 horas. Inicialmente, foram realizados

repigues continuos para conservagao de curto prazo.
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4.2.1. Verificacao da pureza e caracteristicas morfolégicas das cepas
bacterianas

Foi usada a técnica de semeadura por espalhamento (Spread-plate ou
distensao) e posterior esgotamento em meio sélido TSB para obtencédo de colénias
individuais. Também foram realizados cultivos em meio liquido. A pureza e
caracteristicas morfolégicas foram verificadas apds incubacao a 37°C por 12 e 24
horas.

Inicialmente foram observadas as caracteristicas macroscopicas das colbnias e
posteriormente, usando a técnica de coloracdo diferencial de Gram, foram
observadas as caracteristicas microscépicas e pureza, com ajuda de microscopio
binocular (NIKON Eclipse E200) e aumento de 1000x. L&minas de células crescidas
em meio liquido também foram preparadas e observadas em microscépio. A
verificagdo da pureza dos cultivos foi realizada durante o decorrer dos diferentes

ensaios.

4.2.2. Conservacao das cepas microbianas

Ap0és verificacdo da pureza e das caracteristicas morfolégicas das duas cepas
bascterianas, foi realizada a conservacdo de longo prazo pelo método de
criopreservacdo a -80°C. O material celular criopreservado foi utilizado ao de longo
do desenvolvimento das diferentes etapas experimentais.

Células foram cultivadas em meio liquido TSB, a 37°C sob agitacdo de 130 rpm
por 12 horas. Apos crescimento e verificagcdo da pureza, os cultivos foram
transferidos para tubos estéreis tipo Falcom de 50 mL e centrifugados a 6000 rpm
para separacdo do material celular. O sobrenadante foi retirado com auxilio de
pipeta estéril. Posteriormente, as células foram resuspendidas e homogeneizadas
em meio TSB fresco, contendo glicerol 20% (v/v) como agente crioprotetor,
previamente esterilizado. A suspensao celular foi distribuida em criotubos
previamente esterilizados, transferindo 1mL da suspensao em cada criotubo com
auxilio de micropipeta com ponteira e filtro estéril. Os procedimentos que
envolveram a manipulagao do material microbiol6gico foram feitos em fluxo laminar e
todas as etapas foram realizadas mantendo condicdes estéreis. Finalmente, os
criotubos foram estocados em ultrafreezer a -80°C.
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4.2.3. Meios de cultura

Os meios Brain Heart Infusion (BHI) e Tryptic Soy Broth (TSB) foram usados
para ativacdo e conservacao das cepas bacterianas. Estes meios sdo altamente
nutritivos e adequados para crescimento de micro-organismos exigentes como 0s

usados neste trabalho. A seguir sdo apresentadas no Quadro 4.2. as composicoes
dos meios.

Quadro 4.2. Composicdo dos meios Heart Infusion (BHI) e Tryptic Soy Broth (TSB) usados para
ativacao e conservacao do material celular

Meio Componente Concentracao (g/L)
Infuséo de cérebro 12,5
Brain Heart Infusdo de coragao 5,0
Infusion (BHI)* Peptona 10,0
Glicose 2,0
pH 7.4 £0,2 NaCl 5,0
Na,HPO, 2,5
Tryptic Soy PTDptona de caseina 17,0
Broth (TSB)* eptoqa de soja 3,0
Glicose 2,5
NaCl 5,0
pH 7,3 £0,2 K,HPO, 25

*para obtengéo dos meios solidos correspondentes adicionar 15 g/L de Agar-agar

Foram usadas formulacdes prontas dos meios, 0os quais apds solubilizagdo em
agua destilada, foram aquecidos com simultdneo borbulhamento de nitrogénio
gasoso por 15 min para reducao do contetdo de oxigénio dissolvido. Logo a seguir,
os meios foram distribuidos em frascos de penicilina, fechados com rolhas de
borracha e lacrados com selos de aluminio de modo a manter uma atmosfera com
oxigénio reduzido e finalmente esterilizados em autoclave a 121°C por 15 min. Antes
do uso, os meios foram submetidos a teste de esterilidade, e quando necessario

foram estocados a temperatura ambiente por no maximo 15 dias.

4.3. PREPARACAO DO INOCULO PARA ENSAIOS DE FERMENTACAO

Para todos os experimentos, inicialmente, o material celular contido num
criotubo foi ativado em caldo TSB para obtencao de células viaveis, as quais foram

posteriormente propagadas em meio liquido quimicamente definido (MQDI, Quadro

Jaramillo, £L.YA.



57

4.3) para progagacao celular e obtencado do inéculo. O tempo de propagacao foi
definido segundo perfil de crescimento de cada cepa bacteriana, cujo detalhamento
€ dado adiante.

4.3.1. Ativacao do materia microbioldgico criopreservado

A suspenséo celular (1mL) contida em criotubo foi transferida assepticamente
para frasco de penicilina contendo 30 mL do meio TSB (item 4.2.3) e posteriormente
incubada a 37°C durante 16 horas para obteng¢do de uma alta densidade de células
ativas. Ao final de todas as ativacdes, foram realizadas leituras de absorbancia no
comprimento de onda de 660 nm (espectrofotbmetro Hach® Mod Oddyssey),
verificando obter suspencbées celulares similares durante o decorrer dos

experimentos.

4.3.2. Propagacao celular e padronizacao do inéculo

Frascos de penicilina de 100 mL contendo 90 mL do meio de crescimento
MQDI foram inoculados com 10 % (v/v) da suspec¢ao celular resultante da etapa de
ativagao (item 4.3.1). Em seguida os frascos foram incubados a 37°C em incubadora
shaker sob agitacdo de 130 rpm, durante o tempo nescessario para obtecdo de
células na fase exponencial. O tempo de incubacao foi definido a partir do perfil
cinético de crescimento de cada cepa bacteriana.

Os perfis cinéticos de crescimento para as duas cepas bacterianas foram
obtidos mediante incubacgao de células ativadas em frascos de penicilina de 100 mL
como descrito no paragrafo anterior. Amostras de 2 mL foram retiradas
assepticamente a cada hora para acompanhamento do crescimento celular e do
consumo de substrato, sendo que a quantidade maxima retirada de cada frasco
corresponde a 10% do volume total de trabalho.

As amostras foram centrifugadas a 10000 rpm (9,6 G) por 10 minutos para
separacdo da massa bacteriana. As células decantadas foram lavadas e
resuspendidas em 4&gua destilada para determinagdo da absorbancia no
comprimento de onda de 660 nm (espectrofotbmetro Hach® Mod Oddyssey). A
determinacao da biomassa foi realizada por relacido de absorbancia com massa
seca. A partir dos dados obtidos, foi construida a curva de crescimento e definido o
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tempo nescessario para obtencdo de células na fase exponencial de crescimento,
para serem usadas como inéculo dos diferentes ensaios de fermentagao.

O crescimento celular foi monitorado usando densidade O&ptica para
determinacdo da massa celular (biomassa), pelo qual os valores estdo associados
ao aumento conjunto do tamanho e numero total de células. Desta forma nao é
possivel indicar com total certeza que no decorrer dos experimentos se tivesse
exactamente o mesmo numero inicial de células viaveis para as duas cepas, apesar
disso, todos os experimentos foram realizados com um in6culo correspondente a
fase exponencial, asegurando alta atividade metabdlica, com valores de densidade
Optica similares ao longo das diferentes etapas experimentais.

4.3.3. Meio de propagacao

Para obtencdo do in6culo, as cepas microbianas foram cultivadas no meio
MQDI, cuja composi¢ao se apresenta no Quadro 4.3 e foi baseada na literatura
cientifica (LI et al., 2010; Xl et al., 2013; SHEN et al., 2014; CARVALHO et al., 2014;
SHEN et al.,, 2016).

Quadro 4.3. Meio quimicamente definido (MQDI) para crescimento celular

Componente Concentracao (g/L)
Glicose 10,0
Extrato de levedura 5,0
NaHCO; 10,0
NaH2P04 8,5
KoHPO, 15,5
MgC|2 0,2

Para a preparagéo do meio de crescimento, os componentes foram diluidos em
agua destilada e o pH inicial foi ajustado em valor 7, a solugao foi aquecida com
simultdneo borbulhamento de nitrogénio gasoso por 15 min para reducdo do
conteldo de oxigénio dissolvido. Logo a seguir, foi distribuida em frascos de
penicilina, fechados com rolhas de borracha e lacrados com selos de aluminio para
manter uma atmosfera com oxigénio reduzido, e finalmente esterilizados em
autoclave a 121°C por 20 min. Solugdes concentradas de glicose e bicarbonato
foram preparadas separadamente, e adicionadas aos frascos com auxilio de seringa
e agulha estéreis em fluxo laminar, de modo a obter 0 meio na composicao definida

pronto para uso.
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4.4. ADAPTACAO E MONTAGEM DO SISTEMA DE INJECAO DE GAS PARA
ENSAIOS DE FERMENTACAO EM FRASCOS AGITADOS

Visando manter uma atmosfera rica em CO, durante o processo fermentativo,
foram realizadas adequacbdes de um sistema de distribuicdo e injecdo de gas no
interior dos frascos de penicilina, os quais estiveram ubicados em incubadora
agitada Shaker. Conforme ilustrado na Figura 4.2, o sistema de injecdo de gas foi
constituido por: cilindro de CO,; mandémetro para controle da pressao na saida do
cilindro; rotametro para monitoramento da vazao geral de gas; mangueiras tygon
transparentes para distribuicao de gas; divisores plasticos tipo T com registro; filtros
de membrana; e agulhas tipo cateter. Os componentes do sistema conectados aos
frascos foram esterilizados e manuseados assepticamente.

Fluxometro  panémetro

Distribuicdo de CO2

"
CLOI0 O J0 10 10 )0 )
] U ]

Filtro entrada PTFE
Hidrofébico 0,22 ym

Filtro saida PTFE
Hidrofébico 0,22 ym

N o ,
Cilindro CO2

Shaker
Figura 4.2. Esquema ilustrativo do sistema para suprimento direto de CO, gasoso

4.5. ETAPAS GERAIS PARA REALIZACAO DE ENSAIOS DE FERMENTACAO

Na figura 4.3 se apresenta um esquema com as etapas gerais para realizacao

dos ensaios de fermentacéo, onde:

e FEtapa A: Representa a preparacdo dos meios de ativacao (item 4.2.3),
propagacao (item 4.3.3) e produgdo. Em relacao ao meios de producgéao, as
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composigbes sao definidas de acordo com ensaios estabelecidos e
planejamentos experimentais. Todos os meios foram preparados em agua
destilada e o pH inicial foi ajustado em valor 7 com adicado de NaOH 4M. Foi
realizado o borbulhamento de nitrogénio gasoso por 15 min para reducao
do conteudo de oxigénio. Foram distribuidos em frascos de penicilina,
fechados com rolhas de borracha e lacrados com selos de aluminio para
manter uma atmosfera com oxigénio reduzido, e esterilizados em autoclave
a 121°C por 20 min. Dependendo do meio se teve preparacao separada de
solugbes concentradas de substrato (glicerina bruta, glicerol puro ou
glicose), CaCl, e NaHCOs3;, as quais foram adicionadas aos frascos com
auxilio de seringa e agulha estéreis em fluxo laminar para obtecdo da
composicao definida.

! Preparacéo !
Etapa. A i demeio
" Reduciodo |
i conteldode O,
Esterilizacédo
T Mistura de
: componentes e
Etapa C i Sedimento |
_____ |
} f | g
Meio de i Obtencédo do | Meio de 5 Processo 5 i
crescimento inculo _) producdo Fermentativo : Amostra i [ \ [
T | Sobrenadante —>  HPLC
Etapa D bmimimmmmmd e
Pré-inéculo _
Composicdodo meio e

']‘ condicGes de operacdo segundo
_________________________________________ planejamento experimental

Ativacédo da cepa
bacteriana

____________________ e

Estoque
Criotubos

Figura 4.3. Esquema geral das etapas para ensaios de fermentagéo

e FEtapa B: Faz referéncia a preparacao do indculo, onde se tem a ativagdo do
material criopreservado, seguida da propagacado, como detalhado no item
4.3.
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e FEtapa C: Refere-se ao processo fermentativo para producdo de acido
succinico realizado em frascos de penicilina de 100mL contendo 80 mL do
meio de producdo correspondente. Todos 0s ensaios foram realizados
usando um inéculo de 10% (v/v) de células na fase exponencial, a 37 °C,
agitacdo de 130 rpm, por 12 horas, e usando MgCOs; como agente
neutralizante. No decorrer dos ensaios de fermentacdo, duas condicdes de
suprimento de CO, foram consideradas: (i) suprimento indireto, quando CO,
provém exclusivamente do NaHCO; e MgCOs; presentes como
componentes no meio, e (ii) suprimento direto, onde se teve injecéo direta

de CO,gasoso no meio de producao na vazao total de 0,5 L/min.

e FEtapa D: Corresponde a amostragem e tratamento de amostras. Para os
ensaios de fermentacao foram coletadas amostras de 2 mL, no inicio e final
do processo, as quais foram centrifugadas a 10000 rpm (9,6 G) por 10 min.
O sobrenadante foi filtrado através de filtro de seringa de polivinilideno
(PVDF) de 0,22 um, armazenado em vial de vidro para andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os resultados obtidos foram
analisados estatisticamente com um nivel de confianga de 95% utilizando o
software Design-Expert® 7.0.

4.6. VERIFICACAO PRELIMINAR DA CAPACIDADE FERMENTATIVA DAS
CEPAS BACTERIANAS

Dois conjuntos de ensaios independentes foram desenvolvidos em frascos
agitados para observagdo da capacidade fermentativa das cepas bacterianas
usando comparativamente glicose, glicerol puro e glicerina como fontes de
substrato.

Foi usado o meio com a seguinte composicdo em gramas por litro: 10,0 extrato
de levedura, 8,5 KoHPO,4, 4,5 NaH.PO4, 0,525 MgS0,4.7H20, 0,775 NaCl, 0,175
CaCly, 8,3 NaHCO3, 10,0 de substrato e 10,0 MgCOs. Fermentagdes independentes
foram realizadas com suprimento indireto e direto de CO, para cada cepa

bacteriana, segundo condi¢des descritas no item 4.5. Os ensaios foram realizados
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em triplicata para identificAio dos metabdlitos produzidos e capacidade de
carboxilacdo nas condicdes técnicas e operacionais avaliadas.

4.7. AVALIACAO CONJUNTA DO EFEITO DOS COMPONENTES DO MEIO E
DAS IMPUREZAS DA GLICERINA BRUTA NA PRODUCAO DE ACIDO
SUCCINICO

Para cada uma das cepas bacterianas foram desenvolvidos de forma
independente e comparativa dois planejamentos Plackett-Burman (PB) de 8 fatores
(extrato de levedura, NaH,PO,, K:HPO,4, MgSO04.7H,O, NaCl, CaCl,, NaNO; e
NaHCOsg). Utilizando idependentemente glicerol puro e glicerina bruta como fontes
de substrato. Foi considerado o teor de glicerol presente na glicerina, garantindo
concentracdes de substrato inicial similares nos dois planejamentos. Cada fator foi
avaliado num alto (+1) e um baixo (-1) nivel de concentragéo, além do ponto central.
As concentracdes de substrato e MgCO3; se mantiveram fixas em 10 g/L para todos
os experimentos. Cada planejamento esteve formado por quinze experimentos,
incluindo 3 pontos centrais, os quais foram realizado nas condicbes descritas no
item 4.5, mantendo fornecimento indireto de CO,. No Quadro 4.4 se apresentam os

fatores e niveis avaliados para cada uma das cepas bacterianas.

Quadro 4.4. Fatores e niveis dos planejamentos Plackett-Burman para avaliagdo comparativa do
efeito das impurezas da glicerina bruta e dos componenetes do meio na produgéo de acido succinico

Actinobacillus succinogenes 130Z | Basfia succiniciproducens JF4016
Fator:Componente Nivei L
do meio iveis (g/L) Niveis (g/L)
-1 0 +1 -1 0 +1

Xy:Ext. levedura 5,00 10,00 15,00 5,00 10,00 15,00
X2:NaH,PO, 0,50 4,50 8,50 0,50 4,50 8,50
X3:KoHPO, 1,00 8,50 16,00 1,00 3,00 5,00
X4:MgS0,.7H,0 0,05 0,775 1,50 0,05 0,525 1,00
Xs:NaCl 0,05 0,775 1,50 0,05 1,525 3,00
Xgs:CaCl, 2H,0 0,05 0,175 0,30 0,05 0,175 0,30
X7:NaNO; 0,20 1,10 2,00 0,20 1,10 2,00
Xg:NaHCO3 2,00 8,50 15,00 2,00 8,50 15,00

A determinacao estatistica do tipo de efeito e influéncia dos componentes do
meio de fermentacgéao foi realizada usando o software Design-Expert® 7.0. A partir da
comparacao dos resultados obtidos nos dois planejamentos foi estimado para cada
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uma das cepas o efeito das impurezas no consumo de substrato e na produgéo de
acido seguindo as seguintes equacoes:

% Efeito no consumo de substrato: (1 — M) * 100

consumido gp

. ~ , . - AS i
% Efeito na produgéo de &cido succinico: (1 - M) * 100
Asproduzido gp

Onde gb corresponde ao valor da variavel resposta (consumo de substrato ou
concentracdo de acido succinico) nos ensaios a partir de glicerina bruta e gp
corresponde ao valor obtido a partir de glicerol puro. Os efeitos com sinal positivo
referem-se a inibicdo, enquanto efeitos com sinal negativo correspondem aos

ganhos.

4.7.1. Teste de hipotese para selecao da cepa com melhor desempenho para
producao de acido succinico a partir de glicerina bruta

Considerando os efeitos nutricionais observados nos planejamentos PBs,
foram estabelecidas composicées de meio de producédo para cada cepa bacteriana
visando o aumento da concentragdo de acido succinico. Foram realizadas
fermentacdes em seis réplicas para cada cepa bacteriana e os valores de producao
de acido succinico foram comparados com Teste de Hipbtese, tendo como como
hipétese inicial a igualdade dos valores (Ho: X; = X,).

Inicalmente, foi verificado se existe ou nao diferengas significativas nas
variancias (s?) dos conjuntos de dados mediante aplicacdo do Teste F-Snedecor,
onde o valor Feacuado fOi determinado a partir das variancias dos grupos de dados

seguindo a equacao:

Onde:
s?y= maior variancia
s?.,= menor variancia

Fcalculado t€M que ser sempre =1
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A comparacgao entre os valores de Fcaculado © Ftavelado PErmite concluir se ha ou
nao igualdades entre as variancias, desta forma:
e Se Fcaculado > Fiabelado, N0 Se aceita a igualdade das variancias

e Se Fcalculado < Fravelado, aceita-se a igualdade das variancias

Posteriormente foi calculado o valor de t-Student considerando o resultado do
Teste F-Snedecor, desta forma se tem:

e (Calculo de t quando as variancias forem iguais:

[(n1-1)$2+(n2-1)sZ]
(n1+n2-2)

|(X1—X3)I

Z‘caz/culado= -
Sagwll/nﬁl/nz
Onde:

X, e X,, média de cada grupo de dados

onde Syg=

nl e n2, numero de dados de cada grupo
S% e Sz, variancias de cada grupo de dados

Sag, desvio padréo agrupado

e (Célculo de t quando as variancias forem diferentes:

|(X1=X2)I
2 2
S
1 b
n1t 22

Z‘caz/culado=
Onde:
X, e X,, média de cada grupo de dados
nl e n2, numero de dados de cada grupo

S e SZ, variancias de cada grupo de dados

Finalmente, a comparacdo entre os valores de tcacuado € ttabelado PErmite
concluir se existe diferenca significativa entre as médias dos conjuntos de dados,
assim:

e Se tealculado > ttavelado, Ho deve ser rejeitada, as médias sao diferentes

e Se tearculado < ttavelado, aceita-se a igualdade das médidas.

Com a aplicagdo do Teste de hip6tese foram comparados os valores de

concentracao de acido succinico obtidos para as duas cepas bacterianas, permitindo
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indicar com validade estatistica a cepa com maior potencial para producao de acido

succinico a partir de glicerina nas condicées operacionais avaliadas.

4.8. PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS SEQUENCIAIS PARA
SIMPLIFICACAO DO MEIO DE PRODUGAO DE ACIDO SUCCINICO A PARTIR DE
GLICERINA BRUTA

4.8.1. Planejamento Placket-Burman (PB)

Foi realizado um planejamento PB usando glicerina bruta, na condigdo de
suprimento direto de CO, visando o aumento de concentracdo de &cido succinico,
usando a cepa selecionada. Os ensaios foram realizados mantendo iguais fatores e

niveis descritos no item 4.7.

4.8.2. Planejamento Fatorial Fracionado (PFF)

A partir dos 4 componentes pré-selecionados no planejamento PB (item 4.8.1)
foi conduzido um Planejamento Fatorial Fracionado (PFF) para verificar a influéncia
destes componentes num meio de composicdo menos complexa. Cada fator foi
avaliado num alto (+1) e um baixo (-1) nivel de concentragéo, além do ponto central,
mantendo fixas as concentragdes de substrato e MgCO3; em 10 g/L. Desta forma
foram realizados 11 experimentos, incluindo 3 pontos centrais, 0os quais foram
realizados nas condi¢des descritas no item 4.5. No Quadro 4.5. se apresentam o0s

fatores e niveis do planejamento PFF.

Quadro 4.5. Fatores e niveis do Planejamento Fatorial Fracionado (PFF) para selegéao final de
componentes para simplifacdo do meio de produgao de &cido succinico

Fator:Componente Niveis (g/L)

do meio -1 0 +1
A: Ext. levedura 5,00 10,00 15,00
B: NaH,PO, 0,50 4,50 8,50
C: NaNO; 0,20 1,10 2,00
D: NaHCO;3 2,00 8,50 15,00

4.8.3. Planejamento Composto Central Rotacional (PCCR)

A partir do PFF foram selecionados como componentes do meio com efeito

significativo o extrato de levedura e o nitrato de sddio. Além desses dois fatores,
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neste etapa experimental foi incluida a variacdo da concentracdo de substrato.
Assim, foi realizado um Planejamento Composto Central Rotacional (PCCR) com
trés fatores (substrato, extrato de levedura e NaNQOg), os quais foram avaliados em 5
niveis (+1,682; +1; 0; -1; -1,682). Os experimentos foram realizados em dois blocos,
incluindo repeticbes do ponto central para cada bloco, tendo um total de 20
experimentos, os quais foram realizados nas condi¢cées descritas no item 4.5. No

Quadro 4.6. sao apresentados os fatores e niveis para o PCCR.

Quadro 4.6. Fatores e niveis do Planejamento Composto Cetral Rotacional (PCCR) para simplifagcao
do meio de produgao de acido succinico

Fator:Componente Niveis (g/L)

do meio -1,682 -1 0 +1 +1,682
X4:Glicerina bruta 3,3 5,0 7,5 10,0 11,7
Xo:Ext. levedura 1,23 6,0 13,0 20,0 24,77
X3:NaNO; 0,32 1,0 2,0 3,0 3,68

A andlise estatistica dos planejamentos experimentais descritos nesta secgao,
relacionada com o tipo de efeito e influéncia dos componentes do meio de
fermentacao, e a obtencdo de um modelo preditivo foi realizada usando o software
Design-Expert® 7.0, tendo como variavel de resposta a concentragcdo de acido

succinico.

4.9. CINETICA DE PRODUGAO A PARTIR DE GLICERINA BRUTA USANDO
MEIO DE COMPOSICAO SIMPLIFICADA

A partir dos resultados do PCCR foi obtido um modelo quadratico para
simplificagdo do meio de producéo. Usando a ferramenta de otimizagcao do software
Design-Expert® 7.0. foi definida uma composi¢cdo do meio, visando o aumento da
concentracao de acido succinico e minimizacao dos componentes.

Para verificacdo da predicdo do modelo foi realizada uma cinética em frascos
agitados em condicdes de operacao similares as usadas no PCCR, sendo utilizados
frascos de sacrificio para completar a amostragem de 2mL a cada 2 h por um tempo

de 24 horas, para quantificacdo de substrato e produtos de fermentacdo. A
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concentracdo de acido succinico obtida no tempo 12 horas foi comparada com a
predicdo do modelo.

4.10. VARIAVEIS RESPOSTAS E PARAMETROS CINETICOS

A resposta principal dos ensaios correspondentes aos planejamentos
experimentais foi a concentracdo de acido succinico. A concentracdo de substrato
foi determinada em todos o0s ensaios, € para alguns ensaios pontuais foi
determinada a concentragdo de outros metabdlitos gerados durante a
heterofermentagdo. Além da concentracao, outros parametros considerados foram:

e Taxa especifica de crescimento (ux), referente a variagdo no numero ou
massa de micro-organismos por unidade de tempo, representada pela

equacao:

1 dx dLnx -1
= —%— = = — t
H x dt H dt ( )

e Tempo de duplicacao (tg), que corresponde ao tempo necessario para que
uma populacdo bacteriana dobre seu valor, sendo representado pela
equacao:

Ln2 0,693
tyg = =ty = " (®)

Hx x

e Fator de rendimento celular (Yys), que relaciona a conversdao do substrato

consumido em biomassa, estimado pela seguinte equacao:

Ax _ (x—Xxg)

Vs =% = G (99
Onde:
X: Concentracao final de biomassa (g/L)
Xo: Concentracao inicial de biomassa (g/L)
S: Concentragdo final de substrato (g/L)
So: Concentragao inicial de substrato (g/L)
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> Fator de rendimento de produto Yys (9/g), que relaciona a conversdo do

substrato consumido em acido succinico, sendo:

_ 4 _ (p=Po)
Yo1s =2s= 6o @9

Onde:

p: Concentracgéao final de acido succinico (g/L)
Po: Concentragao inicial de acido succinico (g/L)
S: Concentragéo final de substrato (g/L)

So: Concentragéo inicial de substrato (g/L)

» Produtividade volumétrica (g/L.h), que representa a taxa média de formacao
de produto referente ao tempo de fermentacéo, sendo:

(p-p
Qp = —
f

Onde:

P: Concentracéo final de acido succinico (g/L)
Po: Concentracéo inicial de acido succinico (g/L)
t;: Tempo de fermentagéo (h)
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5. RESULTADOS

5.1. VALIDACAO DA METODOLOGIA DE HPLC PARA DETERMINAGAO DOS
ANALITOS ENVOLVIDOS NA PRODUCAO DE ACIDO SUCCINICO

O desenvolvimento cientifico-tecnolégico de um processo requer
prioritariamente definir e validar a metodologia analitica para garantir a confiabilidade
dos dados gerados. E, assim, contribuir para um melhor entendimento do processo,
tendo-se suporte técnico para a adocao de estratégias de modo a incrementar a
producdo, bem como a reducgao dos custos relativos do processo.

A cromatografia liquida de alta eficiencia (High performance liquid
chromatography, HPLC) é reconhecida como uma técnica analitica rapida e precisa,
que permite determinar de forma simultanea diversos analitos em diversos tipos de
matrizes. Por isso, no presente trabalho, esta técnica foi adotada para a
determinacao e quantificagdo do acido succinico, neste caso o produto de interesse,
além do substrato (glicose ou glicerol) e possiveis coprodutos relacionados ao
processo heterofermentativo estudado (etanol e &acidos piravico, citrico, latico,
férmico, acético e propibnico). Na Tabela 5.1 sdo apresentadas as condicoes
operacionais estabelecidas para determinacéao simultanea dos analitos de interesse,
as quais foram resultantes da avaliagdo combinada dos parametros operacionais

temperatura do forno, fluxo, concentracao da fase mével e matriz.

Tabela 5.1. Condicdes operacionais definidas para determinagao simultanea de analitos por HPLC

Componente Condicao estabelecida
Equipamento Cromatografo Dionex UltiMate 3000 (Therm Scientific)
Coluna AMINEX HPX-87H (Biorad)
Modo de eluicédo Isocratico
Detector de indice de refracao (IR) 50°C
Detector Ultra Violeta (UV) 210 nm
Fase movel H,SO, 5 mM
Temperatura do forno 50°C
Volume de injecao 20 uL
Fluxo 0.6 mL/min
Tempo de corrida 25 min

Uma vez estabelecidas as condi¢des de operagdao da metodologia de analise, a

validacdo da mesma é fundamental para garantir a qualidade dados obtidos. A
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seguir, a compilacdo dos resultados do processo de validagcdo, segundo o0s
parametros de desempenho indicados por instituicbes nacionais e internacionais.

5.1.1. Seletividade

Quando se tem amostras complexas com diversos analitos é importante
confirmar que a metodologia permite identificar de forma inequivoca cada uma das
substancias de interesse, mesmo na presengca de outros compostos quimicos e
impurezas. Na Tabela 5.2 sdo apresentados os tempos de retencdo (TR)
correspondentes a cada analito, tanto em solugdo padrdo quanto em solucéao
mistura padrao (solucao contendo os dez analitos, preparada na matriz inicial). Os
valores de Tgr obtidos para todos os analitos mostraram boa repetibilidade tanto em
solugdo individual quanto na mistura, com coeficientes de variagdo inferiores a 0.6%.
Adicionalmente, ndo foram observadas diferenca consideravel entre os tempos de

retencao nos padrdes individuais e na mistuta padréao.

Tabela 5.2. Tempos de retengéo (ig) para cada analito em solucdo padrao individual e em mistura

padrdo

Analito Padrao Individual *  Mistura padrao **

tr (Min) CV (%) tg(min) CV (%)
Acido citrico 7,61 0,27 7,64 0,10
Glicose 8,72 0,09 8,74 0,13
Acido piravico 9,44 0,69 9,47 0,58
Acido succinico 11,20 0,08 11,19 0,37
Acido latico 12,19 0,03 12,21 0,01
Glicerol 13,00 0,07 13,02 0,08
Acido formico 13,34 0,02 13,37 0,01
Acido acético 14,71 0,12 14,73 0,12
Acido propidnico 17,28 0,20 17,29 0,13
Etanol 21,26 0,13 21,30 0,09

* Solugado padréao individual preparada em agua ultrapura; ** Solugao mistura padrao, contendo os
dez analitos, preparada na matriz inicial; CV (%): coeficiente de variacdo em percentage.

Na Figura 5.1 sdo apresentados os cromatogramas da solugdo mistura padrao
preparada na matriz inicial, usando deteccao dual (IR e UV). Os cromatogramas
mostram boa resolucdo de todos os picos, indicando que a metodologia analitica
permite separar e identificar todos os analitos de acordo com os tempos de
retencéo, o que demonstra a seletividade da metodologia empregada.
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Figura 5.1. Cromatogramas HPLC da solugdo mistura padrao na matriz inicial usando uma coluna
Aminex HPX-87H a 50°C com volume de inje¢do 20 pL, fluxo 0,6 mL.min™" e fase moével H»,S0,5,0
mM em modo de elugao isocratico. (A) Detecgao por IR a 50°C e (B) Detecgao por UV a 210 nm.
Picos: &cido citrico (1), glicose (2), acido piravico (3), &cido succinico (4), acido latico (5), glicerol (6),
acido férmico (7), acido acético (8), acido propibnico (9) e etanol (10).

Como se observa na Figura 5.1, a identificacao de alguns dos analitos pode ser
realizada tanto pelo detector IR como pelo detector UV. Para continuidade do
processo de validagao, foi definido manter uma condicao fixa de deteccdo para cada

analito, considerando um bom sinal, sem possiveis interferencias das matrizes
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complexas de processo fermentativo. Neste caso, o detector IR foi definido para
analise de glicose, glicerol, etanol e os acidos pirtvico, acético e propidnico. Ja o
detector UV foi usado para analisar os acidos citrico, succinico, latico e férmico.

5.1.2. Linearidade e faixa de trabalho

Considerando a variabilidade dos processos fermentativos e a incerteza das
quantidades resultantes nas matrizes a serem avalidas, foi estabelecida uma faixa
de trabalho entre 0,1 e 15,0 g/L para todos os dez analitos. Adicionalmente, o uso de
uma faixa de trabalho ampla permite aumentar o numero de amostras analizadas
em virtude do menor tempo de preparo das amostras decorrente da reducao das
etapas de diluicdo. Contudo, € obrigatorio verificar que a condicdo de
homocedasticidade se cumpre na faixa de trabalho estabelecida.

Uma vez que a faixa de trabalho € uma escolha do analista, pode-se encontrar
diversas faixas de trabalho para a determinagcdo de um mesmo analito. Zhang et al.
(2011) e Zaky et al. (2017) seguiram faixas de trabalho proximas a aqui
apresentada. Ja outros autores apresentam faixas de trabalho diferenciadas para
alguns dos analitos avaliados neste trabalho (EYEGHE-BICKONG et al., 2012;
IVANOVA et al., 2016; COELHO et al., 2018).

Curvas analiticas correlacionando a éarea do pico cromatografico com a
concentragdo foram construidas considerando a faixa de trabalho em oito niveis de
concentracao, de forma independente para a matriz agua ultrapura e para a matriz
inicial. Para todos os analitos, nos oito niveis de concentragao, a aplicacdo do Teste
de Grubbs mostrou que todos os valores de Grubbs calculados (Geaicuiados) foram
inferiores ao valor de Grubbs tabulado (Giapuade), © qual corresponde a 1,155 para
n=3 e um nivel de confianca de 95% (a=0,05). Desta forma n&o foram observados
valores aberrantes (Gcaiculado< Giabelado)-

Os métodos analiticos que fazem uso de regressao linear devem garantir que
as variancias nos diferentes niveis de concentracdes sdo homogéneas. Neste
sentido, a uniformidade da variancia, denominada homocedasticidade, deve ser
observada. Esta condicao foi avaliada para o conjunto de dados de todos os analitos
usando o Teste de Cochran. Todos os valores de Cochran calculados (Ccaiculado)
foram inferiores ao valor de Cochran tabulado (Ciapuiado), 0 qual corresponde a 0,516

para oito niveis de concentracao, com trés replicatas e a=0,05, indicando que a
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condicdo de homocedasticidade foi verificada para todos os analitos. Desta forma
para a faixa de trabalho estabelecida, a precisdao das quantificacdes é independente

do nivel de concentracao.

Tabela 5.3. Dados obtidos da regressao pelo método dos minimos quadrados e comparagao das
curvas analiticas

Coeficiente Coeficiente

Analito angmar linear (r) Fcalculadoc tcalculado
Acido citrico ? 50,165 1,828 0,9998 30679,6 57 664°
Acido citrico® 43,048 7,228 0,9999 85293,8 :
Glicose ? 4,909 0,014 0,9999 25530,2 1 480°
Glicose e 4,854 0,298 0,9998 87171,7 ’
Acido piravico a 2,822 0,079 0,9999 41380,4 1 737°
Acido piravico ° 2,773 0,515 0,9996 46728,0 ’
Acido succinico a 26,781 0,304 0,9998 10201,2 5 160°
Acido succinico ° 27,683 16,951 0,9992 34551,2 ’
Acido latico a 16,295 0,121 0,9999 23861,1 3 479°
Acido latico ° 15,654 4,318 0,9995 25941,7 ’
Glicerol 2 4,071 -0,023 0,9999 34339,2 3.076°
Glicerol ° 4,157 0,133 0,9998 57509,8 ’
Acido formico a 32,222 -0,291 0,9999 70712,8 0.202°
Acido formico e 32,171 6,133 0,9997 52961,9 ’
Acido aceético a 1,947 -0,070 0,9999 38278,9 0.914°
Acido acético e 1,935 0,124 0,9998 64560,5 ’
Acido propionico a 2,814 -0,008 0,9998 80701,3 1.903°
Acido propidnico e 2,848 0,632 0,9999 57581,9 ’
Etanol ? 2,014 0,082 0,9997 32470,3 4.047°
Etanol ° 2,097 0,036 0,9998 64560,5 ’

& Curva analitica em matriz agua ultrapura.

® Curva analitica em matriz inicial.

r:Coeficiente de correlagao.

© Frabuiado (V1=7; Vo=16; a= 0.05) = 2.657 para avaliacéo de lack of fit por ANOVA.
dvalor de Student, variancias residuais diferentes tiapuado (V2T=6; a= 0,05) = 2.,447.
¢ Valor de Student, varianciasresiduais iguais tiapuade (V2T=12; a= 0,05) = 2,179.

Apos verifigdo da ausencia de valores aberrantes e da homocedasticidade, as
curvas analiticas foram construidas usando regressao linear. A Tabela 5.3 apresenta
os resultados correspondentes aos coeficientes angulares, coeficientes lineares, e
coeficientes de correlacao (r) para cada analito na matriz agua e na matriz inicial. Os
indices de seletividade variaram entre 0,96 e 1,12, indicando novamente que a
metodologia analitica apresenta boa seletividade para a deteccdo simultanea dos
analitos (THOMPSON et al., 2002). Ainda analisando a tabela, os coeficientes de
correlacao para todos os analitos foram maiores que 0,999, sugerindo que o modelo
linear se ajusta aos dados experimentais, e os valores estdo de acordo com o0s

critérios propostos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017).
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Considerando que o uso do coeficiente de correlacdo como Unico indicador de
lineriaridade pode ser inadequado, a linearidade foi avaliada pela andlise de
variancia (ANOVA) das curvas analiticas (THOMPSON et al., 2002; INMETRO,
2016). Na tabela 5.4 sdo apresentados os valores F de Snedecor calculados
(Fealculado) resultantes da ANOVA de um fator para os grupos de dados nas diferentes
concentragdes, tendo como hipotese inicial a ndo correlacao entre a resposta do
detector (area do pico) e a concentracdo do analito. Como pode se observar na
tabela, todos os valores de Fcacuiado fOram superiores ao valor F de Snedecor critico
ou tabulado, Figpuado, (F7:16:0.05= 2,657 para um nivel de confianca de 95%).
Considerando que Fcaculado>Fabuiado, @ hipdtese inicial é rejeitada, concluindo que se
tem uma relacdo direta entre a area do pico e a concentracdo do analito, o que
denota a linearidade das curvas analiticas na faixa de trabalho estabelecida. Durante
a construcado das curvas analiticas foi verificada a sensibilidade dos detectores,
sendo observado que o aumento da concentracdo dos analitos gera um aumento no
sinal resposta dos detectores.

5.1.3. Efeito de matriz

Considerando (i) a complexidade e a dinamica das matrizes resultantes dos
processos fermentativos e (ii) a rotina tradicional dos laboratorios, que fazem uso de
solugcbes em agua ultrapura para a construcdo de curvas analiticas, foi realizada
uma andlise estatistica comparativa das curvas construidas em agua e na matriz
inicial (Tabela 5.3) aplicando o Teste de Student para verificar o efeito da matriz
inicial na quantificacdo dos analitos. Cabe destacar que estudos deste tipo séo
frequentemente omitidos em processos de validacao, embora seja recomendado
principalmente quando se trabalha com matrizes complexas. Neste caso, 0 uso da
curva analitica preparada na matriz inicial pode compensar efeitos de matriz na
estimacdo da concentragdo dos analitos (THOMPSON et al.,, 2002; ICH, 2005;
INMETRO, 2016, ANVISA, 2017).

Como se apresenta na Tabela 5.3, os valores de Student calculados (tcaiculado)
para o acido citrico, acido latico, glicerol e etanol foram superiores aos valores de
Student tabulados (ttapulado) COrrespondentes, indicando que a determinacdo da
concentragdo desses analitos deve ser realizada usando as curvas analiticas

construidas com a matriz inicial. Por outra parte, para a glicose e os acidos piruvico,
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succinico, formico, acético e propidnico, os valores de tcacuado fOoram inferiores aos
valores de tipuade COrrespondentes, assim, é possivel o uso das duas curvas
analiticas (em &gua ultrapura ou na matriz inicial) para a determinacdo da
concentracao desses analitos. Nesse sentido, é possivel indicar o preparo de curvas
analiticas em agua no desenvolvimento de metodologias analiticas similares para a
glicose e os acidos pirtvico, succinico, férmico, acético e propiénico, simplificando o
trabalho dos analistas e sem comprometer a qualidade dos resultados.

Embora seja possivel determinar a concentracdo de alguns dos analitos de
interesse usando curvas analiticas em agua ultrapura, a quantificacado de todos os
analitos neste trabalho foi realizada usando as curvas analiticas construidas na
matriz inicial, para padronizacdo da quantificagcéo.

5.1.4. Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

Os LD e LQ representam a menor quantidade de um analito que pode ser
detectada e quantificada respectivamente, em determinadas condi¢cées de analise. A
Tabela 5.4 mostra os valores de LD e LQ obtidos para cada um dos analitos.

Tabela 5.4. Limites de detecgéo (LD) e de quantificagdo (LQ) estimados

Analito LD (gL)  LQ(g/L)
Acido citrico 0,010 0,030
Glicose 0,016 0,048
Acido piravico 0,006 0,018
Acido succinico 0,019 0,057
Acido latico 0,021 0,065
Glicerol 0,006 0,019
Acido formico 0,017 0,053
Acido acético 0,013 0,040
Acido propi6nico 0,011 0,034
Etanol 0,006 0,017

Os valores de LD e LQ sao caracteristiscas proprias de cada metodologia
analitica. Neste sentido, € possivel encontrar na literatura diversos valores de LD e
LQ para determinacdao de acidos organicos por metodologias semelhantes. Por
exemplo, De Sa et al. (2011) reportaram valores de LD e LQ superiores para o acido
acético (0,028 g/L; 0,093 g/L), acido propidnico (0,024 g/L; 0,079 g/L) e glicose
(0,058 g/L; 0,191 ¢g/L), no seu estudo desenvolvido num sistema de HPLC
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Shimadzu, usando uma coluna Aminex HPX-87H, com detecgao dual, fase mével
H,SO4 5mM, fluxo 1,0 mL/min e temperatura 55°C. Eyéghé-bickong et a./ (2012)
reportaram valores de LD superiores para o acido citrico (0,03 g/L) e acido succinico
(0,02 g/L), usando um sistema Agilent com deteccdo dual, onde a separacao foi
realizada com uma columa Aminex HPX-87H, fase mével H,SO4 5mM, fluxo 0,5
mL/min e temperatura 55°C.

Ivanova et al. (2016) no seu trabalho usando um sistema Varian Pro Star, com
deteccdo PDA, coluna LiChrosorb RP-18, fase mével solucdo aquosa HsPO4 5SmM/
acetonitrila 1%, fluxo 1,0 mL/min apresentaram valores de LD e LQ similares aos
obtidos neste trabalho para o acido latico (0,014 g/L; 0,045 g/L) e acido succinico
(0,012 g/L; 0,041 g/L). Finalmente, Coelho et al. (2018) apresentaram valores de LQ
inferiores para os acidos latico (0,056 g/L) e acético (0,008 g/L), usando um sistema
Agilent 1260 Infinity com uma coluna Agilent Hi-Plex H, deteccao dual, fase moével
H.SO4 4mM, fluxo 0,5 mL/min e temperatura 70°C.

Embora ndo se tenha valores de referencia estabelecidos como critério de
aceitacao para os LD e LQ, deve-se garantir que na construcdo de curvas analiticas
nao sejam consideradas concentragdes inferiores ao valor de LQ. Neste sentido, e
considerando que a menor concentracao das curvas analiticas contruidas para todos
os analitos foi superior aos LQ, é possivel assegurar 0 uso das mesmas para uma

adequada quantificacao.

5.1.5. Recuperacao

A percentagem de recuperacdo é usada como parametro para avaliacdo da
exatiddo em relagdo ao erro sistematico. A Tabela 5.5 contém os valores de
recuperagao determinados para cada analito nos diferentes niveis de concentracao
avaliados, os quais variaram entre 89 e 109%. Esses valores se encontram na faixa
de 80-110% indicada por guias de validagdo internacionais e brasileras,
demonstrando que a metodologia possui adequada exatiddo (AOAC, 2016;
INMETRO, 2017).
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Tabela 5.5. Valores de recuperacéo e coeficientes de variagdo obtidos na avaliagcdo de exatidao e
repetibilidade

Analito Concentracdo Concentracao média R(%) CV (%)

tedrica (g/L) estimada (g/L)
) 0,700 0,766 109,4 0,36
Acido citrico 4,000 4,316 107,9 2,03
8,000 8,196 102,5 1,24
0,700 0,673 96,2 0,43
Glicose 4,000 4,142 103,6 1,12
8,000 8,067 100,8 0,72
) 0,700 0,762 108,8 1,34
Acido piravico 4,000 4,268 106,7 1,14
8,000 8,144 101,8 0,52
) 0,700 0,680 97,1 2,33
Acido succinico 4,000 4,010 100,3 0,09
8,000 8,106 101,3 0,50
) 0,700 0,623 89,0 1,81
Acido latico 4,000 4,145 103,6 0,74
8,000 8,113 101,4 0,37
0,700 0,675 96,4 1,06
Glicerol 4,000 4,158 103,9 1,20
8,000 8,079 101,0 0,71
] 0,700 0,693 99,0 0,82
Acido férmico 4,000 4,013 100,3 0,06
8,000 8,114 101,4 0,18
) 0,700 0,686 98,00 0,83
Acido acético 4,000 4,146 103,7 1,14
8,000 8,076 101,0 0,63
] 0,700 0,688 98,3 0,27
Acido propibnico 4,000 3,979 99,5 0,06
8,000 8,047 100,6 0,01
0,700 0,709 101,2 0,60
Etanol 4,000 4,046 101,2 1,03
8,000 7,852 98,2 0,60

R (%): recuperacao em percentagem; CV (%): coeficiente de variacdo em percentagem.

De forma comparativa, diferentes autores como Qureshi et al. (2011), de Sena
Aquino et al. (2015) e Ivanova et al. (2016) apresentam faixas de recuperacao de
80-120% para analise de diversos acidos organicos e substratos, em diferentes
condi¢bes de operacdo. Por outra parte, os valores de recuperacao obtidos neste
trabalho (Tabela 5.5) podem expressar um alto grau de exatiddo quando
comparados com os valores reportados para os acidos acético e propiénico com
recuperacdo média de 82% e 71% respectivamente ( DE SA et al., 2011), para o
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acido succinico de 87% (EYEGHE-BICKONG et al., 2012), e para a glicose e acido
férmico de 78% e 89%, respectivamente (COSTA et al., 2016).

5.1.6. Precisao (repetibilidade e precisao intermediaria)

A precisao foi avaliada em termos da repetibilidade e da precisao intermediaria.
A repetibilidade refere-se ao grau de concordancia entre medigdes repetidas da
mesma amostra sob as mesmas condicées de operagdo, enquanto a precisao
intermediaria refere-se a precisdo avaliada na mesma amostra considerando as
variacbes do laboratorio (estocagem, analista, equipamento, etc). Estas variagdes
estdo relacionadas com a execucao da analise e ndo com o desenvolvimento da
metodologia.

A Tabela 5.6 apresenta os valores de coeficiente de variacdo (CV%) obtidos
na avaliacdo da repetibilidade, os quais estiveram na faixa de 0,01 — 2,33%, sendo
inferiores ao valor limite indicado para metodos analiticos por institucdes
internacionais e nacionais, demonstrando a aceitacdo do parametro repetibilidade
(AOAC, 2016; INMETRO, 2016).

A faixa de CV obtida neste trabalho foi similar a reportada por De Sa et al.
(2011) de 0,2-2,3%, e maiores que os valores de 0,03-1,66% e 0,1-1,4% reportados
por Zhang et al. (2011) e Coelho et a.l (2018), respectivamente. Por outro lado,
foram inferiores as faixas de 1,65-4,68% e 2,10-4,44% reportadas por Eyéghé-
Bickong et al. (2012) e lvanova et al. (2016), respectivamente.

Os valores de coeficiente de variacdo e recuperagdo obtidos no estudo da
estabilidade de curto prazo, estabilidade ap6s um ciclo de congelamento e
descongelamento, e analise independente por um segundo analista sao
apresentados na Tabela 5.6. Como pode se observar na tabela, todos os
coeficientes de variacao foram inferiores a 4,5%, e todos os valores de recuperacao
estiveram entre 88-108%. Esses resultados estdo em conformidade com valores de
aceitacao indicados por guias de validacao internacionais e brasileiras, indicando
uma precisao intermediaria aceitavel (AOAC, 2016; INMETRO, 2017). Portanto, é
possivel indicar a estabilidade das amostras nas condicdes de armazenamento.
Adicionalmente, os resultados obtidos por um segundo analista sugerem que nao se
tem interagao significativa entre os resultados das amostras com o analista executor,

sempre que se tenha um treinamento adequado.
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Tabela 5.6. Valores de coeficiente de variagao e recuperacao obtidos na avaliagcdo de precisdo

intermediaria

Estabilidade de curto prazo

Estabilidade apos

cliclo de

Analises realizadas por um

. Concentracao congelamento/descongelamento segundo analista
Analito “eorica (gll) Concentragao Concentragao Concentragao

estimada (g/L) CV(%)  R(%) estimada (g/L) CV (%) R(%) estimada (g/L) CV(%) ~ R(%)

0,700 0,758+ 0,013 1,57 108,3 0,761+ 0,034 4,21 108,7 0,753+ 0,032 4,03 107,5

A’?i.do 4,000 4,308+ 0,037 0,84 107,7 4,302+ 0,018 0,42 107,6 4,112+ 0,043 1,04 102,8
eitrico 8,000 8,539£ 0,080 0,94 1067 8,164£0,123 1,51  102,1 8,247£0,09 1,16  103,1
0,700 0,673+ 0,015 2,19 96,1 0,682 + 0,007 1,02 97,4 0,695+ 0,021 2,97 99,2

Glicose 4,000 4,153+ 0,016 0,38 1038 4,215+ 0,034 0,80 105,4 4,056 + 0,011 0,28 101,4
8,000 8,286+ 0,073 0,88 103,6 8,276% 0,022 0,26 103,5 8,035+ 0,099 1,23 100,4

] 0,700 0,753+ 0,011 1,40 107,6 0,678+ 0,007 1,05 96,9 0,753+ 0,033 4,40 107,6
Acido 4,000 4,275+0,021 048  106,9 4228+0,029 0,65 1057 4,064+ 0,022 0,53 1016
piruvico 8,000 8330+ 0,064 077 1041 8,647+ 0,063 0,73  108,1 79810089 111 998
0,700 0,708+ 0,019 2,63 101,1 0,670+ 0,007 1,00 95,7 0,711+ 0,019 2,74 1016

Acido 4,000 4,038+0,021 052 100,9 4,148+0,014 035  103,7 3,890+ 0,069 1,77 97,3
succinico 8,000 7,990+ 0,067 0,84 99,9 8,229+ 0,137 1,66  102,9 8,044+ 0,048 0,59  100,5
. 0,700 0,616 + 0,009 1,45 88,1 0,630+ 0,022 3,56 90,1 0,632+ 0,018 2,84 90,3
IP:c_ido 4,000 4,170 £ 0,024 0,58 104,2 4,185+ 0,032 0,77 104,6 4,201+ 0,147 3,50 105,0
atico 8,000 83400075 091 1043 8,629+ 0,128 1,48  107,8 7.976£0,103 129 997
0,700 0,665 + 0,013 1,95 94,9 0,660+ 0,008 1,28 94,3 0,704+ 0,002 0,34 100,5

Glicerol 4,000 4,166 0,017 041 1042 4,099 0,029 0,72 1025 4,068+ 0,014 034 101,7
8,000 8,280 + 0,067 0,81 103,5 8,042+ 0,032 0,39 100,5 8,056+ 0,085 1,06 100,7

. 0,700 0,711 + 0,006 0,91 101,5 0,616+ 0,003 0,47 88,0 0,690+ 0,017 2,51 98,6
ﬁcidQ 4,000 4,038+0015 037 1009 3,677+ 0,061 1,65 91,9 4,067+ 0,019 0,48 1017
ormico 8,000 8,055+0,060 075 1007 7,960+ 0,245 3,07 99,5 8.075+0,047 059  100,9
Acido 0,700 0,673 + 0,011 1,63 96,1 0,681+ 0,014 2,06 97,3 0,699+ 0,005 0,66 99,5
acético 4,000 4148 +0,019 0,45 103,7 4,051% 0,041 1,02 101,3 4,049+ 0,021 0,52 101,2
8,000 8,254 +0,069 0,84 103,2 8,015+ 0,016 0,20 100,2 8,049+ 0,054 0,67 100,6

) 0,700 0,698 +0,008 1,20 99,7 0,671+ 0,024 3,65 95,8 0,697+ 0,011 1,56 99,5
Acido 4,000 3976 +0,015 038 99,4 4,071£0,070 1,72  101,8 4,052+ 0,004 0,10 101,3
propionico 8,000 7930+0,046 058 99,1 7,965+ 0,185 2,33 99,6 8,076£0,015 0,19 1009
0,700 0,678 + 0,010 1,48 96,9 0,615+ 0,026 4,26 87,9 0,689+ 0,009 1,30 98,5

Etanol 4,000 4,008 + 0,026 0,66 100,2 3,899+ 0,068 1,73 97,5 3,966+ 0,005 0,12 99,2
8,000 7,946 + 0,083 1,05 99,3 7,698+ 0,034 0,44 96,2 7,955+ 0,033 0,42 99,4

intermediaria menos detalhados. Por exemplo, De Sa et al. (2011) estudaram a
precisao
congelamento/descongelamento;

Comparativamente, alguns autores tem apresentado estudos de precisao

R (%): recuperagao em percentagem; CV (%): coeficiente de variagdo em percentagem.

Ivanova et al

intermediaria s6 pela analise de amostras apdés um ciclo de
(2016)
similares de forma continua por cinco dias; Costa et al. (2016) apresentaram o

analisaram amostras

desempenho da metodologia nas maos de um segundo analista. Nos trés casos, 0s

autores apresentaram os coeficientes de variagdo como Unico indicador da precisao

intermediaria.
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5.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DAS CEPAS BACTERIANAS

A Figura 5.2 apresenta imagens do aspecto macroscépico das coldnias de
Actinobacillus succinogenese e Basfia succiniciproducens em meio Agar TSB apos
incubacao a 37°C por 24 horas. Como ilustra a figura, as colénias de ambas as
espécies se apresentaram morfologicamente semelhantes, sendo pequenas
(didametro aproximado de 1 mm), de coloragdo acinzentada, translucida, de forma
arredondada, de bordas bem definidas, elevagcdo convexa, estrutura granulosa e
aspecto muscilaginoso. Esta descricdo esta em consonancia com o reportado no
Manual de Bergey para o género Actinobacillus. Devido a mais recente identificagcao

do género Basfia, ndo se tem descri¢cdo atualizada no Manual de Bergey.

Figura 5.2. Crescimento em meio sélido TSB das cepas (A) Actinobacillus succinogenes 130Ze
(B) Basfia succiniciproducens JF4016 apés 24 de incubacao a 37°C

Entretanto, microscopicamente as duas cepas bacterianas apresentaram
caracteristicas morfo-tintoriais diferenciadas (Figuras 5.3 e 5.4.). As observagdes
microscopicas das células de Basfia succiniciproducens JF4016, em preparagdes
fixadas e coradas pela técnica de Gram, revelaram formas de bacilos pequenos
Gram-negativos, para cultivos em meio Agar-TSB e caldo TSB, ap6s 12 e 24 horas
(Figura 5.3).
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Figura 5.3. Caracteristicas morfo-tintoriais da cepa B. succiniciproducens JF4016 cultivada em
diferentes meios e tempo de incubagéo. (A) meio Agar TSB por 12 horas; (B) meio Agar TSB por 24
horas; (C) caldo TSB por 12 horas; (D) caldo TSB por 24 horas. Imagens microscépicas com aumento
de 1000x

Por sua vez, as preparacbes das células de A. succinogenes cultivadas em
meio sélido por 12 horas (Figura 5.4A) se observaram como cocobacilos Gram-
negativos, predominantemente isolados e aos pares, com raras cadeias curtas. Essa
forma e agrupamentos foram visiveis ap6s 24 horas, porém, a maioria das células se
apresentaram Gram-positivas (Figura 5.3B). Similar comportamento foi observado
em preparacdes microscépicas de células crescidas em meio liquido (Figuras. 5.2C-
D), mostrando uma caracteristicas Gram variavel para esta cepa. Esta variagdo na
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coloracdao Gram foi observada em cultivos repetidos, diferente do reporte geral da
literatura, que descreve mesmo as células de A. succinogenes em 24 h de cultivo

como Gram-negativas (GUETTLER et al., 1999).
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Figura 5.4. Caracteristicas morfo-tintoriais da cepa Actinobacillus succinogenes 130Z cultivada em
diferentes meios e tempo de incubacgao. (A) meio sélido TSB por 12 horas; (B) meio s6lido TSB por
24 horas; (C) caldo TSB por 12 horas; (D) caldo TSB por 24 horas. Imagens microscépicas com
aumento de 1000x

Sabe-se que a coloracdo de Gram é uma técnica de diferenciacao de espécies
bacterianas em dois grandes grupos —Gram-positivas e Gram-negativas- com base
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nas propriedades quimicas e estruturais das paredes celulares (SALTON, 1963). A
parede de células Gram-positivas, devido a alta quantidade de peptidioglicana,
apresenta maior tendéncia de reter o complexo iodopararosalina, formado pela
interacdo do cristal violeta com o iodo, diferente da parede das Gram-negativas,
constituida de camada delgada de peptidioglicana e membrana externa. Por conta
disso, na lavagem com alcool etilico (reagente Gram lll), ao dissolver os lipideos da
membrana externa da parede celular das bactérias Gram-negativas, se promove a
liberacdo do complexo iodopararosalina. Portanto, as caracteristicas da parede
celular sao determinantes na resposta das células a coloragdo. No entanto, a
distincao entre as bactérias nem sempre € possivel uma vez que algumas espécies
podem responder inadequadamente a coloragdo, tendo-se como variacao
comumente reportada que células Gram-positivas passam a se apresentar como
Gram-negativas. Contrario a isto, tem-se que enzimas liticas excretadas
normalmente por culturas envelhecidas podem causar danos a membrana externa
ou membrana lipoproteica de células Gram-negativas, sendo possivel ter alteracdes
na permeabilidade da parede, levando a um falso resultado Gram-positivo como o
observado nas celulas de A. succinogenes. Porém, algumas espécies bacterianas
podem se apresentar como Gram variaveis inclusive em condi¢cdes 6timas de
crescimento (BEVERIDGE, 1990).

5.3. CINETICA DE CRESCIMENTO PARA PADRONIZAGCAO DE INOCULO

As duas culturas bacterianas foram criopreservadas (-80°C) para conservacao
a longo prazo e obtencdo de um estoque celular que permitesse uma condicao
relativamente homogénea para inicio das diferentes etapas experimentais. A
estratégia adotada para preparacdo dos indculos utilizados nas diferentes
fermentacées desenvolvidas neste trabalho incluiu duas etapas consecutivas: (i)
ativacdo das células criopreservadas em caldo TSB e (ii) propagagdo no meio
definido (MQDI), durante o tempo definido segundo cinética de crescimento de cada
cepa bacteriana.

O meio TSB foi utilizado para ativagao celular considerando as caracteristicas
fastidiosas das duas cepas bacterianas e recomendagcbes do banco de

Jaramillo, £L.YA.



84

micro-organismos DSMZ. O tempo de incubacao para ativacdo celular foi de 15
horas, obtendo-se um valor ODggo em torno de 0,4 para as duas bactérias ao longo
do tempo de pesquisa. Diversos autores tém usado diretamente como inéculo da
etapa fermentativa células ativadas em meio TSB ou BHI, com tempos de incubagéo
entre 24-48 horas para A. succinogenes (VLYSIDIS et al., 2009; VLYSIDIS et al.,
2011; BARROS et al., 2013; VAN HEERDEN e NICOL, 2013; BEVILAQUA et al.,
2015) e entre 12-17 horas para B. succiniciproducens (SALVACHUA et al., 2016;
PATERAKI et al., 2016).

Outros autores realizaram diretamente a ativacdo do material celular
criopreservado em meios de composi¢cdao quimica definida, similar ao usado neste
estudo, usando como inéculo células cultivadas entre 8-24 horas (LEE et al, 2001;
BRETZ, 2015; CHOI et al., 2016; LEE et al., 2016; SCHOLTEN e DAGALE., 2008;
SCHOLTEN et al., 2009; CARVALHO et al., 2014).

Na Figura 5.5 é apresentada a cinética de crescimento da cepa A.
succinogenes 130Z no meio de propagacao (MQDI). Pode-se observar uma fase lag
de 2 horas, provavelmente devido a composicao diferenciada entre os meios de
ativacdo e propagacao. A fase de crescimento exponencial apresentou uma taxa
especifica de crescimento estimada px= 0,63 (h™) e tempo de geracdo g= 1,1 h,
sendo a fase estacionaria atingida apds 10 horas de incubagédo, com um rendimento
celular maximo Yxs = 0,130 g/g. De forma geral, foi observado um crescimento
rapido, com producdo de metabdlitos associada ao crescimento celular, com
floculacédo e formacéao de agregados celulares (pellets) no final da fase exponencial.
De acordo com a cinética obtida (Figura. 5.5), foi estabelecido um tempo de 7 horas
para propagacao celular, a fim de evitar formacao de pellets. Desta forma, o tempo
total para preparacao do in6culo de A. succinogenes 130Z foi de aproximadamente
22 horas; valor menor aos tempos indicados por outros autores (VLYSIDIS et al.,
2009; VLYSIDIS et al., 2011; BARROS et al., 2013; CARVALHO et al., 2014).
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Figura 5.5. Cinética de crescimento para A. succinogenes 130Z em meio MQDI sob condicao
reduzida de oxigénio a 37°C e 130 rpm

A Figura 5.6 mostra a cinética de crescimento da cepa B. succiniciproducens
JF4016 no meio de propagacao (MQDI). Pode-se observar uma fase lag de 4 horas.
A fase de crescimento exponencial apresentou valores estimados de p= 0,36 h'' e
g=1,9 h. J4 a fase estacionaria foi atingida apds 10 horas de incubacao, com um
rendimento celular maximo Yyx;s = 0,180 g/g.

Embora tenha-se observado uma fase de adaptacdo maior que para
A. succinogenes, as duas cepas apresentaram perfis de crescimento analogos, com
formacdo de pellets no final da fase exponencial e producdo associada ao
crescimento. De acordo a cinética obtida (Figura. 5.6), foi estabelecido um tempo de
8 horas para propagacao, semelhante ao tempo de incubacéo indicado por Scholten
et al. (2009) e Kuhnert et al. (2010) usando meios de composicao similar ao usado
neste trabalho. O tempo total para preparacao do inéculo para B. succiniciproducens
foi de aproximadamente 23 h. Este tempo € inferior ao indicado por Salvachua et al.

(2016), de 34 horas, também incluindo as etapas de ativacao e propagacao.
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Figura 5.6. Cinética de crescimento para B. succiniciproducens JF4016 em meio MQDI sob condicao
reduzida de oxigénio a 37°C e 130 rpm

A totalidade dos experimentos foi realizada com um indculo correspondente a
fase exponencial, assegurando uma alta atividade metabdlica e arraste minimo de
metabdlitos do meio de propagacdo para o meio de producao, tendo valores de
densidade éptica similares ao longo das diferentes etapas experimentais.

Este trabalho de pesquisa centrou-se na avalicdo de fatores nutricionais no
meio de produgdo para aproveitamento de glicerina bruta como fonte de substrato.
Assim, foi estabelecida a preparacdo de in6culos usando o meio MQDI para
obtencédo de uma maior densidade celular, como reportado por Vlysis et al. (2011) e
Carvalho et al. (2014) para A. succinogenes; por Scholten et al. (2009) para B.
succiniciproducens; e também por Lee et al. (2001) e Bretz (2015) para A.
succiniciproducens. Cabe indicar que nao foram realizados processos de adaptacao
natural das cepas, ja que este € um outro tema de pesquisa que requer diversas
etapas experimentais com monitoramento em linha, ficando assim fora do alcance
deste trabalho.
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5.4. AVALIACAO PRELIMINAR DA CAPACIDADE FERMENTATIVA DAS CEPAS
A. succinogenes 130Z E B. succiniciproducens JF4016

5.4.1. Determinacao dos metabdlitos envolvidos na producao fermentativa de
acido succinico

Na Tabela 5.7 sado apresentados os resultados das fermentacées com
suprimento indireto de CO,, em frascos agitados, para a cepa A. succinogenes
130Z, usando comparativamente glicose, glicerol e glicerina bruta como fontes de
substrato. Apds 12 horas, foi observado o consumo quase total da glicose,
correspondendo a 95%. De acordo com Pateraki et al. (2016), o processo de
metabolizacdo de glicose na via glicolitica por A. succinogenes envolve a
fosforilacdo da glicose, seguida de outras etapas enzimaticas que levam a formacgéao
de fosfoenol piruvato (PEP), onde se mantém a reciclagem de equivalentes redox,
permindo uma boa metabilizacdo deste substrato.

Tabela 5.7. Consumo de substrato e produg¢édo de metabdlitos por A. succinogenes 130Z a partir de
glicose, glicerol e glicerina bruta para 12 horas de fermentagao em frascos, com suprimento indireto

de CO,
Fonte carbono Glicose Glicerol Glicerina Bruta
Consumo de substrato (g/L) 9,552 +0,060  1,753+0,178 1,616 +0,174
Acido succinico (g/L) 3,572 £ 0,052 0,427 £ 0,024 0,402 + 0,019
Acido acético (g/L) 2,327 + 0,076 0,536 + 0,011 0,412 £ 0,023
Acido formico (g/L) 1,529 £ 0,050 0,577 0,010 0,541 +£0,014
Acido Iatico (g/L) 0,523 +0,028 0,109 + 0,008 0,074 + 0,005
Acido citrico (g/L) 0,766 + 0,052 <LD? <LD?
Acido piravico (g/L) 0,586 + 0,008 <LD? <LD?
Acido propiénico (g/L) 0,109 £0,012 0,037 + 0,002 <LQ®
Etanol (g/L) <LQ° <LQ® <LQ®
Rendimento &cido succinico (g/g) 0,374 0,244 0,249
Produtividade acido succinico (g/L.h) 0,298 0,036 0,034

2LD: limite de deteccdo (ver valores na Tabela 5.4).
® LQ: limite de quantificagao (ver valores na Tabela 5.4).
Rendimento: g de &cido succinico formado/ g de substrato consumido.

Apesar do alto consumo de glicose, a producdo de acido succinico 3,572 g/L
esteve acompanhada principalmente pela cogeracao dos acidos acético (2,327 g/L)
e formico (1,529 g/L).
acidos citrico, latico, piravico e propidnico foram produzidas. Desta forma, o acido

Adicionalmente, pequenas quantidades de etanol e dos

succinico representou somente 37% do total de produtos gerados, indicando uma
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baixa carboxilagdo do PEP. Assim, o desvio C3 foi o caminho metabdlico
preferencial, onde o PEP é convertido em piruvato, e posteriormente, a oxidagédo do
piruvato leva a sintese de acidos monocarboxilicos e alcoois (McKINLAY et al.,
2010; DESSIE el at., 2018).

Por outro lado, o consumo de substrato por A. succinogenes 130Z usando
glicerol e glicerina bruta foi de aproximadamente 17%. O baixo consumo das
moléculas de glicerol esta relacionado com alteracées do balango redox, devido ao
excesso de equivalentes redutores gerados durante a assimilacao do glicerol, a qual
€ realizada no metabolismo de A. succinogenes 130Z exclusivamente pela sintese
de glicerol 3-fosfato e posterior formacdo de dihidroxiacetona fosfato (DHAP),
envolvendo a geracao de equivalentes redutores, os quais ndo podem ser reciclados
naturalmente (SCHINDLER et al, 2014; CARVALHO et al., 2014), limitando o
consumo de glicerol como observado na Tabela 5.7.

Apesar do baixo consumo de substrato, pequenas quantidades de acido
succinico foram geradas, obtendo-se 0,427 g/L a partir de glicerol e 0,402 g/L a
partir de glicerina bruta, correspondendo a um rendimento médio de 0,24 g/g e
produtividade de 0,03 g/L.h. O acido succinico representou aproximadamente 25%
do total de produtos gerados, tendo-se nas fermentacées com glicerol e glicerina
producdo equivalente dos acidos acético e formico (Tabela 5.7). Este
comportamento indica que o PEP foi catabolizado preferencialmente pela rota
metabdlica C3, similarmente ao observado quando a glicose foi empregada como
substrato. Também, foram encontrados acido propidnico e etanol em quantidades
inferiores a seus limites de quantificagdo, enquanto os &acidos pirtvico e citrico ndo
foram detectados.

Em suma, houve uma maior variedade de metabdlitos pela fermentacado da
glicose em comparacao as fermentacbes de glicerol e glicerina bruta. Assim,
considerando ainda que as mesmas condi¢cdes operacionais foram mantidas nas
fermentacdes dos diferentes substratos, € possivel indicar que ha influéncia do tipo
de substrato sobre a distribuicdo de metabdlitos produzidos por A. succinogenes
130Z.

A Tabela 5.8 apresenta o0s resultados das fermentacbes por
B. succiniciproducens JF4016. Analogamente ao observado para A. succinogenes
130Z, foi observado um alto consumo de glicose (>85%). No entanto, a producéo de
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acido succinico (4,283 g/L) foi bem superior, representando em torno de 50% do
total de produtos formados, embora também tenha tido cogeracao de acido acetico
(2,650 g/L) e acido férmico (1,406 g/L). Quantidades minimas de acido latico e
etanol foram produzidas, e os acidos piruvico e citrico ndo foram detectados.

Tabela 5.8. Consumo de substrato e produgédo de metabdlitos por B. succiniciproducens JF4016 a
partir de glicose, glicerol e glicerina bruta para 12 horas de fermentagao em frascos, com suprimento

indireto de CO,
Fonte carbono Glicose Glicerol Glicerina Bruta
Consumo de substrato (g/L) 8,587 +0,114 3,806 +0,074 3,458 +0,072
Acido succinico (g/L) 4,283 +0,034 2,605 +0,091 2,518 + 0,019
Acido acético (g/L) 2,650 £ 0,021 0,598 £ 0,013 0,478 £0,017
Acido férmico (g/L) 1,406 £0,075 0,336 +0,014 0,236 £0,013
Acido latico (g/L) 0,104 +0,025 0,115+0,017 <LQ®
Acido citrico (g/L) <LD? <LD? <LD?
Acido pirtvico (g/L) <LD? <LD? <LD?
Acido propionico (g/L) <LQ° <LQ° <LQ°
Etanol (g/L) 0,062 + 0,004 <LQ" <LQ"
Rendimento &cido succinico (g/g) 0,499 0,684 0,728
Produtividade acido succinico (g/L.h) 0,357 0,217 0,210

2 LD: limite de deteccgéo (ver valores na Tabela 5.4).
® LQ: limite de quantificagao (ver valores na Tabela 5.4).
Rendimento: g de &cido succinico formado/ g de substrato consumido.

Usando glicerol e glicerina bruta, foi observado um consumo de substrato em
torno de 37% por B. succiniciproducens JF4016, maior que o observado para
A. succinogenes 130Z. Isto se deve possivelmente a assimilacado das moléculas de
glicerol no metabolismo de B. succiniciproducens JF4016 por dois caminhos
paralelos para sintese de DHAP, um deles com formacéao de glicerol 3-fostato como
intermediario, presente na A. succinogenes 130Z, e um segundo envolvendo a
dihidroxiacetona (DHA) como intermediario (SCHINDLER et al., 2014).

As fermentacbes de glicerol e de glicerina bruta por B. succiniciproducens
JF4016 resultaram em producdes de &cido succinico de 2,605 g/L e 2,518 ¢g/L,
respectivamente, representando aproximadamente 80% do total de produtos
gerados, com valores médios de rendimento de 0,71 g/g e de produtividade 0,22
g/L.h. Embora o acido succinico tenha sido o principal produto da fermentacéo,
também foi observada a geracdo de metabdlitos correspondentes ao desvio C3, em

particular os acidos férmico e acético.

Jaramillo, £L.YA.



90

A producdo de acido acético por B. succiniciproducens JF4016 foi similar a
obtida com A. succinogenes 130Z para fermentacao de glicerina bruta, enquanto a
producédo de acido férmico diminuiu significativamente (49%). Etanol, acido latico e
acido propiénico se apresentaram abaixo dos limites de quantifacagdo (<LQ). Os
acidos piravico e citrico ndo foram detectados, similarmente ao observado para
glicose, sugerindo que esses acidos atuam s6é como metabdlitos intermediarios sem
ser excretados pelas células (BECKER et al., 2013).

Nas fermentacao de glicerina bruta, glicerol e glicose por B. succiniciproducens
JF4016 foi observada a formacdo dos mesmos metabdlitos -acidos succinico,
acético, formico, latico, propidnio e etanol-, corroborando a distribuicao reportada por
Scholten e Dagele (2008), usando uma cepa de B. succiniciproducens DD1.
Portanto, diferentemente de A. succinogenes 130Z, o tipo de substrato ndo afetou a
distribuicdo dos metabdlitos sintetizados por B. succiniciproducens JF4016.

5.4.2. Adapatacao e montagem do sistema para desenvolvimento de ensaios
de fermentacao em frascos agitados com surpimento direto de CO, gasoso

Para a realizagdo dos ensaios em frascos agitados com suprimento direto de
CO. gasoso foi realizada a adaptacdo de um sistema operacional que permitisse
manter de forma continua as condicées de temperatura, agitacao e borbulhamento
de gas no interior do meio de producdo. A Figura 5.7 apresenta o sistema,
composto por uma incubadora de bancada refrigerada tipo Shaker (modelo CT-712
de marca Cientec), ao qual foi adapado um sistema de distribuicdo e injecao de gas.

O sistema de injecao de gas foi alimentado por um cilindro contendo CO,
industrial com pureza superior a 99%. A saida de gas foi controlada com uma
valvula ligada a um manémetro e um fluxémetro. A distribuicido de gas para todos os
frascos foi realizada pelo acoplamento de mangueiras plasticas com valvulas para
regular a saida de gas em cada frasco. A injecdo do gas no interior dos frascos se
realizou através de agulha tipo cateter conectada a um filtro hidrofébico de 0,22 pum
pelo qual passava previamente o gas. Para evitar pressurizagdo excessiva do
sistema, se tinha uma saida de gas através de uma agulha de menor calibre
conectada a um filtro hidrofobico de 0,22 um.
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Figura 5.7. Sistema para desenvovimento de ensaios de fermentagao em frascos agitados com
suprimento direto de CO,

Foram usados filtros hidrofébicos para evitar a entrada e saida de material
aquoso evitando contaminacao pelo ambiente externo. Para cada corrida de ensaios
foram usados agulhas e filtros estéreis, os quais foram conectados aos frascos em
ambiente estéril dentro de fluxo laminar, evitando-se a contaminacdo durante os

ensaios de fermentagéo.

5.4.3. Producao comparativa de acido succinico por A. succinogenes 130Z e
B. succiniciproducens JF4016 nas condicoes de suprimento indireto e direto
de CO;

Na Tabela 5.9 sdo apresentados o consumo de substratos e formagdo dos
principais metabdlitos apds 12 horas de fermentacédo por A. succinogenes 130Z, os
quais apresentam comportamento similar ao observado anteriormente. Segundo a
tabela, houve um consumo de glicose entre 90-95%, ratificando a facil
metabolizacdo deste substrato tradicional. Para glicerol e glicerina bruta foi
observado um consumo de substrato entre 15-23%, mostrando novamente uma
baixa capacidade natural de A. succinogenes 130Z para assimilagdo de moléculas
de glicerol, independente da forma de suprimento de CO.,
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Tabela 5.9. Consumo de substrato e formacao de produtos a partir de glicerina bruta, glicerol e
glicose por A. succinogenes 130Z para 12 horas de fermentagdes de frascos agitados, com
suprimento indireto e direto CO,

Fonte de substrato Glicerina bruta Glicerol Glicose
Suprimento  * Suprimento | Suprimento * Suprimento Suprimento * Suprimento
indireto CO- direto CO» indireto CO, direto CO» indireto CO, direto CO,

Consumo de substrato (Mg/L) | 173876 + 86 2272,83+95 | 1526,18 +98 2141,27 + 102 | 903523 + 108 9458,20 + 92
Acido succinico (mg/L) 500,92 +34 507,68+22 | 384,77+19  48361+27 | 3389,01+62 365526 +82
Acido acético (mg/L) 606,98 +10 591,73+14 | 596,80 +12 56577 +19 | 2138,67+71 222258 +39
Acido férmico (mg/L) 307,59 +4  24887+16 | 360,69+12  261,20+3 1632,95+60  1568,67 + 47
AS?#/AA® (concentragio) 0,83 0,86 0,64 0,85 1,58 1,64
AS/AF° (concentragéo) 1,63 2,04 1,07 1,85 2,08 2,33
Rendimento AS (mg/mg) 0,29 0,22 0,25 0,23 0,38 0,39
Produtividade AS (mg/L.h) 41,74 42,31 32,06 40,30 282,42 304,61

2 acido succinico; ° 4cido acético; © acido férmico.

As concentracdes de acido succinico obtidas a partir de glicerina foram
similares nas duas condicoes de suprimento de CO, (500,92 e 507,68 mg/L). Porém,
a partir de glicerol, a concentracdo de acido succinico teve um leve aumento para a
condigédo de suprimento direto CO,, sendo o valor de 483,61 mg/L similar ao obtido
na fermentagao da glicerina. Portanto, para as duas condides de suprimento de CO,
foi atingido um rendimento médio de 0,25 mg/mg. O &acido succinico nao foi o
principal produto, representando apenas 36% do total de produtos quantificados,
havendo o favorecimento do desvio metabdlico C3, com formacéo de acido acético
como produto principal.

As concentragdes de acido succinico obtidas por A. succinogenes 130Z sao
similares a valores reportados por Barros et al. (2013) usando glicerol puro. Os
autores apresentam concentracdes de acido succinico de 380 mg/L e 490 mg/L
para condicdes aerObias e anaerbbias, respectivamente, apdés 48 horas de
fermentacao. Carvalho et al. (2014), usando glicerol puro, obtiveram uma producao
de acido succinico de 360 mg/L, com consumo de substrato de 1640 mg/L e
rendimento 0,21 mg/mg para 24 horas de processo.

Apesar das baixas concentragdes de acido succinico obtidas neste grupo de
(AS/AA)
succinico/acido férmico (AS/AF) aumentaram com o uso de glicerina bruta, em

fermentacdes, as relacbes acido succinico/acido acético e acido

relacdo ao glicerol, sugerindo de forma preliminar que as impurezas presentes na
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glicerina bruta n&o tiveram um forte efeito inibitorio na atividade metabdlica de A.
succinogenes 130Z.

Como se esperava, a glicose como substrato de referéncia foi mais facilmente
metabolizada por A. succinogenes 130Z. Para esse substrato, a producao de acido
succinico foi de 3655 mg/L, que ainda sendo maior do que as obtidas nas
fermentacoes de glicerol e glicerina, s6 representou 47% dos produtos, mantendo-se
o favorecimento do desvio C3. A producdo de acido succinico ndao apresentou
variacdo consideravel em funcao do tipo de suprimento de CO, em concordancia
com Zou et al. (2011) para fermentacdo de glicose por A. succinogenes ATCC
55618.

As baixas concentragdes e rendimentos de acido succinico por A.
succinogenes 130Z observadas na condicdo de suprimento direto de CO, podem
estar relacionadas com uma ineficiente dissolucao do CO. no meio de producéo, a
possivel producéao de acido carbdnico pela reacao do CO, com 0 meio aquoso e/ou
baixa atividade da enzima fosfoenol carboxiquinase responsavel pela carboxilacao
do PEP, nas condicbes operacionais avaliadas (TAN et al., 2018).

Tabela 5.10. Consumo de substrato e formagao de produtos a partir de glicerina bruta, glicerol e
glicose por B. succiniciproducens JF4016 para 12 horas de fermentagdes em frascos agitados, com
suprimento indireto e direto CO,

Fonte de substrato Glicerina bruta Glicerol Glicose
Suprimento * Suprimento Suprimento * Suprimento Suprimento * Suprimento
indireto CO» direto CO, indireto CO, direto CO» indireto CO, direto CO,

Consumo de substrato (Mg/L) | 264573+ 103 328259 + 114 | 2608,03+86 3766,94 +93 | 838341 +48 8200,14 + 34
Acido succinico (mg/L) 1800,61+34  2486,09+27 | 1469,33+54 2572,93+63 | 4293,11+86 431255+ 75
Acido acético (mg/L) 427,33 £ 18 393,00 +17 | 49150+13  49532+21 | 237402+67 2204,43 +48
Acido férmico (mg/L) 253,10 +3 20460+9 | 350,63+10  306,54+13 | 1569,33+83 1378,07 +95
AS?/AA® (concentragio) 4,21 6,33 2,99 5,19 1,81 1,96
AS/AF° (concentragéo) 7,11 12,15 4,19 8,39 2,74 3,13
Rendimento AS (mg/mg) 0,68 0,76 0,56 0,68 0,51 0,53
Produtividade AS (mg/L.h) 150,05 207,17 122,44 214,41 357,76 359,38

2 4cido succinico; © acido acético: ¢ acido férmico.

A Tabela 5.10 apresenta os resultados das fermentacdées em frascos agitados
por B. succiniciproducens JF4016 com suprimento indireto e direto de CO,, apds 12
horas. Usando glicerina bruta e glicerol, o consumo de substrato foi entre 26-38%,
mostrando novamente melhor capacidade natural para assimilagdo deste substrato,

em relacdo ao observado para A. succinogenes 130Z. A producdo de &acido
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succinico a partir de glicerol variou entre 1469,33 mg/L e 2572,93 mg/L, mostrando
aumento de 75% na concentracdo e 21% no rendimento com suprimento direto de
CO.. Usando glicerina, foi atingida uma concentracdo de 2486,09 mg/L com
suprimento direto de CO,, representando um aumento de 38% na concentracdo e
12% no rendimento obtidos com suprimento indireto de CO.,

O &cido succinico foi o principal metabdlito produzido por B. succiniciproducens
JF4016 a partir de glicerina e glicerol, representando em torno de 76% do total de
bioprodutos. A distribuicdo dos metabdlitos produzidos por B. succiniciproducens
JF4016 a partir de glicerina bruta e glicerol foi similar, sugerindo que as impurezas
da glicerina ndao tém um forte efeito inibitorio no metabolismo bacteriano.

Além da maior producéo de acido succinico, as relagcdes AS/AA e AS/AF foram
melhores em comparacao a A. succinogenes 130Z. Para fermentacéo da glicerina, a
relacdo AS/AA aumentou cerca de sete vezes, enquanto a relagdo AS/AF aumentou
cerca de seis vezes (Tabelas 5.9 e 5.10).

O suprimento direto de CO, gasoso mostrou um claro efeito positivo na
producao de acido succinico a partir de glicerina e glicerol por B. succiniciproducens
JF4016, sugerindo sua maior capacidade de producao desse acido, que pode estar
relacionada a atividade de duas enzimas PEP carboxilantes — PEP carboxilase e
PEP carboxiquinase- no metabolismo de B. succiniciproducens JF4016, as quais
direcionam para a via metabdlica C4, enquanto s6 uma delas esta presente no
metabolismo de A. succinogenes 130Z (BECKER et al., 2013; PATERAKI et al,,
2016).

Por outra parte, apesar da concentracdo de acido succinico ter sido maior
usando glicose (Tabela 5.10), representou 54% dos produtos, com rendimento de
0,53 mg/mg. Esse rendimento foi inferior ao obtido a partir de glicerina bruta
(0,76 mg/mg) para suprimento direto de CO.. Desta forma, tem-se que o uso de
glicerina por B. succiniciproducens JF4016 favoreceu a formacdo de &cido
succinico, conforme sugerido para este substrato por Clomburg e Gonzales, (2013).

De forma geral, para as duas cepas bacterianas foi observado um consumo de
substrato limitado quando empregados glicerina e glicerol. Isto pode estar
relacionado com o acumulo de equivalentes redox (dinucleétido de flavina e adenina,
FAD) durante a formacdo de DHAP, o que limita o reciclo natural dessas espécies
quimicas no citoplasma, restringindo a regeneracdo da forma reduzida FADH,. De
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modo a promover o consumo de substrato com reciclo de FADH,, é indicada a
incorporacdo ao meio de um aceptor final de elétrons, como dimetilsulfoxido,
fumarato, nitrato, nitrito, extrato de levedura, polipeptona ou estabelecer condi¢cdes
microaerobicas (SCHINDLER et al.,, 2014). Na pratica industrial, o aceptor de
elétrons deve satisfazer as seguintes condigdes: (i) baixo custo, (ii) compativel com o
metabolismo microbiano e (iii) ndo interferir nas etapas de recuperacao.

Apesar do interesse na bioproducdo de &cido succinico pelo uso de fontes
alternativas de substrato, sdo ainda poucos os estudos que contemplam o
aproveitamento de glicerina bruta. Trabalhos com cepas produtoras naturais
apresentam valores de produtividade de 87 mg/L.h e 320 mg/L.h para
Anaerobiospirillum  succiniciproducens (BRETZ, 2015) e A. succinogenes
(SCHINDLER et al. 2014), respectivamente. Outros estudos com cepas
recombinantes tém mostrado produtividades de 270 mg/L.h  com Y. lipolytica
(YUZBASHEV et al., 2010) e de 130 mg/L.h para M. succiniciproducens (CHOI et al.,
2016). Assim, os resultados obtidos nesta etapa demonstram o potencial para o
aproveitamento de glicerina bruta para producdo de acido succicnico por cepas

naturais.

5.5. CARACTERISTICAS DA GLICERINA BRUTA

A caracterizacao da glicerina bruta usada neste trabalho é apresentada na
Tabela 5.11. O conteddo de glicerol de 73,4% estd em concordancia com valores
reportados na literatura, entre 60-80%, para glicerina bruta oriunda de 6leos vegetais
(THOMPSON e HE 2006; AYOUB e ABDULLAB., 2012). As baixas quantidades de
acidos graxos livres (<1,5%) e alcool (0,07%) sao remanescentes da reagao de
transesterificagao.

Embora nao se tenha informacéao especifica do processo industrial que originou
a glicerina, a analise elementar permite fazer algumas conjecturas a respeito do tipo
de impurezas. A presenca de Na, Cl, K e P indicam a presenca de sais como NaCl,
NaoHPOs, NaH,PO, e K,HPO4 O cloro e o enxofre presentes podem ser
provenientes dos acidos cloridrico ou sulfarico, usados tradicionalmente nas etapas

de neutralizacdo do processo de producao de biodiesel, estando provavelmente na
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forma ibnica ClI"'e SO4". Outros elementos metalicos podem ser derivados da materia

prima e catalizadores usados neste processo.

Tabela 5.11. Caracterizacdo da glicerina bruta

Caracteristica Valor
Densidade (g/L) a 25°C 1,22
Glicerol [ % (m/m)] 73,4
Agua [ % (m/m)] 21,2
Triglicerideos [ % (m/m)] 1,50
Metanol [ % (m/m)] 0,04
Etanol [ % (m/m)] 0,03
Enxofre [ % (m/m)] 0,04
Cloro [ % (m/m)] 1,15
Saodio [ % (m/m)] 2,18
Nitrogénio [ % (m/m)] 0,44
Aluminio (mg/kg) 163,7
Ferro (mg/kg) 29,5
Célcio (mg/kg) 58,7
Potassio (mg/kg) 89,3
Fosforo (mg/kg) 48,4
Magnésio (mg/kg) 5,8
Manganés (mg/kg) < 1,00
Silicio (mg/kg) < 6,00
Zinco (mg/kg) < 6,00
Bario (mg/kg) < 6,00
Cadmio (mg/kg) <1,00
Cromo (mg/kg) <1,00
Arsénio (mg/kg) < 1,00
Cobalto (mg/kg) < 1,00
Niguel (mg/kg) < 1,00
Mercurio (mg/kg) < 1,00
Chumbo (mg/kg) < 2,00
Vanadio (mg/kg) < 4,00
Cobre (mg/kg) <1,00

*Analises realizadas nos laboratorios da Petrobras e do Cetem.

As impurezas presentes na glicerina bruta podem afetar o metabolismo
microbiano, tanto no crescimento celular, quanto na producdo de metabdlitos,
dependendo da concentracdo e caracteristicas de cada micro-organismo. Em alguns
casos sao considerados toxicos ou recalcitrantes (CHATZIFRAGKOU e
PAPANIKOLAOU, 2012; VIANA et al., 2012). Por outra parte, alguns elementos
presentes na glicerina bruta, dependendo da sua forma quimica, poderiam ser
utilizados como macro e micronutrientes por micro-organismos durante processos
fermentativos (THOMPSON e HE, 2006; TAN et al., 2013; QUISPE et al., 2013).
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5.6. EFEITO DOS COMPONENTES NUTRICIONAIS E DAS IMPUREZAS
PRESENTES NA  GLICERINA BRUTA NO DESEMPENHO DE
A. succinogenes 130Z E B. succiniciproducens JF4016

Considerando o interesse no uso da glicerina bruta como fonte alternativa de
substrato em processos fermentativos, e a caréncia de estudos relacionados ao
efeito das impurezas da glicerina na producdo de acido succinico e nos
requerimentos nutricionais de cepas naturalmente produtoras, foram realizados
planejamentos experimentais do tipo Packett-Burman (PB). Os planejamentos
consideraram variagdes nutricionais no meio de fermentacdo, usando de forma
independente glicerol e glicerina, para cada uma das cepas, na condicao de
suprimento indireto de CO,, e mantendo fixas as quantidades de substrato e do

agente neutralizante.

5.6.1. Desempenho de A. succinogenes 130Z

Na tabela 5.12 sdo apresentados os resultados referentes a producao de acido
succinico e ao consumo de substrato a partir de glicerol e glicerina bruta por
A. succinogenes 130Z, dos planejamento PB. De forma geral, os dois planejamentos
mostraram perfis de resposta similares entre si, sendo possivel observar mudancas
na producédo de acido succinico em funcao dos fatores nutricionais.

A partir de glicerol, a concentragao de acido succinico variou entre 341,40 mg/L
e 1909,28 mg/L, alcangando um aumento de até 5 vezes em relagdo ao valor obtido
nos ensaios anteriores em condigcdo de suprimento indireto de CO, (Tabela 5.9).
Houve também aumento do substrato consumido, variando entre 2123,37mg/L e
7901,75 mg/L, superando em mais de 5 vezes o consumo de 1526,18 mg/L obtido
nas fermentacdes preliminares (Tabela 5.9). Embora os resultados indiqguem alta
producdo de acidos monocarboxilicos em todas as condigdes experimentais, as
variagOes nutricionais tiveram impacto na via metabdlica, com rendimentos de acido
succinico entre 0,06 mg/mg e 0,36 mg/mg. Assim, conclui-se que mudancas
nutricionais podem favorecer o direcionamento da via C4, de forma tal que além de
uma maior concentragao de acido succinico, se tem reducado na proporcao de co-
produtos, levando a redimentos 40% maiores ao estimado nas fermentagdes

preliminares (Tabela 5.9).
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Tabela 5.12. Valores experimentais resultantes dos planejamentos Plackett-Burman com glicerol e
glicerina bruta por A. succinogenes 130Z para 12 horas de fermentagédo em frascos agitados, com
suprimento indireto CO,

Planejamento Plackett-Burman Uso de glicerol P.A Uso de glicerina bruta
SRR v i el el
1 i 1 1 1 1 1 -1 -1] 1909,28 +57 0,33 5764,39 +73 | 1578,31 £ 76 0,34 4620,57 + 62
2 141 1 14 1 1 1 1| 39377x21 0,06 6158,48 +57 | 332,33 £30 0,06  5767,92 58
3 i 1 1 1 1 1 1 1 750,88 £ 16 0,10 7901,75 + 66 503,14 £ 17 0,06 8033,04 + 48
4 4 1 1 1 1 -1 1 1| 50071+38 0,08 5908,11 42 | 392,73 £23 0,07  5659,00 + 25
5 111 1 1 1 1 1 849,58 £ 19 0,38 2219,41 £ 15 654,22 + 29 0,31 2122,39 + 52
6 1 -1 1 1 1 1 1 -1] 341,40%15 0,06 5752,06 + 21 222,038 £ 11 0,05 4761,18 + 61
7 i 1 1 1 1 -1 1 1 773,72 £9 0,10 7705,84 + 23 481,29 £24 0,07 6989,69 + 28
8 it 1 1 -1 -1 1 -1 1] 1657,00+19 0,34 4859,12+75 | 1409,44 + 56 0,36 3974,88 + 19
9 it 1 1 -1 -1 -1 1 -1] 831,67+48 0,11 7311,63 £ 35 653,18 £ 50 0,09 6997,24 + 58
10 11 1 1 1 1 1 1 715,80 £ 19 0,34 2123,37 + 44 586,50 *+ 48 0,30 1985,56 + 43
11 it 1t 1 1 1 -1 -1 -1]1750,25+33 0,36 4859,33 +12 | 1150,98 + 54 0,29 3947,58 + 47
12 1 -1 1 1 1 1 -1 -1] 951,99+54 0,36 2635,44 + 16 949,29 + 55 0,34 2816,45 + 65
13 0 0 0 0 0 O O O 669,02+14 0,15 4591,90 * 45 518,16 £ 34 0,11 4849,62 + 21
14 0 0 0 0 0O O O Of 576,04x21 0,12 4685,98 £37 | 566,76 + 28 0,12 4897,07 +17
15 0 0 0 0 0O O O O 580,18+36 0,14 4203,90 * 56 574,06 + 36 0,11 5034,08 + 26

Niveis para cada fator: X; (extrato de levedura), 5,0-15,0 g/L; X» (NaH2PO,), 0,5-8,5 g/L; X3 (K2HPOQ4), 1,0-16,0
g/L; X4 (MgS04.7H20), 0,05-1,5 g/L; Xs (NaCl), 0,05-1,5 g/L; Xs (CaCl..2H20), 0,05-0,3 g/L; X7 (NaNOs), 0,2-2,0
g/L; Xg (NaHCOg), 2,0-15,0 g/L.

Para o PB usando glicerina bruta como fonte de substrato alternativa, foram
observadas variagdes na concentracdo de acido succinico entre 222,03 mg/L e
1578,31 mg/L, alcancando até 3,2 vezes a concentracdo obtida nos ensaios prévios
em similares condigdes de operacao (Tabela 5.9). O consumo de substrato atingiu
8033,04 mg/L, mostrando aumento de até 4,6 vezes o valor obtido nas fermentacdes
preliminares. O rendimento variou entre 0,05 mg/mg e 0,36 mg/mg, representando
aumentos de até 20% em relacdo as fermentacdes anteriores (Tabela 5.9) Esses
resultados confirmam o efeito das variagdes nutricionais na atividade metabdlica de
A. succinogenes 130Z, independentemente das caracteristica da fonte de substrato.

Embora os planejamentos tenham mostrado comportamento analogo, foram
observadas diferencas nos valores relativos de produgdo de acido succinico e
consumo de substrato (Tabela 5.12). Quando usada glicerina se teve uma reducao
do consumo de substrato de até 19,84% em relacao ao glicerol, o que sugere algum
tipo de interferéncia das impurezas da glicerina no mecanismo de assimilagdo de

moléculas de glicerol, seja por alteracbes na membrana celular ou na atividade
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enzimatica que leva a formacdo de DHAP. Com relacdao a producdo de &cido
succinico, o uso de glicerina levou a diminuicdo de até 38% na concentracao e 40%
no rendimento, possivelmente associado ao efeito recalcitrante das impurezas no
metabolismo energético, seja pela reducao do consumo de substrato, ou alteragdes
da atividade enzimatica envolvida na sintese de acido succinico por A.
succinogenes 130Z.

Na Figura 5.8 sdo apresentados os efeitos padronizados dos componentes
avaliados nos PB para glicerol e glicerina bruta como fontes de substrato. Similar
tipo de efeito foi observado para os componentes nos dois planejamentos, tendo-se
Xi, Xo, X5 € Xg como componentes com efeito positivo, enquanto X3 X7 e Xg
mantiveram efeito negativo. So6 foi observada uma diferenca no tipo de efeito para o
sulfato de mangesio (X4), mas considerando sua minima contribuicdo nos dois

planejamentos (< 1%) ndo representa uma diferenca significativa.

(Resposta Y: acido succinico (mg/L); a=0.05)

A partir de glicerol P.A B (Resposta Y: acido succinico (mg/L); a=0.05)

A partir de glicerina bruta
X7
12.03 —
I 1045 - &F
X1
B Fator % Contribuigio Fator % Contribuigdo
X1 3787 X1 2677
X2 0.88 _ X2 3.78
9.02 — X3 1.75 g 784 —| X3 5.1
X4 0.64 5 X1 x4 0.01
X5 213 g X5 021
X6 03 - X6 0.91
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o
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Figura 5.8. Diagrama de Pareto para o efeito dos componentes do meio na producgéao de acido por
A. succinogenes 130Z (A) a partir de glicerol P.A (B) a partir de glicerina bruta, para 12 horas de
fermentacédo em frascos agitados, com suprimento indireto CO,_m Efeito positivo;® Efeito negativo.
Xy (extrato de levedura); X, (NaH,POy); X3 (K:HPO,); X4 (MgSO4.7H20); X5 (NaCl); Xg (CaCl,.2H,0);
X7 (NaNQ3); Xg (NaHCOs3)
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A partir dos graficos de Pareto é possivel indicar uma baixa necessidade de
sais na composi¢cdo do meio producado para A. succinogenes 130Z. Mudancas no
nivel de efeito para Xs (NaCl) e X, (NaH.PO,) podem estar associadas a presenca
de sais na glicerina que ocasionariam alguma alteracdo metabdlica, como por
exemplo alteragao no equilibrio osmatico.

Foi claro o efeito do nitrato de sédio (X7) e do extrato de levedura (X4) na
producéo de acido succinico por A. succinigenes 130Z a partir de glicerol e glicerina
bruta, sendo os componentes que além da significancia estatistica apresentaram os
efeitos mais relevantes na variacdo da concentracdo de acido succinico, com
contribuicées maiores que 40% e 25%, respectivamente (Figura 5.8). Conjuntamente
X7 e Xy contriburam em 82,22% na variagao da producao de acido succinico a partir
de glicerol e 80,64 % a partir de glicerina. Assim, altas concentracées de extrato de
levedura (Xi) e baixas concentragbes de nitrato de sodio (X;) beneficiaram
notoriamente a producao de acido succinico por A. succinogenes 130Z.

O efeito destacado do nitrato de sddio (X;) esta relacionado com seu papel
como aceptor de életrons, permitindo o reciclo de equivalentes redutores durante a
formacao de DHAP, o que, por sua vez, propicia a assimilacdo de moléculas de
glicerol, refletido pelo aumento do consumo de substrato observado, tanto para
glicerol ou de glicerina bruta. Isto mostra que houve atividade enzimatica da nitrato
redutase no metabolismo de A. succinogenes 130Z, onde se tem o FADH, como
doador de életrons, o qual é regenerado a FAD (SCHINDLER et al., 2014).

Embora tenha-se observado incrementos de até 5,2 vezes no consumo de
substrato, evidencia-se que o aumento da concentracao inicial de nitrato de soédio
(X7) apresentou um efeito negativo na produgdo de &cido succinico, tendo-se
aumento na producdo de acidos monocarboxilicos. Distintamente Schindler et al.
(2014) para condigdes de suprimento indireto de CO,, observaram que o aumento
da concentracdo de nitrato favoreceu a co-geragdo de todos os metabdlitos,
inclusive o acido succinico, embora o acido acético tivesse sido produzido com
destaque. O efeito negativo observado para o nitrato no presente trabalho pode
estar relacionado com alteracdes do estado redox intracelular, de modo que o
aumento da concentracao de nitrato leva a formacao de metabdlitos da rota C3, isto
para geracao de equivalentes redutores que levem a manutencao do equlibrio redox
(CARVALHO et al., 2014).
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O extrato de levedura (X;) mostrou-se esencial para o metabolismo de
A. succinogenes 130Z, similar ao observado por Zhu et al. (2012), Zhang et al.
(2012) e Shen et al. (2014) usando glicose como fonte de carbono, e por Barros et
al. (2013) usando glicerol. Além de ser fonte de nitrogenio, o extrato de levedura
contém animoacidos, vitaminas e elementos tracos, tornando-o um nutriente
fundamental para o crescimento de micro-organismos fastidiosos como A.
succinogenes 130Z (JARAMILLO et al., 2018). Adicionalmente, a desaminacao de
aminoacidos presentes no extrato de levedura poderia contribuir com a reoxidacao
de FAD, contribuindo para a assimilacédo de glicerol (SCHINDLER et al.,2014).

Por outra parte, as diferencas observadas na significaAncia dos outros fatores
que se encontram perto do valor t limite podem estar relacionadas com a
variabilidade intrinseca da atividade microbiana, o que pode ser observado pelo
desvio padrdao das replicatas dos pontos centrais. De acordo com os valores
experimentais dos dois planejamentos, tem-se um desvio padrdo maior para o
glicerol, assim, os componentes precisam mostrar um maior efeito para serem
considerados significativos estatisticamente. De forma geral, os componentes que se
encontram ao redor do valor limite do efeito padronizado (Figura 5.8) apresentam
contribucbes menores de 5,5%, podendo ser considerados marginais nas condi¢des
avaliadas.

Finalmente, o conjunto de resultados indica a possibilidade de usar meios de
composicao simples para producao de acido succinico por A. succinogenes 130Z a
partir de glicerina bruta. No entanto, ha necessidade de avaliar outros aceptores de
elétrons de baixo custo, que possam favorecer a producdo de acido succinico.

5.6.2. Desempenho de B. succiniciproducens JF4016

A Tabela 5.13 apresenta os resultados dos planejamento PB para fermentacéao
de glicerol e glicerina bruta pela cepa B. succiniciproducens JF4016. Os resultados
dos dois planejamentos mostram alteracdes na producao de acido succinico e de
consumo de substrato em funcdo das variagdes nutricionais. E, ao contrario do
observado para A. succinogenes 130Z, as variacées foram bem distintas para as
duas fontes de substrato, indicando a notéria interagcdo das impurezas presentes na
glicerina no metabolismo de B. succiniciproducens JF4016.
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Tabela 5.13. Valores experimentais resultantes do planejamento Plackett-Burman com glicerol e
glicerina bruta por B. succiniciproducens JF4016 para 12 horas de fermentacdo em frascos agitados,
com suprimento indireto CO,

Planejamento Plackett-Burman Uso de glicerol P.A Uso de glicerina bruta
. Ac. succinico YapP-aS Cons. sub Ac. succinico Yap-as Cons. sub
Ensaio X1 X2 Xz Xq4 X5 Xe X7 X
1 X2 X3 Xa X5 Xe X7 Xg (mg/L) (mg/mg) (mg/L) (mg/L) (mg/mg) (mg/L)

1 i 1 -1 1 1 1 -1 -1 1546,64 +93 0,41 3758,57 +35 | 1460,01 + 42 0,45 3223,72 + 62
11 1 1 1 1 1 -1] 97852+47 0,17 5884,09 +41 | 1601,60 £ 40 0,26 6059,22 + 42
i -1 1 1 -1 1 1 1] 17622085 0,25 7062,83 +54 | 2761,09 + 91 0,40 6921,23 + 67
141 1 1 1 -1 1 1] 3031,73+78 0,34 8850,53 +62 | 2085,06 78 0,27 7684,79 * 44
111 1 1 1 1 1 602,02 + 29 0,19 3187,31 £ 52 730,80 + 34 0,27 2743,23 + 55
921,39 £ 40 0,19 4760,96 +47 | 1885,95 + 61 0,32 5912,26 + 39
i 1 1 -1 1 -1 1 1] 2711,15+£16 0,38 7208,95+19 | 2857,85+ 92 0,42 6866,60 *+ 56
it 1 1 -1 -1 1 -1 1] 135452+79 0,43 3174,33 £ 42 | 1450,36 + 37 0,53 2737,36 + 33
i1 1 -1 -1 -1 1 -1]1789,17+48 0,29 6115,74 +56 | 1781,56 £ 16 0,31 5820,75 + 48
773,53 £ 11 0,25 3103,90 = 67 711,79 £ 35 0,27 2595,00 * 41
1445,35+ 10 0,49 2954,64 +41 | 1459,97 + 44 0,58 2526,52 + 32
604,65 + 30 0,19 3154,45 + 39 781,36 + 24 0,25 3099,40 + 57
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13 0 0 0 0O O O O O] 174858*26 0,35 4945,84 +35 | 1758,23 + 16 0,37 4776,02 + 45
14 0 0 0 0 0O O O O] 1857,55+43 0,36 5105,68 +57 | 1888,62 + 33 0,40 4714,26 + 27
15 0 0 0 0 O O O O] 1746,0022 0,35 4927,32+36 | 1763,84 + 62 0,39 4562,33 + 36

Niveis para cada fator: X; (extrato de levedura), 5,0-15,0 g/L; X, (NaH,PQ,), 0,5-8,5 g/L; X3 (K;HPQ,),
1,0-5,0 g/L; X4 (MgS0Q,4.7H,0), 0,05-1,0 g/L; X5 (NaCl), 0,05-3,0 g/L; Xs (CaCl,.2H,0), 0,05-0,3 g/L; X5
(NaNQ3), 0,2-2,0 g/L; Xg (NaHCO3), 2,0-15,0 g/L.

Como se observa na Tabela 5.13, usando glicerol se teve uma variagdo na
concentracdo de acido succinico entre 602,02 mg/L e 3031,73 mg/L. Sendo o valor
maximo duas vezes maior que a obtida preliminarmente 1469,33 mg/L, com
suprimento indireto de CO, (Tabela 5.10). Alem disso, a faixa de producao obtida por
B. succiniciproducens JF4016 superou em torno de 50% a obtida por A.
succininogenes 130Z (Tabela 5.12).

O uso de nitrato de sbédio como aceptor de elétrons, em conjunto com as
variacdes nutricionais levaram ao aumento da assimilagcdo de glicerol, obtendo-se
consumos entre 2954,64 mg/L e 8850,53 mg/L, o que corresponde a mais de 3
vezes 0 consumo de substrato alcancado nas fermentacdes preliminares, de
2608,03 mg/L, conforme consta na Tabela 5.10; inclusive, maiores que os obtidos
com A. succininogenes 130Z.

As variagdes nutricionais também mostraram efeito sobre os desvios
metabdlicos, o que se reflete na variagdo dos rendimentos entre 0,19 mg/mg e

0,49 mg/mg (Tabela 5.13). Portanto, as mudancas nutricionais parecem contribuir
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para direcionamento do desvio metabdlico C4, levando ao aumento da propor¢ao de
acido succinico produzido em relacao aos metabdlitos do desvio C3 cogerados por
B. succiniciproducens JF4016. Assim, ha melhor aproveitamento do substrato
consumido, distintamente do que ocorreu para A. succininogenes 130Z.

Usando glicerina bruta, foram observadas variagcbes na concentracao de acido
succinico entre 711,79 mg/L e 2857,85 mg/L como apresentado na Tabela 5.13,
correspondendo a aumentos de até 60% em relagdo a producdo nas fermentacdes
preliminares (Tabela 5.10); superando ainda a faixa de producdo por A.
succinogenes 130Z. Note-se que a faixa de concentracdo obtida a partir de glicerina
bruta foi similar a obtida a partir de glicerol. Embora para determinadas condi¢des
nutricionais, a producédo de &cido succinico a partir de glicerina tenha sido o dobro
da obtida com glicerol. Isto indica que existe uma interacado positiva das impurezas
da glicerina na atividade enzimatica de B. succiniciproducens JF4016 envolvida na
formacdo de acido succinico. De modo similar, Scholten e Dégele. (2008)
apresentam aumentos entre 20% e 36% na producao de acido succinico usando trés
diferentes tipos de glicerina bruta em relacdo ao glicerol, mantendo fixa a
composicao de nutrientes no meio inicial.

Distintamente do observado para a producao de acido succinico, os perfis de
consumo de substrato a partir de glicerol e glicerina bruta por B. succiniciproducens
JF4016 se mostraram similares. Isto pode indicar que as impurezas da glicerina
tiveram um ligeiro impacto na assimilacdo de glicerol, no entanto, a reducdo no
consumo de substrato de até 24% sugere algum tipo de interferéncia das impurezas
no transporte facilitado do substrato ao interior da células.

O efeito das impurezas também se reflete nos rendimentos estimados de
0,25 mg/mg e 0,58 mg/mg (Tabela 5.13), mostrando maior capacidade desta cepa
de realizar a rota C4 em compracdao com A. succinogenes 130Z. Isto de deve a
presenca de duas enzimas carboxilantes do PEP, além da possivel interconexao das
rotas C3 e C4 pela atividade das enzimas piruvato carboxilase e malica no
metabolismo de B. succiniciproducens JF4016. Ainda, existe a possibilidade de
efeitos positivos das impurezas na atividade microbiana, uma vez que os
rendimentos usando glicerina bruta foram maiores em até 60% aos obtidos a partir

de glicerol.

Jaramillo, £L.YA.



104

A analise dos diagramas de Pareto a partir de glicerol para as duas cepas
bacterianas (Figuras 5.8A e 5.9A) revela que B. succiniciproducens JF4016
apresenta maior numero de componentes significativos, com percentagem de
contribuicdo entre 9-28% na producdo de &acido succinico, logo possui maiores

requerimentos nutricionais.

A (Resposta Y: acido succinico (mg/L); a= 0.05) B (Resposta Y: acido succinico (mg/L); a=0.05)
A partir de glicerol P.A A partir de glicerina bruta
X7 ; ibuica X7
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Figura 5.9. Diagrama de Pareto para o efeito dos componentes do meio na producgao de acido por
B. succiniciproducens JF4016 (A) a partir de glicerol P.A (B) a partir de glicerina bruta, para 12 horas
de fermentagéo em frascos agitados, com suprimento indireto CO,_ B Efeito positivo; B Efeito negativo.
Xy (extrato de levedura); X, (NaH,PQy,); X3 (KaHPO,); X4 (MgS0O,4.7H,0); X5 (NaCl); Xe (CaCl,.2H0);

X7 (NaNO;:,), Xg (NaHCO;:,)

Por outro lado, comparando os diagramas de Pareto obtidos para
B. succiniciproducens JF4016 com uso de glicerol e glicerina bruta (Figura 5.9), se
evidencia uma clara interacdo entre as impurezas da glicerina e o metabolismo de
B. succiniciproducens JF4016, sugerindo sua capacidade de assimilar alguns dos
elementos quimicos presentes na glicerina (SAMUL et al., 2014), suprindo assim
seus requimentos nutricionais para crescimento e producao de acido succinico. Os
resultados demostram a vantagem nutricional do aproveitamento da glicerina bruta
para producao de acido succinico por B. succiniciproducens JF4016.
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Os efeitos padronizados nos diagramas de Pareto da Figura 5.9 mostram a
relevancia do nitrato de sédio (X;7) e o extrato de levedura (X1) na produgao de acido
succinico por B. succiniciproducens JF4016 a partir de glicerol e glicerina bruta.
Conjuntamente X; e Xy contribuiram em 43,64% na variacao da producgéao de acido
succinico a partir de glicerol e 83,64 % a partir de glicerina. Assim, aumentos nas
concentragcdes de nitrato de sédio (X7) e de extrato de levedura (X;) favoreceram a
producgao de acido succinico por B. succiniciproducens JF4016.

Analogamente ao observado para A. succinogenes 130Z, o extrato de levedura
mostrou-se esencial para o metabolismo de B. succiniciproducens JF4016, devido a
sua composicao nutricional complexa, estimulando tanto o crescimento celular
quanto a sintese de metabdlitos em micro-organismos anaerdbios de capacidade
sintética limitada, conforme aponta Shen et al. (2014)

Este trabalho reporta pela primeira vez o efeito positivo do uso de nitrato de
sodio como aceptor final de életrons no metabolismo de B. succiniciproducens
JF4016 para aumento do consumo de substrato a partir de glicerol e glicerina bruta,
indicando a atividade da nitrato redutase nesta cepa. O aumento da concentracao de
nitrato de sédio (X7) ndo sé beneficiou o consumo de substrato, como também a
producdo de acido succinico por B. succiniciproducens JF4016. Ao contrario do
observado para A. succinogenes 130Z, onde o incremento da concentracdo de
nitrato de sodio beneficiou a cogeracao de acidos monocarboxilicos. Desta forma, é
possivel indicar o uso deste composto de baixo valor para aproveitamento de
glicerina bruta.

5.6.3. Efeito das impurezas da glicerina no consumo de substrato e producao
de acido por A. succinogenes 130Z e B. succiniciproducens JF4016

Nao foram encontrados na literatura estudos relacionados ao efeito de
impurezas da glicerina bruta na produgéo de acido succinico. Para outros processos
biotecnologicos tem-se uma quantidade limitada de estudos referentes ao efeito
inibitorio destas impurezas no metabolismo microbiano. Alguns desses estudos néao
empregam diretamente o material residual oriundo de refinarias de biodiesel, mas
avaliam a adicao individual de cada substancia no meio de producgado, usando

substrato puro.
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Na Figura 5.10 se apresenta de forma comparativa o efeito das impurezas da
glicerina bruta procedente da fabricacdo industrial de biodiesel para as cepas
A. succinogenes 130Z e B. succiniciproducens JF4016. As duas cepas mostraram
valores de inibicdo em torno de 20% para o consumo de substrato. Entretanto, este
valor indica um maior grau de tolerancia destas cepas em comparacao aos efeitos
inibitérios reportados por Chatzifragkou et al. (2010) para Clostridium butyricum,
entre 35% e 73%, devido a presenca de sais de fosforo e cloreto de sddio,

respectivamente.
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Figura 5.10. Efeito das impurezas da glicerina bruta no consumo de substrato, na producéo e
rendimento de acido succinico por A. succinogenes 130Z e B. succiniciproducens JF4016. Estimativa
realizada a partir dos resultados obtidos nos planejamentos Plackett—Burman para cada cepa
bacteriana. Os valores negativos indicam ganhos com o uso de glicerina bruta

O uso de glicerina gerou inibicao de até 38% e 40% na quantidade gerada e
rendimento de acido succinico para A. succinogenes 130Z. Ja para
B. succiniciproducens JF4016 foi observado um efeito positivo das impurezas na
producdo de acido succinico, a excecao de apenas uma das condigdes nutricionais
avaliadas no PB, que resultou em efeito relevante de 31% na concentragdo e 20%
rendimento. Ademais, para B. succiniciproducens JF4016 se teve ganhos de até
60% no rendimento, indicando a diminuicdo de coprodutos. Assim, demonstra-se um
melhor potencial de B. succiniciproducens JF4016 para producao de acido succinico
a partir de glicerina bruta nas condi¢cées operacionais avaliadas.

Os efeitos inibitérios observados na producao de acido succinico para as cepas

A. succinogenes 130Z e B. succiniciproducens se mostraram inferiores aos
Jaramillo, £.Y.A.



107

reportados para a producdo de outros metabdlitos em diferentes processos
biotecnoldgicos que visam o aproveitamento de glicerina bruta. Habe et al. (2009)
apresentaram o efeito inibitorio de 92% na producdo de acido glicérico por
Gluconobacter, devido a presenca de metanol e de outras impurezas nao
identificadas pelos autores.

De acordo com a literatura, o metanol € considerado um composto que nao
pode ser assimilado por bactérias degradadoras de glicerol, e sua presenga, ainda
gue em baixos niveis na glicerina bruta, pode induzir efeitos osmoticos que afetam a
fluidez da membrana e, por sua vez, a atividade enzimética na membrana celular, os
mecanismos de transporte, gerando efeitos negativos no crescimento celular
(CHATZIFRAGKOU et al., 2010; SAMUL et al., 2014; GAO et al., 2016). No presente
trabalho, a presenca de metanol residual ndo teve efeito considerdvel como os
indicados por Habe et al. (2009), sugerindo tolerdncia das cepas para baixas
concentracdoes de metanol.

Chatzifragkou et al. (2010) verificaram que a adicao de substancias como sais
de fosfato, cloreto de sodio e acido oleico, impurezas normalmente encontradas na
glicerina bruta, geram efeitos inibitérios de até 55%, 75% e 96%, respectivamente,
na producdo de 1,3-propanodiol a partir de glicerol por C. butyricum. Segundo
alguns autores, o crescimento bacteriano pode ser inibido pela presenca de sais
monovalentes, que dependendo da sua concentracdo e da espécie microbiana
podem levar a diminuicdo das forcas de Van der Waals na membrana lipidica,
ocasionando contragao celular, e em consequéncia plasmélise osmética e alteracao
no transporte de nutrientes através da membrana (CHATZIFRAGKOU et al., 2010;
SAMUEL et al., 2014; GAO et al., 2016). Ja nos planejamentos realizados neste
trabalho com as duas cepas bacterianas, os efeitos inibitérios foram inferiores aos
reportados por Chatzifragkou et al. (2010), embora os teores dos ions sédio e cloreto
na gliceina bruta indicassem concentracao consideravel do sal.

Do mesmo modo, os acidos graxos livres presentes na glicerina bruta podem
afetar o equilibrio da membrana celular, interferindo no transporte de nutrientes e
nas reacdes de biossintese. Sabe-se que os acidos graxos sdao componentes da
membrana celular, por isso, alguns acidos graxos livres presentes na glicerina
poderiam ser incorporados na membrana, provomendo disturbios nos processos
metabodlicos (CHATZIFRAGKOU e PAPANIKOLAOU, 2012; SAMUL et al., 2014).
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Alguns acidos graxos de cadeia longa que apresentam baixa densidade, ao aderir a
parede celular, podem causar flotacao da biomassa. Segundo Viana et al. (2012), as
bactérias Gram-positivas sdo mais susceptiveis ao efeito negativo dos acidos graxos
livres do que as bactérias Gram-negativas.

Venkataramanan et al. (2012) indicaram o efeito inibitério dos acidos graxos
livres no crescimento e secrecao de metabdlitos por C. pasteurianum, embora o
metanol, KCl e KxSO4 ndo se mostraram prejudiciais ao processo. Anteriormente,
Chatzifragkou et al. (2010) observaram 96% de inibicdo da producdo de 1,3-PDO
por C. butyricum pela presenca de 1,2% (m/m) de acido oleico.

Considerando o paragrafo anterior, pode-se sugerir qgue o conteldo de acidos
graxos (< 1,5 % m/m) presente na glicerina usada neste trabalho ndo interferiu no
metabolismo das bactérias Gram-negativas A. succinogenes e
B. succiniciproducens. Provavelmente, isto se deva a natureza da glicerina usada,
visto que o crescimento de bactérias em glicerina oriunda da producao de biodiesel
de soja sofre menor inibicdo do que a glicerina obtida a partir de gordura animal ou
residuos de 0leos vegetais, pelo seu maior conteudo de acidos graxos livres (MONN
etal., 2010)

Metais como Zn e Hg podem reduzir ou inibir a atividade enzimatica de
algumas enzimas carboxilantes (PODKOVYROV e ZEIKUS., 1993). No caso das
bactérias testadas, € possivel que a presenca destes metais na glicerina, ainda que
em quantidades minimas, tenha efeito no metabolismo de A. succinogenes 130Z,
levando a baixas producdes de acido succinico como observado nos PB
correspondentes, enquanto B. succniproducens JF4016 se mostrou tolerante.

Embora ndo se tenham estudos especificos do efeito das impurezas da
glicerina na produgcdao de acido succinico, € possivel ter uma estimativa a partir
dados publicados. Os resultados de Barros et al. (2013) e Scholten (2008)
permitiram estimar para a producdo de acido succinico inibicdo de 43% por
A. succinogenes, e ganho de 20% para B. succiniciproducens, respectivamente.
Segundo dados de Li et al. (2018) para producao de &cido succinico por Y. lipolytica,
foi estimada inibicdo de 50%, devida a presenca de Cu*?, Zn*? e metanol. No caso
da producédo de acido succinico por E. coli, o uso de glicerina bruta levou a reducao
de 96% da quantidade produzida (SADHUKHAN et al., 2016).
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Em suma, os resultados obtidos neste trabalho mostraram que apesar do
conteudo de impurezas, as cepas A. succinogenes e, principalmente,

B. succiniciproducens apresentam potencial para aproveitamento de glicerina.

5.6.4. Teste de hipotese para comparacao da producao de acido succinico a
partir de glicerina bruta por A. succinogenes 130Z e B. succiniciproducens
JF4016

Tradicionalmente, estudos comparativos para selecdo da cultura microbiana a
ser empregada num determinado bioprocesso sao realizados em condicédo
especifica. Porém, variacdes das condigdes nutricionais e/ou operacionais podem
alterar o desempenho do agente microbiolégico.

Neste trabalho, os resultados dos planejamentos PB permitiram observar a
variabilidade do metabolismo das cepas produtoras naturais de acido succinico em
funcdo de mudancas nutricionais e da presenca de impurezas na glicerina bruta. A
partir destas observagdes, foram estabelecidas duas condigdes nutricionais para
cada bactéria: (i) incluindo todos os componentes, segundo tipo de efeito observado
no PB usando glicerina bruta ; e (ii) usando sé os componentes que mostraram
significancia estatistica. As fermentagcdes com estes meios foram realizadas com o
intuito de (i) verificar a validade da resposta dos planejamentos PB e (ii) comparar o
desempenho das duas cepas na condigdo nutricional que se mostrou mais favoravel
para producao de acido succinico para cada uma.

Na Tabela 5.14 sdo apresentados os resultados dos testes de hip6teses para
comparacao da producdo de 4cido succinico segundo direcionamento do PB para
cada cepa bacteriana. Concentragdes de acido succinico de 1434,55 mg/L e
1598,87 mg/L foram obtidas por A. succinogenes 130Z a partir dos meios AM1 (meio
contendo todos os componentes, segundo tipo de efeito observado no PB) e AM2
(meio contendo sé os componentes que mostraram significancia estatistica no PB),
respectivamente. Os grupos de dados correspondentes a AM1 e AM2 apresentaram
igual variancia (Fca < Fiap), indicando que os desvios padrdao na producao de acido
succinico para os dois grupos nao foram significativamente diferentes, no nivel de
confianca de 95%. As producbes de acido succinico por A. succinogenes 130Z
foram estatisticamente diferentes (t.a > tiap) para os dois meios, indicando a validade
dos efeitos observados no PB usando glicerina nas condigbes operacionais
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avaliadas. A retirada dos componentes nao significativos (AM2) resultou em
aumento de 11% na concentragdo de acido succinico, em relacado ao meio AM1,
sendo atiginda uma concentracdo similar ao valor maximo obtido no PB (1578,31
mg/L), estando os componentes retirados em excesso ou apresentando um efeito

negativo.

Tabela 5.14. Testes de hipdtese para comparagéo da produgao de acido succinico a partir de
glicerina bruta em fungéo do efeito e significAncia dos componentes do meio para A. succinogenes
130Z e B. succiniciproducens JF4016

Ensaio*/ Acido succinico - Desvio A
Cepa replicata (mg/L) Média padréo Variancia  F cal Ftab tcal ttab
AM1-1 1418,21
AM1-2 1621,29
N AM1-3 1402,26
Q ’ 1434 1 4,97
8 AM1-4 143115 3455 95,16  9054,9
§ AM1-5 1364,87
@ AM1-6 1369,53
s : 1,443 5050 3,251 2,228
jS AM2-1 1491,23
8 AM2-2 1684,78
S
@ AM2-3 1644,43
. ’ 1 7 79,22 276,31
< AM2-4 1650,63 598.8 % 62763
AM2-5 1610,06
AM2-6 1512,07
BM1-1 2261,06
2 BMI-2 224236
~ BM1-3 2379,25
1 ’ 54 24257 58842,23
- BM1-4 1821,82 2159, ’ ’
§ BM1-5 2363,56
S BM1-6 1889,18
3 : 1,107 5,050 5,463 2,228
g BM2-1 3063,18 ’ ’ ’ ’
Ig BM2-2 2477,82
8 BM2-3 3170,03 294493 25525 65152,44
3 BM2-4 2984,97
o BM2-5 2849,29
BM2-6 3124,27

*Fermentagdes em frascos agitados com suprimento indireto de CO».

AM1: A. succinogenes 130Z; componentes do meio segundo tipo de efeito no PB com glicerina.

AM2: A. succinogenes 130Z; componentes do meio com efeito significativo no PB com glicerina.

BM1: B. succinicicproducens JF4016; componentes do meio segundo tipo de efeito no PB com glicerina.
BM2: B. succinicicproducens JF4016; componentes do meio com efeito significativo no PB com glicerina.

Para B. succiniciproducens JF4016, as concentracbes de acido succinico foram
de 2159,54 mg/L e 2944,93 mg/L usando os meios BM1 (meio contendo todos os
componentes, segundo tipo de efeito observado no PB) e BM2 (meio contendo s os
componentes que mostraram significancia estatistica no PB). Os dois grupos de
dados apresentaram igual variancia (F.y < Fiap), indicando que os desvios padrao
nos dois grupos nao foram significativamente diferentes, no nivel de confianga de

95%. As producodes de acido succinico por B. succiniciproducens JF4016 a partir de
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glicerina usando os meios BM1 e BM2 se mostraram estatisticamente diferentes
(tca > ttan), tendo-se um aumento de 36% na concentracdo de acido succinico com a
retirada dos componentes nao significativos (BM2) e atingindo-se uma concentragéo
préxima do valor maximo de 2857,85 mg/L obtido no PB, corroborando os efeitos
observados no PB para as condicdes operacionais avaliadas.

Na Tabela 5.15 sdo apresentados os resultados da comparacao da producéao
de acido succinico por A. succinogenes 130Z e B. succiniciproducens JF4016
utilizando teste t de Student.

Tabela 5.15. Testes de hipétese para comparagéo da produgao de acido succinico a partir de
glicerina bruta por A. succinogenes 130Z e B. succiniciproducens JF4016

Ensaio®/  Acido succinico .o DeSVIO a0 Feal  Ftab  tcal  ttab
replicata (mg/L) padrédo

AM2-1 1491,23

AM2-2 1684,78

AM2-3 1644,43 1598,87 79,22  6276,31

AM2-4 1650,63

AM2-5 1610,06

AM2-6 1512,07 10,381 5,050 12,337 2,447
BM2-1 3063,18

BM2-2 247782

BM2-3 3170,03 294493 25525 65152,44

BM2-4 2984,97

BM2-5 2849,29

BM2-6 3124,27

*Fermentagdes realizadas em condi¢des limitadas de oxigénio com suprimento indireto de COso,
AM2: A. succinogenes 130Z; componentes do meio com efeito significativo no PB com glicerina.
BM2: B. succinicicproducens JF4016; componentes do meio com efeito significativo no PB com glicerina.

Os grupos de dados referentes a cada cepa apresentaram variancias
diferentes, mostrando que a diferenca do comportamento entre os dois conjuntos de
dados é significativa. As producdes de acido succinico obtidas por A. succinogenes
130Z e B. succiniciproducens JF4016 apresentaram diferengas significativas (tca >
twp), indicando caracteristicas metabolicas diferenciadas para cada bactéria. Desta
forma, foi possivel indicar com validade estatistica que a cepa B. succiniciproducens
JF4016 apresentou melhor potencial para producao de acido succinico a partir de
glicerina bruta, nas condicdes experimentais avaliadas, sendo seleccionada para dar
continuidade as etapas experimentais deste trabalho.
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5.7.  SIMPLIFICACAO DO MEIO PARA PRODUCAO DE ACIDO SUCCINICO A
PARTIR DE GLICERINA BRUTA POR B. succiniciproducens JF4016

Considerando o efeito positivo da injecdo de CO. gasoso observado na
producéo de &cido sucinico por B. succiniciproducens JF4016 na etapa inicial (item
5.4.2), a simplificacdo do meio de producdo foi realizada sob condicdo de
suprimento direto de CO, visando o favorecimento da produgao de &cido succinico.

5.7.1. Planejamento experimental Plackett-Burman (PB) para selecao de
componentes

Na Tabela 5.16 sao apresentados os resultados de producdo de &cido
succinico do planejamento PB, a partir de glicerina bruta, com suprimento direto de
CO.. As concentracdes de acido succinico variaram entre 1295,72 mg/L e 4962,35
mg/L, ou seja, com aumento médio de 78% em relagdo a faixa obtida no
planejamento PB s6 com suprimento indireto de diéxido de carbono (Tabela 5.13).

Tabela 5.16. Valores experimentais resultantes do planejamento Plackett-Burman com glicerina bruta
por B. succiniciproducens JF4016 para 12 horas de fermentacdo em frascos agitados com suprimento
direto de CO,

Ensaio X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 A% (sr;';flf;‘i” (;m ) su%‘:t‘;‘:;“("mm
1 1 1 1 1 1 1 -1 -1 281696+17 0,68 4168,22 + 46
2 1 1 1 1 1 1 1 -1 203540+18 0,36 5739,28 + 73
3 1 -1 1 1 -1 1 1 1 320493+31 042 7700,23 + 19
4 11 1 1 1 -1 1 1 49235+16 0,59 8438,59 + 37
5 1 1 1 1 1 1 -1 1 129572+14 039 3347,74 + 38
6 1 1 1 1 -1 1 1 -1 228274+14 043 5328,37 + 65
7 1 1 -1 -1 1 -1 1 1 444205+17 0,59 7472,22 + 38
8 1 1 1 -1 4 1 -1 1 2601,15+34 0,65 3980,06 + 89
9 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 412204+22 0,61 6807,28 + 22
10 1 1 1 1 4 -1 -1 1 195955+8 0,51 3881,20 + 38
1 1 1 1 1 1 -1 -1 -1 268047+11 0,62 4349,37 + 38
12 4 1 4 4 4 -1 -1 -1 1390,77+28 0,50 2802,08 + 65
13 0 0 0 0 0 0 0 0 296528+24 0,58 5084,95 + 51
14 0 0 0 0 0 0 0 0 317674+18 0,59 5374,78 + 47
15 0 0 0 0 0 0 0 0 3061,06¢26 0,59 5188,29 + 36

Concentragéo fixa de substrato e MgCO3;em 10,0 g/L; vazao total de CO, 0,5 L/min. Os niveis para
cada fator foram: X; (extrato de levedura), 5,0-15,0 g/L; X, (NaH,PQO,), 0,5-8,5 g/L; X3 (K;HPO,), 1,0-
5,0 g/L; X4 (MgS0,.7H,0), 0,05-1,0 g/L; Xs (NaCl), 0,05-3,0 g/L; Xs (CaCl,.2H,0), 0,05-0,3 g/L; X,
(NaNQ3), 0,2-2,0 g/L; Xg (NaHCO3), 2,0-15,0 g/L.
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O consumo de substrato esteve na faixa de 2802,08 mg/L e 8438,59 mg/L,
tendo aumento em torno de 10% em relagdo a faixa obtida no planejamento com
suprimento indireto de dioxido de carbono. Desta forma, o aumento observado na
concentragdo de &cido succinico esta relacionado com o favorecimento da rota
metabolica C4, correspondendo a valores de rendimento entre 0,36 e 0,68 mg/mg.

Maiores quantidades de acido succinico sao produzidas quando se incrementa
a carboxilagdo do PEP (SALVACHUA et al., 2016). Desta forma, se espera que uma
alta disponibilidade de CO, no meio de producédo beneficie o direcionamento do
desvio metabdlico C4, desde que se tenha uma adequada atividade das enzimas
carboxilantes. Por exemplo no metabolismo de B. succiniciproducens, tem-se a
presenca das enzimas PEP carboxilase e PEP carboxiquinase, podendo levar a
maior taxa de carbolixacdo do PEP.

A enzima PEP carboxiquinase reversivel encontrada também no metabolismo
de A. succinogenes, A. succiniciproducens e E. flavescens, requer para sua
atividade catalitica um ion metalico divalente como ativador, ADP como coenzima,
pH entre 6,0-7,5, afinidade com o substrato e uma relacao adequada dos ions HCO3
, CO3? e H*. Portanto, diversos fatores podem influenciar a carboxilacdo do PEP,
entre os constituintes do meio de produgcdo e as condicdes de injecao de CO.
(PODKOVYROV e ZEIKUS., 1993; AGARWAL et al., 2006).

Embora o ion metalico Mg*? seja reconhecido como ativador da atividade da
PEP carboxiquinase, outros ions metalicos de Co e Mn tém mostrado efeito na sua
atividade enzimatica. Segundo Podkovyrov e Zeikus (1993), os cations divalentes
Mn*? e Co*? na presenca de Mg*? podem ter um efeito sinérgico na atividade da PEP
carboxiquinase. Desta forma é possivel que a presenca destes metais na glicerina
bruta tenham contribuido positivamente para o aumento da producdo de &cido
succinico por B. succiniciproducens JF4016, como observado anteriormente nos PB
com glicerol e glicerina (Tabela 5.13).

B. succiniciproducens também apresenta a enzima PEP carboxilase, a qual é
encontrada no metabolismo de plantas e de algumas bactérias. Essa enzima
catalisa irreversivelmente a carboxilagcao do PEP, utilizando HCOj3 para formacao de
malato, com liberagdo do radical fosfato inorganico, e tem como ativador um cétion
divalente (CHEN et al., 2002). O Mg*? é reconhecido como cofator, embora fons de
Mn, Co, Zn, Cd e Fe tenham sido indicados para gerar atividade enzimatica
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(CHARLES e YVONA SYKORA, 1992). Considerando a presenca de todos estes
metais na glicerina bruta, € possivel que se tenha ocorrido um efeito sinérgico,
resultando em aumento da atividade carboxilante, com consequente incremento da
producao de acido succinico.

A atividade da enzima PEP carboxilase na maioria das bactérias tem
dependéncia de AcetilCoA e apresentam maior atividade no pH em torno de 7
(TAKEYA et al., 2017). Desta forma, poderia se pensar, que o AcetilCoA formado no
desvio C3 pode contribuir de alguma forma para a carboxilacdo do PEP pela enzima
carboxilase, levando a formacgéo de acido succinico. Por outra parte, a atividade das
enzimas PEP carboxilantes pode ser inibida pelos metabdlitos do desvio C4, tais
como oxaloacetato, malato, fumarato e succinato (CHARLES e YVONA SYKORA,,
1992), pelo que rendimentos de acido succinico muito préximos do valor teérico sé

poderiam ser alcancados com engenheiramento genético das culturas bacterianas.

(Resposta Y: acido succinico (mg/L); a=0.05)

X7
6.62 + Efeito positivo
BEfeito negativo
Tabela 5.17. Analise estatistica do efeito dos
» 497 _ X1 componentes do meio na produgao de acido
g succinico a partir de glicerina bruta por
© X6 B. succiniciproducens JF4016 para 12 de
- fermentacdo com suprimento direto de CO,
S
© _ . Soma de o G
,é. 3.31 Fator Efeito quadrados Valor p % contribuicao
[e]
£ X2 X3 X8 X1 990,18 2941359,40  0,0052 19,20
8 tValue Limit 2.57058 X2 533,46  853744,05 0,0512 5,57
o x x3 532,99 852219,03  0,0513 5,56
ﬁ 1.66 — X4 X4 336,65 339989,57  0,1683 2,22
X5 44530  594862,91 0,0864 3,88
X6  -886,72 235882594  0,0082 15,40
x7  1384,15 5747599,83  0,0012 37,53
0.00 — X8 522,90 820257,54  0,0544 5,36
Xi (extrato de levedura); Xz (NaH.PO.); X3 (KoHPOg); Xa

' I ' ' ' ' ' ' (MgS0,.7H:0); X5 (NaCl); Xs (CaCl,.2H,0); X7 (NaNOs); Xs
1 2 3 4 5 6 7 8 (NaHCO3).

Classificagédo dos fatores

Figura 5.11. Diagrama de Pareto para o efeito dos
componentes do meio na produgéo de acido succinico a
partir de glicerina bruta por B. succiniciproducens JF4016
para 12 horas de fermentagdo com suprimento direto de

CO,. m Efeito positivo ; B Efeito negativo ; a= 0,05
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De acordo com os resultados do efeito padronizado no grafico de Pareto da
Figura 5.11, a ordem de influéncia dos componentes na producao de acido succinico
foi X7>X1>Xe>Xo>X3>Xg>Xs>X4, onde 0s componentes Xz, Xy, Xz, Xg, X5 € X4
apresentaram um efeito positivo, enquanto Xs e X3 mostraram efeito negativo. A
analise estatistica dos resultados experimentais (Tabela 5.17) mostrou o efeito
significativo dos componentes X7, X1, € Xs (p<0,0500) para um nivel de confianca de
95%.

Observa-se em destaque o efeito dos componentes X7 (NaNO3) e X; (extrato
de levedura), com contribu¢des de 37,53% e 19,20%, respectivamente, similar ao
observado anteriormente no PB com suprimento indireto de CO,. Assim, altas
concentragdes de nitrato de sodio (X;) e extrato de levedura (Xi) beneficiaram a
producédo de acido succinico a partir de glicerina bruta. Com execédo do CaCl, (Xs),
0s outros componentes nao mostraram efeitos estatisticamente significativos,
ratificando a participacdo das impurezas da glicerina na fisiologia da bactéria.

Os resultados obtidos diferem do tipo de efeito e significancia indicado por
Podlesny et al. (2017) na producao de acido succinico por Enterobacter a partir da
co-fermentagéo de glicerina e permeado de soro de leite. Os autores indicaram, com
excecao do cloreto de calcio, a significancia de diversos componentes do meio,
incluindo KoHPO4, MgSO4 e NaCl. Indicando ser a cepa por eles empregada mais
exigente nutricionalmente do que B. succiniciproducens. Adicionalmente, os autores
obtiveram uma menor producéo de acido succinico quando nao foi usada uma fonte
organica de nitrogénio, como o extrato de levedura, embora o soro de leite usado
como cosubstrato contenha diversos fatores nutricionais.

Jae et al. (2009) indicaram o extrato de levedura como a melhor fonte de
nitrogénio organica para producdo de acido succinico por M. succininiproducens,
devido as suas reconhecidas caracteristicas nutricionais. Além do conteudo de
proteinas, o extrato de levedura é fonte dos amino acidos cisteina e metionina, sais
inorganicas e vitaminas do complexo B. Dentre as vitaminas, se destacam na
produgcdo de &cido succinico por B. succiniciproducens JF4016 : biotina (B7) que
atua como cofator de enzimas envolvidas em reagdes de carboxilagdo como PEP
carboxilase e piruvato carboxilase; acido nicotinico (Bs) que na sua forma
NAD*/NADP* atuam como cofatores de desidrogenases, como malato

desidrogenase; acido pantoténico (Bs) requerido para sintese de coenzima A,
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necessaria para geracao de energia e biossintese lipidica, contribuindo para
manutencdo celular; piridoxina (Bg) que atua como cofator de enzimas envolvidas na
sintese e catabolismo de amino &cidos; e tiamina (B1) que atua como cofator do
complexo piruvato desidrogenase para producao de energia, e tem papel na sintese
de acidos graxos, por promover a reducado da nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH), contribuindo para a manutencgao celular (SONG et al., 2008).

Também e importante considerar que a cisteina, em quantidades minimas, é
importante para a atividade catalitica da PEP carboxilase e seu papel esta
provavelmente relacionado com a ligagao do PEP no sitio ativo (PODKOVYROQV e
ZEIKUS., 1993).

O enxofre € um elemento importante para sintese de aminoacidos sulfidrilados
e outros componentes dos processos energéticos celulares (PODLESNY et al.
2017). O magnésio atua como cofator de diversas enzimas envolvidas no
metabolismo anaerdbio (AGARWAL et al., 2007). Estes elementos podem ser
encontrados no extrato de levedura, na glicerina bruta e no carbonato de magnésio,
motivo pelo qual ndo houve significAncia estatistica do sulfato de magnésio (X4).

O ion sodio tem sido reportado como um importante cofator para a captagao de
nutrientes, estando envolvido na formacédo do gradiente de pH transmembrana, na
regulacdo do pH intracelular (LEE et al., 1999), e como cofator de enzimas do
metabolismo anerdbio (ISAR et al., 2006). Os requerimentos de so6dio podem ser
supridos pelo conteldo deste elemento na glicerina bruta e no nitrato de sédio usado
como aceptor de elétrons, motivo pelo qual o NaCl ndo se mostrou significativo.

Segundo Isar et al. (2006), o potassio nao favorece a producdo de acido
succinico por B. fragilis, similar ao observado neste estudo. Zhu et al. (2014) e Shen
et al.(2014) apresentaram o efeito negativo dos sais KoHPO4 e KH,PO4 e a nao
significancia de outros sais de potassio e cloro na producédo de acido succinico a
partir de glicose e melago por A. succinogenes. Também Jeon et al.(2013)
mostraram o efeito negativo do sal de potassio na producao de acido succinico por
C. glutamicum a partir de glicose.

O uso de bicarbonato de sédio esta relacionado com seu papel como fonte
indireta de CO. e agente tamponante. A liberacao de ions HCO3 pode influenciar a
solubilidade do CO, injetado no meio e, por conseguinte, a atividade das enzimas
carboxilantes. E, de acordo com Jeon et al. (2013) pode contribuir para diminuicao
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da relagao intracelular NADH/NAD®. O uso de carbonato de magnésio como agente
tamponante e fonte indireita de CO, em conjunto com a inje¢cao de CO, gasoso pode
ter levado a diminuigcao do efeito do bicarbonato (X8), deixando-o a margem do limite
de significancia (Figura 5.11). De forma similar, Jeon et al. (2013) observaram a nao
significancia do bicarbonato de sédio na producdo de acido succinico por
C. glutamicum a partir de glicose.

Na condicdo de injecdo de CO, gasoso, o CaCl, (Xs) apresentou um efeito
negativo significativo, similar ao observado por Podlesny et al. (2017) na producao
de &cido succinico por Enterobacter. Segundo Liu et al. (2008), o calcio interfere no
crescimento celular e na producao de acido succinico. O efeito observado para o
CaCl, neste trabalho também pode estar relacionado com fenémenos fisico-
quimicos envolvidos na injecdo de CO, gasoso. Durante a injecdo de CO, no meio
de producao se tem um sistema dindmico com formacao de acido carbénico H.COs,
HCOs, COs* e liberagcdo de protons H+, dependendo das condicées de pressao,
temperatura e pH. Neste sistema, o carbonato pode se ligar ao ion calcio formando
carbonato de calcio (CaCQOs3), 0 qual apresenta baixa solubilidade em meios com pH
em torno de 5,5, resultando em efeito negativo na producao de acido succinico (LIU
et al., 2008).

O aumento observado na producdo e rendimento do &acido succinico em
sistemas com injecao de CO, mostram o potencial ambiental deste bioprocesso para
aproveitamento de CO, gerado em outros processos industriais, como o caso da
producdo de etanol, onde aproximadamente 1 tonelada de CO, é formada por
tonelada de etanol produzido (AMPELLI et al., 2015). Desta forma, a bioproducéo de
acido succinico pode ser inserida numa economia circular para o aproveitamento de

CO:. e glicerina bruta, com baixa suplementacao nutricional.

5.7.2. Planejamento experimental Fatorial Fracionado para selecao final de
componentes

A significancia estatistica de alguns elementos no limite do efeito padronizado
do PB pode ser mascarada pelos fortes efeitos do nitrato de sédio e extrato de
levedura. Neste sentido, foi realizado um Planejamento Fatorial Fracionado (PFF)
considerando a inclusdo de NaH,PO4 e NaHCO3; como fatores, os quais estiveram
préximos do valor t limite no PB. Na Tabela 5.18 se apresentam os resultados do
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PFF, tendo-se uma variacao na concentracao de acido succinico entre 2186,36 mg/L
e 4338,46 mg/L, com rendimentos entre 0,55 mg/mg e 0,65 mg/mg, em
concordancia com os valores obtidos no planejamento Plackett-Burman (Tabela
5.16).

Tabela 5.18. Valores experimentais resultantes do planejamento Factorial Fracionado para producao
de &cido succinico a partir de glicerina bruta por B. succiniciproducens JF4016 para 12 horas de
fermentagéo com suprimento direto de CO,

Ensaio A B C D Ac. succinico YAP/-AS Consumo de

(mg/L) (mg/mg) substrato (mg/L)
1 -1 -1 -1 -1 2328,81+34 0,62 3754,41 + 47
2 1 -1 -1 1 3270,05 + 29 0,63 5194,85 + 28
3 11 -1 2186,36 + 45 0,58 3757,83 £ 52
4 1 1 -1 -1 3286,46+42 0,65 5078,59 + 34
5 1111 3666,23 + 64 0,55 6663,24 + 56
6 1 -1 1 -1 4338,46 +41 0,57 7641,01 £+ 64
7 -1 1 1 -1 2578,87+30 0,61 5893,42 + 28
8 1 1 1 1 4080,86 + 18 0,62 6545,49 +33
9 0O 0O 0O 0 303342+28 0,55 5501,32 + 48
10 0O 0 0O 0 3230,73+14 0,55 5818,95 + 36
11 0O 0 0O 0 3210,63%+37 0,55 5817,15 + 33

Concentracéao fixa de substrato e MgCO3; em 10,0 g/L; vazado de CO, 0,5 L/min. Niveis para cada
fator: A (extrato de levedura), 5,0 -15,0 g/L; B (NaH,POQ,), 0,5-8,5 g/L; C (NaNO3), 0,2-2,0 g/L; D
(NaHCOs3), 2,0-15,0 g/L.

De acordo com os resultados do efeito padronizado no grafico de Pareto da
Figura 5.12, a ordem de influéncia dos componentes na producao de acido succinico
foi A>C>B>AD>AB>D>AC. Novamente, o extrato de levedura (A) e o nitrato de sodio
(C) se mostraram como os componentes significativos com maior relevancia na
producdo de acido succinico, com contribucbes de 49,33% e 35,83%,
respectivamente (Tabela 5.19).

O fostato de sodio (B) apresentou efeito negativo, e apesar de apresentar
significancia estatistica, sua contribuicao foi de apenas 6%, pelo qual nao foi
considerado como componente na simplificacdo do meio de produgcdo. O
bicarbonato de sédio (D) apresentou um efeito positivo sem significAncia estatistica,
em decorréncia da injecdo de CO, gasoso e da presenca de carbonato de magnésio,
os quais fornecem os fons HCO3 e CO3? necessarios para a carboxilagdo de PEP.
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(Resposta Y: acido succinico (mg/L); a=0.05)
A
1373 - pum

Tabela 5.19. Andlise estatistica dos efeitos
10.29 —| resultantes do Planejamento Fatorial Fracionado
para a produgdo de acido succinico a partir de
glicerina bruta por B. succiniciproducens JF4016
para 12 horas de fermentagdo com suprimento

Efeito padronizado | t-valores |

direto de CO,
6.86 —
Fator  Efeito Soma de Valorp % contribuicao
B quadrados
AD A 1053,89 222136,,26 0,0053 49,33
| AB HValue Limit 430269 B -367,75 270480,13 0,0409 6,00
343 0 Cc 89819 161347259  0,0072 35,83
D 167,73 56263,35 0,1606 1,25
AC AB 247,16 122171,19 0,0845 2,71
L - AC 33,22 2207,14 0,7074 0,05
==
000+ AD -304,73 185720,75 0,0580 4,12
| [ | ' ] ' | A (extrato de levedura); B (NaHzPO.); C (NaNOs); D
1 2 3 4 5 6 7 (NaHCOs3).

Classificagédo dos fatores

Figura 5.12. Diagrama de Pareto resultante do
Planejamento Fatorial Fracionado para produgao acido
succinico a partir de glicerina bruta por
B. succiniciproducens JF4016 para 12 horas de
fermentag@o com suprimento direto de CO,. mEfeito
positivo; B Efeito negativo ; a= 0,05

5.7.3. Planejamento experimental composto central rotacional (PCCR) para
simplificacao do meio para producao de acido succinico a partir de glicerina
bruta

Para simplificacdo do meio de produgédo foram consideradas como variaveis o
extrato de levedura e o nitrato de sodio, selecionadas a partir dos planejamentos PB
e PFF, também foi incluida a glicerina com o intuito de visualizar alguma mudancga
devido ao aumento da concentracdo de substrato e impurezas. Os resultados de
producdo de acido succinico se apresentam na Tabela 5.20. A concentragdo de
acido succinico variou entre 2277,23 mg/L e 5975,10 mg/L, obtendo-se uma faixa de
producdo maior do que a obtida nos planejamentos anteriores. Desta forma este é o
primeiro trabalho que apresenta a simplificacdo do meio de produgdo de &acido
succinico a partir de glicerina bruta por B. succiniciproducens JF4016, mostrando

que a retirada de elementos néao significativos e com efeito negativo no meio de
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producdo permite aumentar a produg¢do de acido succinico mesmo em condicdes
operacionais de pH e taxa de inje¢cdo de CO, nao otimizadas.

Tabela 5.20. Valores experimentais resultantes do planejamento Composto Central Rotacional para
producéo de acido succinico a partir de glicerina bruta por B. succiniciproducens JF4016 em 12 horas
de fermentagéo com suprimento direto de CO,

o Bloco A B Ao lecheo EPEST comimode
1 -1 -1 -1 2485,85+12 0,65 3824,13 +18
2 1 -1 -1 2308,98 + 11 0,64 3598,35 + 38
3 -1 1 -1 3928,91 £+ 19 0,68 5805,45 +10
4 1 1 -1 4980,59 £+ 10 0,71 6982,53 £ 13
5 -1 -1 1 3524,20 + 18 0,51 6915,38 £ 16
6 | 1 -1 1 4330,16 + 21 0,61 7155,75 £ 19
7 -1 1 1 4761,29 + 13 0,59 8068,27 + 25
8 1 1 1 4182,82 + 19 0,62 6735,75 £ 15
9 0 0 0 5154,12 £ 10 0,64 8109,15 + 19
10 0 0 0 452239 + 17 0,59 7603,05 £ 11
11 0 0 0 4753,03 £ 20 0,60 7859,25 + 18
12 -1,682 0 0 3054,24 + 16 0,52 5915,76 £ 26
13 1,682 0 0 5849, 95 + 23 0,66 8892,45 + 14
14 0 -1,682 0 2277,43 + 14 0,48 4765,95 + 17
15 0 1,682 0 5975,10 £ 19 0,69 8623,65 + 29
16 Il 0 0 -1,682 328291 +17 0,80 4081,35 + 25
17 0 0 1,682 3732,68 £28 0,55 6838,65 £ 12
18 0 0 0 5148,01 £ 23 0,63 8182,65 + 27
19 0 0 0 4515,89 + 14 0,72 7710,15 £ 13
20 0 0 0 5160,23 + 21 0,62 8261,47 +17

Concentragao fixa de MgCOz em 10,0 g/L; vazéo de CO 0,5 L/min.

Embora as condi¢des de injecdo de CO, ndo tenham sido as mais adequadas
para carboxilacdo do PEP e direcionamento do desvio metabdlico C4, foi de fato
observado melhorias no rendimento em relagéo aos ensaios PB s6 com suprimento
indireto de CO,. Notasse que a faixa de rendimento entre 0,48-0,80 mg/mg
(Tabela 5.20) é maior do que a obtida nos planejamentos anteriores.

A partir da analise dos dados experimentais usando o software Design-Expert
versao 7.0 foi obtido um modelo quadratico, para estabelecimento de uma relagcao
empirica entre as variaveis usadas e a concentragdo de 4cido succinico. O modelo

€ representado pela equacgao codificada de segunda ordem:

Y= 4,876 + 0,425A + 0,837B +0,282C -0,019AB — 0,081AC — 0,378BC -0,178 A®-0,2948° — 0,512C°
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Onde Y é concentracao de acido succinico (g/L) em funcéao da concentracao de
substrato representada pela glicerina (A), extrato de levedura (B) e nitrato de so6dio
(C). A significancia estatistica do modelo quadratico foi avaliada pelo teste F, onde a
analise de variancia (ANOVA) se apresenta na Tabela 5.21. O valor F do modelo foi
de 5,013 e o valor de probabilidade (P>F) de 0,0124, indicando a significaAncia do
modelo. Para o Lack of Fit, o qual representa a falta de ajuste, se obteve um valor de
probabilidade (P>F) de 0,0602, indicando sua nao singificancia, mostrando o bom

ajuste do modelo.

Tabela 5.21. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo quadratico resultante do planejamento
Composto Central Rotacional para produgéo de acido succinico a partir de glicerina bruta por
B. succiniciproducens JF4016

Soma de Graus de Quadrado

quadrados _liberdade médio Valor F Prob > F Significancia

Fonte de variagéo

Model 19,061 9 2,118 5,013 00124 gignificativo
Residual 3,803 9 0,423

Lack of Fit 3,327 5 0,665 5,592 0,0602  Nzo significativo
Error Puro 0,476 4 0,119

Total 23,169 19

Coeficiente de determinagao R® 0,834; Adeq Precision 7,745.

A equacédo do modelo teve um coeficiente de determinagdo de 0,834, o qual
considerando a variabilidade intrinseca dos processos microbiolégicos e as
condicOes técnicas de operacao que levaram a execucgao dos experimentos em dois
blocos, com restricdo no monitoramento continuo e controle do pH, e eficiéncia
limitada da dissolucdo do CO. no meio de producdo, pode ser considerado
satisfatorio, indicando a aptiddao do modelo para representar a variabilidade da
concentracdo de &acido succinico. Adeq Precision mede a relacdo sinal/ruido, e
estatisticamente é desejado ter valores maiores que 4. Desta forma, o valor obtido
de 7,745 indica que o modelo pode ser usado para descrever o processo nas faixas
totais avaliadas.

Com relacdo a significAncia do efeito das variaveis na produgdo de acido
succinico, na Tabela 5.22 se tem valores de P< 0,05, os quais indicam que
quantidades independentes de glicerina (A), e extrato de levedura (B) tém efeito
significativo na producao de acido succinico. O nitrato de sodio (C) ndao apresentou
um efeito independente, mas seu termo quadratico se mostrou significativo, isto

pode estar relacionado com sua funcdo na assimilacdo de substrato e nao
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diretamente na atividade metabdlica da rota C4. Os termos quadraticos da glicerina

e extrato de levedura, além das interagGes entre as variaveis, ndo apresentaram

efeito significativo na producéo de acido succinico.

Tabela 5.22. SignificAncia dos coeficientes de regressdo do modelo quadrético

Termo del modelo C:;Rg':g;e qizgriggs Ql;fg(;%do pgg?éro Valor F Valor P
Intercepto 4,876 0,265

A-Glicerina 0,425 2,468 2,468 0,176 5,841 0,0388
B-Ext. Levedura 0,837 9,557 9,557 0,176 22,618 0,0010
C-Nitrato de sodio 0,282 1,085 1,085 0,176 2,569 0,1435
AB -0,019 0,003 0,003 0,230 0,007 0,9347
AC -0,081 0,052 0,052 0,230 0,124 0,7330
BC -0,378 1,144 1,144 0,230 2,707 0,1343
A? -0,178 0,456 0,456 0,172 1,079 0,3260
B? -0,294 1,236 1,236 0,172 2,925 0,1214
c? -0,512 3,760 3,760 0,172 8,899 0,0154

A confirmacao do ajuste do modelo e da ANOVA foi realizada graficamente a

partir da analise de residuos (Figura 5.13). O diagrama de probabilidade normal dos

residuos na Figura 5.13A mostra que a distribuicdo dos residuos correspondeu

aproximadamente a uma linha reta, tendo-se assim uma distribuigdo normal, onde

os erros foram aleatérios e independentes, com variancia constante em todos os

ensaios.

% Probabilidade normal

-1.98 -0.99

I
-0.01

Residuos

Residuos

B 300

1.50 —

0.00

-1.50 —

-3.00

Predito

Figura 5.13. Graficos de residuos. (A) Diagrama de probabilidade normal dos residuos; (B) Diagrama
de dispersao de residuo e valor predito
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A homocedasticidade do modelo foi verificada no diagrama de disperséao de
residuos e valores preditos da Figura 5.13B, onde os residuos apresentaram uma
distribuicao aleatéria, com valores dispersos entre -2 e 2. Desta forma, tem-se um
bom ajuste do modelo, sem a presencga de valores aberrantes.

A resposta do modelo em fungdo das variaveis se apresenta nos graficos de
contorno. A Figura 5.14A mostra o efeito da glicerina e do extrato de levedura na
produgao de &cido succinico, mantendo o nitrato de sddio no ponto central (2.00
g/L); pode-se observar que aumentos conjuntos nos niveis de extrato de levedura e

glicerina levam ao aumento da concentragao de acido succinico.

Acirr Acido succinico (g/L) B .. Acido succinico (g/L)

20.85

3.12

16.92

13.00 2.00

Nitrato de so6dio (g/L)

9.08 1.44

Extrato de levedura (g/L)

5.15 0.88

1.28

8.30 9.70 11.10 12.50 13.90 15.30 16.70 8.30 9.70 11.10 12.50 13.90 15.30 16.70
Glicerina (substrato g/L) Glicerina (substrato g/L)
C e Acido succinico (g/L)

3.12

2.00

Nitrato de sédio (g/L)

1.44

0.88

0.32
1.23 5.15 9.08 13.00 16.92 20.85 24.77

Extrato de levedura (g/L)

Figura 5.14. Graficos de contorno para o modelo. (A) Efeito da glicerina e do extrato de levedura, mantendo o
nitrato de sédio no ponto central; (B) Efeito da glicerina e do nitrato de sddio, mantendo o extrato de levedura no
ponto central; (C) Efeito do extrato de levedura e do nitrato de sddio, mantendo a glicerina no ponto central
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Os efeitos da glicerina e nitrato de sddio, mantendo o extrato de levedura no
seu ponto central se apresentam na Figura 5.14B, observandou-se um leve efeito,
indicando que nas condigdes avaliadas, o nitrato de sodio néo interfere diretamente
na atividade enzimatica relacionada com a producdo de acido succinico. Ja na
Figura 5.14C, mantendo a concentracdo de substrato no ponto central, o0 aumento
de concentracao de nitrato de sédio tem um efeito limitado sem aumento conjunto do
extrato de levedura, sendo este ultimo relevante para crescimento bacteriano e
producéo de acido succinico.

Para verificacdo do modelo, foi utilizada a ferramenta de “otimizacao” do
software Design-Expert versdo 7.0.0, que permite navegar no modelo seguindo
diversos critérios, como a maximizacdo de resposta mantendo as variaveis nas
faixas avaliadas, ou procurando a diminuicdo dos niveis das variaveis, gerando
assim uma determinada composicdo do meio e a correspondente predicdo da
producéo de acido succinico. Tendo em conta que no decorrer dos experimentos foi
observado que o substrato ndo foi consumido completamente, foram estabelecidos
como critérios principais a maximizagao da producao de acido succinico, seguida da
minimizacao do substrato. Na tabela 5.23 se apresentam os critérios para verificagao
do modelo, indicando a composicdo do meio de produgdo e a predicdo da

concentracédo de acido succinico.

Tabela 5.23. Condi¢des para verificagdo do modelo de simplificacdo do meio de produgéo de &cido
succinico a partir de glicerina por B. succiniciproducens JF4016

Efeito Critério Limite inferior Limite superior Importancia
(Y) Acido succinico Maximizar 2,277 5,975 5
(A) Glicerina (substrato)  Minimizar 10 15 3
(B) Ext. de levedura Minimizar 6 20 3
(C) Nitrato de so6dio Minimizar 1 3 2
Composicao estimada (g/L) Resposta do modelo
(A) Glicerina (substrato) 10,22 (Y) Acido succinico
(B) Ext. de levedura 15,00 Predicao (g/L) 95% Pl low 95%PI High
(C) Nitrato de so6dio 2,24 4,589 3,94 5,23

Desejabilidade 0,733; Concentragéao fixa de Carbonato de magnésio em 10 g/L.
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Na Figura 5.15 se apresenta o perfil de producédo obtido em frascos agitados
para o meio de composicao simplificada (Tabela 5.23), e em condicbes de operacao
similares aos ensaios do planejamento composto central rotacional. Na cinética de
producdo, ndo foi observada fase lag, indicando que a mudanca de substrato do
meio de preparagao do inéculo ao meio de produgao simplificado ndo teve um efeito
de inibicdo nas celulas de B. succiniproducens JF4016. Pode-se observar uma
rapida producao dos acidos succinico e acético nas primeiras 9 horas, associada a
fase de crescimento exponencial das células. Seguiu-se um ligeiro aumento da
producéo de acido succinico e de consumo de substrato, indicando a diminuicao da
atividade metabdlica das células. Esta queda da atividade celular pode estar
associada a efeitos de inibicao gerados pela formacao de acido carbédnico no meio,
devido a inadequada dissolucdao do CO. injetado no meio aquoso. Apesar da
presenca dos acidos acético e férmico, foi possivel obter o acido succinico como o
metabdlito produzido em maior quantidade, indicando a carboxilagdo do PEP nas
condigdes operacionais avaliadas.
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Figura 5.15. Perfil de producéo de metabdlitos por B. succiniciproducens JF4016 para
aproveitamento de glicerina bruta, usando o meio de producdo de composi¢ao simplificada e
suprimento direto de CO, na vazao de 0,5 L/min
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Para confirmacdo do modelo, foi verificado que em 12 horas de fermentacao
se obteve uma concentracdo de acido succinico de 4,162 g/L, a qual esta dentro da
faixa de predigdo do modelo, permitindo sua verificacdo satisfatoria. Assim, usando
um meio simples se conseguiu elevar a concentracdo de acido succinico de 2,486
g/L para 4,162 g/L, representando um incremento de 67%. Apesar da presencga dos
acidos acético e formico, o rendimento de &cido succinico foi 0,64 g/g.

A literatura apresenta alguns dados de acido succinico a partir de glicerol ou
glicerina, usando em geral meios complexos, ricos em sais e nutrientes e longos
tempos de fermentacdo. Lee et al. (2000) reportaram a producao de 4,9 g/L de
acido succinico a partir de glicerol ap6és 35 horas de fermentacdo por
A. succiniciproducens. Isar et al. (2006) reportaram a producao de 0,95 g/L a partir
de 5 g/L de glicerol em 60 horas de fermentagao por B. fragilis. Agarwat et al. (2007)
obtiveram 1,3 g/L por E. flavescens ap6s 72 horas de fermentacdo de glicerol.
Barros et al. (2013) apresentaram uma producdo méaxima de 1.62 g/L de acido
succinico a partir de glicerina para 48 horas de fermentacdo em condicoes
anaerodbias por A. succinogenes; para esta bactéria Carvalho et al. (2014) indicaram
a producéao de 4,63 g/L com rendimento de 0,67 g/g a partir de 17,8 g/L de glicerol
puro usando 1,6% de DMSO como aceptor de elétrons para 24 horas de
fermentacao; enquanto Schindler et al (2014) reportaram 7,9 g/L de acido succinico
a partir de glicerol puro. Sadhukhan et al. (2016) apresentaram uma concentracao
de 2,9 g/L a partir de glicerina bruta, apdés 72 horas de fermentacao por E. coli em
condicdes otimas de pH e temperatura. Finalmente, Gao et al. (2016) indicaram a
producdo de acido succinico pela cepa recombinante Y. lipolytica PGC01003 com
concentracédo de 5,51 g/L e rendimento de 0,24 g/g para 72 horas de fermentacao, a
partir de 20 g/L de glicerol, enquanto para glicerina obtiveram 3,4 g/L a partir de 30
g/L de substrato em 48 horas de fermentacao.

Considerando as condi¢des operacionais ainda limitadas e ndo otimizadas, a
producdo de acido succinico de 4,162 g/L com rendimento de 0,64 g/g por
B. succinciproducens JF4016, obtida a partir do aproveitamento de glicerina bruta,
em meio de composicao simplificada, se mostra satisfatoria, em comparacdo com as
limitadas publicacdes para esta espécie bacteriana. Scholten e Dagele. (2008)
apresentaram producéo de 6,2 g/L de acido succinico a partir de 10 g/L de glicerol
em sistema sobrepressurizado a 0,8 bar. Scholten et al. (2009) detectaram
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concentracdes de 3,62 g/L e 5,21 g/L a partir de glicerol para processos continuos,
também em sistema sobrepressurizado a 0,8 bar. Deve-se considerar que é possivel
aumentar ainda mais a producao de acido succinico obtida neste trabalho, com a
implementagédo de sistema eficiente de injecdo de CO, Adicionalmente, com base
nos valores de mercado (Merck Brasil) dos reagentes utilizados para preparacao do
meio, e dos valores do glicerol puro (Merck Brasil) e da glicerina bruta (Biomercado),
o custo referente ao meio de producdo na condi¢do inicial foi estimado em R$
44,75/L, enquanto para o meio simplificado usando glicerina bruta foi de R$ 14,71/L,
0 que corresponde a uma reducao de 67% dos custos relacionados ao preparo do
meio de producao.
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CONCLUSOES

A validacao satisfatoria da metodologia de HPLC para analise de substratos e
metabdlitos envolvidos no processo heterofermentativo para produgéo natural

de acido succinico permitiu garantir a qualidade dos dados obtidos.

Fermentagdes de glicerina bruta, glicerol e glicose mostraram a influéncia do
tipo de substrato na distribuicdo de metabdlitos produzidos por
A. succinogenes; ja a cepa B. succiniciproducens sintetizou uma menor
variedade de metabdlitos, cuja distribuicdo se manteve para as trés fontes de

carbono, nas condi¢cdes experimentais avaliadas.

Para as duas cepas bacterianas foi observada uma capacidade natural
limitada para assimilacao de glicerol, devido as alteragdes do balanco redox,
no entanto, B. succiniciproducens revelou consumos maiores, indicando sua
melhor capacidade de consumir moléculas de glicerol por dois caminhos
paralelos que levam a sintese de DHAP.

Nas condi¢oes operacionais testadas, o suprimento direto de CO, gasoso néao
mostrou um efeito relevante no direcionamento da via metabdlica C4 para
A. succinogenes, e por consequéncia na producao de acido succinico; por
outra parte, o suprimento direto de CO, mostrou um claro efeito na producao
de acido succinico por B. succiniciproducens a partir de glicerina e glicerol,
indicando sua maior capacidade de carboxilagcao do PEP.

O uso de nitrato de s6dio como aceptor final de elétrons favoreceu o consumo
de glicerol por A. succinogenes e B. succinciciproducens; porém, s6 para
B. succiniciproducens, este componente evidenciou um efeito positivo na

producao de acido succinico.

Os perfis de resposta da producao de acido succinico e consumo de
substrato por A. succinogenes nos planejamentos Plackett-Burman usando

glicerol e glicerina, foram similares, indicando uma baixa interagdo das
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impurezas da glicerina no seu metabolismo, ainda sugerindo uma baixa

necessidade de sais na composi¢cao do meio producao.

Os perfis de resposta da producdo de acido succinico por
B. succiniciproducens nos PB usando glicerol e glicerina foram bem
diferenciados, indicando a notdria interacao das impurezas presentes na
glicerina na sintese de acido succinico. Os diagramas de Pareto revelaram
gue esta cepa apresenta maiores requerimentos nutricionais, os quais podem
ser supridos pela assimilagcdo de alguns dos elementos quimicos presentes
na glicerina bruta.

O uso da glicerina bruta resultou em inibicdo do consumo de substrato ao
redor de 20% para as duas cepas. Com relagdo a quantidade gerada de acido
succinico, A. succinogenes mostrou inibicdo de até 38%, enquanto para
B. succiniciproducens foi observado um efeito positivo das impurezas na
producéo de acido succinico, com ganhos préximos a 100%.

A aplicacdo de teste de hip6tese corroborou a validade dos efeitos
observados nos PB usando glicerina, nas condigcdes operacionais avaliadas.
A retirada dos componentes negativos e nao significativos resultou em
aumento de 11% na concentracao de acido succinico por A. succinigenes, e

de 36% por B. succiniciproducens.

O uso de teste de hip6tese permitiu indicar com validade estatistica que a
cepa B. succiniciproducens JF4016 apresenta melhor potencial para
producdo de acido succinico a partir de glicerina bruta, corroborando as
observagcdes relacionadas a melhor capacidade para assimilacdo de
substrato, para carboxilacdo de PEP e para aproveitamento das impurezas

presentes na glicerina bruta.

A analise de varidncia e de residuos mostraram a significancia e ajuste do
modelo obtido para simplificacdo do meio de producdo de acido succinico a
partir de glicerina, definindo a composicao (g/L): 10,22 substrato; 15,00
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extrato de levedura; 2,24 nitrato de sodio e 10,00 carbonato de magnésio. A
fermentacao deste meio por 12 horas, resultou em 4,162 g/L de &cido
succinico, verificando satisfatoriamente o modelo, e promovendo um
incremento na concentracdo de acido em 67%, com redugdo de 67% dos
custos relacionados ao preparo do meio de producdo, em relacdo as

fermentacdes iniciais.

Jaramillo, £L.YA.



131

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar um processo de adaptacdo natural das cepas bacterianas ao
substrato -glicerol- para reducao de efeitos inibitorios e aumento da atividade
metabdlica.

Simplificar o meio de propagacéao usando glicerina bruta, para otimizacdo da
etapa de preparo do in6culo, mantendo equilibrio entre as nescesidades

nutricionais e a economicidade do processo.

Avaliar o uso extrato de levedura residual e milhocina como de fontes

alternativas de nitrogénio, vitaminas e aminoacidos.

Estudar outros aceptores de elétrons que permitam a assimilagdo das
moléculas de glicerol, e outros compostos como fonte indireta de CO,,

visando um efeito positivo na producéo de acido succinico.

Estabelecer parcerias que permitam a montagem e ajuste de equipamentos
que permitam uma adequada dissolugcao de CO, no meio de produgao, para

ensaios em frascos agitados e biorreator instrumentado.

Avaliar as condicbes de agitacao, taxa de injecao de CO,, pH e agente
neutralizante, mediante desenvolvimento de planejamentos experimentais,
visando estudos de sinergismos entre os parametros, permitindo estabelecer

as condicoes étimas de operacgao.
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