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RESUMO - Glicerol, residuo da producéo de biodiesel, pode ser utilizado como fonte de
carbono em processos fermentativos para a producdo de 2,3-butanodiol por diferentes
microrganismos. Neste trabalho, o crescimento da bactéria anaerdbia facultativa
Klebsiella oxytoca ATCC 8724 foi avaliado em meio mineral suplementado com 20, 40
ou 60g/L de glicerol, em biorreator de bancada com 4L de volume util, a 37°C, pH 5,5,
fluxo de aeracéo de 1,5 L/min e frequéncia de agitadores de 600rpm. Valores semelhantes
de maxima velocidade especifica de crescimento, cerca de 0,8h, foram obtidos com
variacdo da concentracdo celular entre 5,5 e 7,4g/L. A conversdo de substrato em células
('Yx/s) foi decrescente nas concentracGes avaliadas, 0,27g/g (20g/L) a 0,12g/g (60g/L). O
mais alto rendimento em butanodiol, 60%, foi obtido com a concentracdo mais elevada de
glicerol, uma vez que, sob limitacdo de oxigénio dissolvido, o substrato presente no meio
foi preferencialmente convertido em produto pela via fermentativa.

1. INTRODUCAO

Atualmente, tem aumentado o uso de biodiesel como combustivel liquido oriundo de
fontes renovaveis. No processo de producdo do biodiesel, sdo gerados cerca de 10% de glicerol
que, em primeira instancia, poderia ser considerado um problema ambiental devido a alta da
producdo estimada para os préximos anos. Entretanto, o glicerol tem sido utilizado como fonte de
carbono em bioprocessos de obtencdo de intermediarios da inddstria quimica, como 1,3-
propanodiol, 2,3-butanodiol, etanol, &cidos organicos e de hidrogénio (Amaral et al., 2009).

Entre estes produtos, o 2,3-butanodiol tem aplicacBes comerciais, como na sintese de 1,3-
butadieno, intermediario da borracha sintética, e de diacetil, empregado na industria de alimentos.
Outras aplicacdes estdo relacionadas a substituicdo do etilenoglicol como anti-congelante, por
apresentar ponto de congelamento de -60°C (Converti e Perego, 2002) e no uso direto como
combustivel, haja vista seu calor de combustdo, da ordem de 27 KJ/g, comparavel ao do etanol
(29 KJ/g) (Flickinger, 1980).

Na producdo de butanodiol, a partir de glicerol, sdo utilizadas bactérias anaerobias
facultativas pertencentes aos géneros Enterobacter e Klebsiella (Amaral et al.,, 2009). No
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processo envolvendo Klebsiella oxytoca, prevéem-se duas etapas, a primeira, sob intensa aeracao
do meio, priorizando a producdo de biomassa, e a segunda, sob limitacdo de oxigénio,
favorecendo a formacdo do produto (Rossi et. al., 2013).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento e a formacéo de 2,3-butanodiol e
etanol por K. oxytoca ATCC 8724, em biorreator de bancada, em meio contendo diferentes
concentragdes de glicerol como Unica fonte de carbono.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado nos experimentos foi K. oxytoca ATCC 8724. A linhagem foi
mantida em meio agar nutriente, a 4°C.

2.2. Meio de cultivo e condicdes experimentais

Os ensaios foram realizados no meio mineral de Pirt e Callow (1958) (meio PC),
contendo, em (g/L): MgSO4.7H20, 0,3; CaCl..6H20, 0,09; FeSO4.7H20, 0,023; ZnS04.4H-0,
0,0038; (NH4)2SO0s4, 7,2; (NH4):HPOs4, 6,0. A este meio foi acrescentado glicerol, nas
concentracdes de 20, 40 e 60g/L, como Unica fonte de carbono.

A cultura foi previamente ativada em meio PC suplementado com 20g/L de glicerol,
incubada a 37°C, por 24h. Apos, foram preparados os indculos em frascos Erlenmeyer de 500
mL, contendo 80 mL de meio com 20g/L de glicerol, com pH inicial ajustado para 6,5. Estes
meios foram inoculados com 4mL (5% v/v) de suspensdo bacteriana previamente ativada,
mantidos a 37°C, sob agitacdo reciproca de 300 rpm, em agitador de bancada (Certomat U, B.
Braun Biotech, Sartorius).

Os cultivos foram realizados em biorreator de bancada New Brunswick, modelo
BioFlo/Celligen115, com 4 L de meio, 10% (v/v) de in6culo, em batelada, sob frequéncia de
agitadores de 600rpm, controle automatico de pH em 5,5 pela adicdo de NaOH 7mol/L, fluxo de
ar de 1,5L/min e temperatura de 37°C. Amostras foram coletadas periodicamente para
quantificacdo da biomassa, do consumo de substrato e de formacao de produtos.

2.3. Métodos analiticos
A concentragdo de biomassa microbiana foi medida indiretamente a partir da absorbancia

de suspensoes celulares, a 520nm, sendo convertidas em concentragdo - massa/volume — com
uma curva de calibracéo.
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A concentracgdo de glicerol foi determinada pelo método descrito por Carra (2012), definido
para sorbitol e adaptado para glicerol.

Os principais produtos da fermentacdo, 2,3-butanodiol e etanol, foram determinados por
cromatografia em fase liquida, em cromatografo Agilent Technology, modelo 9100, coluna
Aminex HPX-87H (300mm x 7,8mm, 9um), volume de injecdo de 50uL, a 60°C, vazdo de
0,6mL/min e H2SO4 0,0005M como fase mével.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo ao perfil de crescimento microbiano nos cultivos de K. oxytoca, 0
comportamento inicial foi semelhante, independentemente da concentracdo de glicerol testada.
Em geral, foi observada uma fase de adaptacdo média de 3 h, seguida de crescimento exponencial
até aproximadamente 9h (Figura 1). Concentracdes celulares superiores foram obtidas nos
cultivos contendo 40 e 60g/L de glicerol, 7,4 e 6,8 g/L, respectivamente, em 24 h de processo
(Figura 1B e 1C). O consumo de substrato foi maior a partir de 3h de processo, em decorréncia
da alta atividade metabdlica microbiana.

Em estudo anterior (Romio et al., 2013), com o emprego de glicerol como comparacgéo a
utilizacdo de glicose como fontes de carbono, foi estimada maior biomassa em cultivos glicerol,
assim como as superiores velocidades médias de crescimento e de consumo de glicerol. Este
resultado corrobora os de Mendes (2011) e Silva et al. (2009), que destacam o fato do glicerol ser
mais redutor que a glicose, gerando maior quantidade de NADH na sua degradacéo e que, ao
regenerar 0 composto reduzido, geraria mais energia para o crescimento.

Como ilustrado na Figura 1, ocorreu uma queda acentuada do oxigénio dissolvido no
meio durante a fase exponencial, que se tornou cada vez mais limitado devido a maior
concentracdo celular. A partir dessa etapa, o glicerol passou a ser utilizado ndo mais apenas para
a conversao em biomassa, mas também para a formacdo de produtos do catabolismo, 2,3-
butanodiol e etanol. Assim, com a menor geracdo de ATP em razdo do aumento do consumo de
substrato através do metabolismo fermentativo, houve uma forte reducdo da velocidade de
crescimento. Quando ha disponibilidade ilimitada de oxigénio, todo o glicerol presente no citosol
é convertido a piruvato, seguindo-se a formacao de acetil-CoA na mitocéndria que, por sua vez,
entra no ciclo do acido citrico para a producdo de energia para a célula. Nesse processo, ha
geracdo de acetato para a sintese de lipidios. Sob a limitacdo de oxigénio, 0 microrganismo nao
produz energia pela via aerdbia, desviando o piruvato para a via anaerébia. Ha producdo de
lactato e propanodiol no citosol e hidrogénio, etanol e 2,3-butanodiol, na mitocdndria, com o
objetivo de reoxidar os NADH produzidos na conversdo de glicerol em piruvato e ter energia
metabolica para manutencdo. Essas vias sdo independentes e o mais rentavel para o
microrganismo € reoxidar os NADH na via do 2,3-butanodiol, e menos rentavel na via do etanol.
A relacdo estequiométrica desses produtos é de 0,489 g/g para o butanodiol (2 mol de glicerol
gerando 2 mol de piruvato e, na sequéncia, 1 mol de 2,3-butanodiol) e 0,5 g/g para o etanol (1
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mol de glicerol gerando 1 mol de piruvato e, ap6s, 1 mol de etanol) (Amaral et.al., 2009;
Mendes, 2011).
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Figura 1 — Perfis cinéticos de crescimento celular, de consumo de glicerol e percentual de oxigénio
dissolvido em funcéo do tempo, em cultivos de Klebsiella oxytoca ATCC8724 em meios contendo
diferentes concentrag@es de glicerol (pH 5,5, 600 rpm, 37°C, 1,5 L min™).

(A) 20g/L; (B) 40 g/L; (C) 60g/L
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Como pode ser observado na Tabela 1, maxima velocidade especifica de crescimento
(Uxmax) foi estimada em cultivo com 40 g/L de glicerol, de 0,90 h* e valor médio de 0,8h*
quando utilizados 20 ou 60 g/L de glicerol. Estudos anteriores, realizados em frascos sob
agitacdo, HPxmax de cerca de 0,7h foi estimado com o uso de 20, 40 e 60g/L de glicerol e, em
concentragdes superiores, 80 e 100g/L, em torno de 0,5 h%, indicando, nestes Gltimos cultivos, o
efeito de inibicdo pelo substrato (Romio et.al., 2013Db).

Tabela 1 — Resultados gerais dos cultivos de Klebsiella oxytoca ATCC8724 em biorreator de
bancada, utilizando diferentes concentragdes iniciais de glicerol (pH 5,5, 600 rpm, 37°C, 1,5 L

mint).
t Xt  Mxmax Yxs Butanodiol Yeis P Etanol Yese P
(S/(I)_) but but et
. () (@@L () (g/9) (9/L) (9/9) (%) (/L) (d/g) (%)
20(18,5) 10 53 0,82 0,27 4,0 0,21 43 2,2 0,11 22
40(3700 25 74 09 0,20 9,2 0,25 51 2,9 0,08 15

60 (579 24 68 080 0112 17,3 0,30 61 4,9 009 17

Com relacdo a conversdo de substrato em biomassa celular (Yxs), um comportamento
decrescente em relacdo as concentracGes de glicerol foi verificado, com maior eficiéncia em
termos de conversdo em concentragdes mais baixas. Quando as condicGes para o crescimento se
tornaram menos favoraveis, pela limitacdo de oxigénio, o glicerol ainda presente no meio passou
a ser convertido em produtos do catabolismo, como o butanodiol, a fim de reoxidar a coenzima
NADH. Com o aumento da concentracdo inicial de glicerol, a disponibilidade de substrato ¢
maior quando ha limitacdo de oxigénio e, como consequéncia, foi observado um incremento em
termos de producdo de butanodiol. Nestas condicdes, valores proximos a 17g/L de butanodiol e
5¢/L de etanol foram estimados com 60g/L de substrato, representando um rendimento em torno
de 61 e 17%, respectivamente (Tabela 1). Nas condicGes testadas, baixo rendimento em termos
de etanol foi devido ao fato de esta via metabdlica ser menos favorecida para esse
microrganismo. Silveira et al. (1998) relatam a obtencdo de 74% de rendimento em 2,3-
butanodiol utilizando 60g/L de sacarose em cultivos batelada com o mesmo microrganismo e
rendimentos de até 90% em cultivos em batelada alimentada.

O presente trabalho demonstrou a viabilidade do uso de glicerol como fonte de carbono
para K. oxytoca com o fim de producdo de 2,3-butanodiol. Comparando-se glicerol e glicose,
determinou-se maior producédo de butanodiol em meio formulado com glicerol, com o mesmo
comportamento sendo observado com a producgéo de etanol (Romio et.al., 2013a).
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4. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostraram que, a exemplo do que ocorre com substratos
acucarados, o metabolismo de glicerol por K. oxytoca é dependente da disponibilidade ou
limitacdo de oxigénio dissolvido. Foi observado que concentracGes de glicerol de até 60g/L
proporcionaram a obtengdo de velocidades especificas de crescimento semelhantes, ndo se
constatando a ocorréncia de inibicdo por substrato. Quanto maior foi a quantidade de substrato
disponivel apds a limitacdo de oxigénio, maior rendimento de butanodiol e etanol foi obtido,
possibilitando uma maior conversdo de substrato em produto.

Os dados indicam que o glicerol pode vir a ser um substrato tecnicamente e
economicamente mais interessante que carboidratos simples, como a glicose ou a sacarose, para a
producéo de 2,3-butanodiol em maior escala, tendo em vista sua grande disponibilidade e baixo
valor como residuo da producado de biodiesel.

5. NOMENCLATURA

p - rendimento da formacéo do produto.

So - concentragéo inicial de glicerol.

X - concentragéo celular.

Yxs - fator de converséo de glicerol em células.

Yris — fator de converséo de glicerol em produtos (butanodiol ou etanol).
Mx,max - maxima velocidade especifica de crescimento.
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