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RESUMO - A glicerina, subproduto da producdo de biodiesel, vem sendo
investigada como fonte de carbono em processos microbianos para a obtencao de
bioprodutos com alto valor agregado. A avaliagdo do crescimento do micro-
organismo responsavel por essa bioconversdo ¢ uma importante etapa desse
processo. O presente trabalho consistiu em avaliar a cinética de crescimento do
Clostridium acetobutylicum ATCC 4259 através de uma fermentacdo em batelada
utilizando glicerol P.A. como fonte de carbono. A técnica de peso seco foi
utilizada para o calculo da concentragdo do micro-organismo presente no meio de
cultura apos a fermentagdo. A cinética microbiana mostrou que, para as condigdes
experimentais da pesquisa, a fase exponencial de crescimento ocorreu até o tempo
de 14 horas, e uma produtividade celular (P) de 0,0405 g/L.h, uma velocidade
maxima de crescimento (fmsx) de 0,0403 h™' e um tempo de geragdo (G) de 15,7 h
foram alcancados.

1. INTRODUCAO

O biodiesel é um combustivel renovavel, biodegradavel e nao toxico. Pode ser definido
como sendo um mono-alquil éster de acidos graxos derivados de fontes renovaveis (6leos
vegetais e gordura animal) com alcool na presenca de um catalisador, obtido através de um
processo de transesterificagdo, no qual ocorre a transformagao de triglicerideos em moléculas
menores de ésteres de acidos graxos e tendo como subproduto principal, a glicerina (glicerol
mais impurezas) (Fukuda et al., 2009; Leoneti et al., 2012).

Nos primeiros anos de producdo do biodiesel, a alta percentagem de glicerina obtida era
considerada como um aspecto positivo, € com sua venda, o aumento da competitividade
econdmica global da fabricacdo de biodiesel parecia seguro, uma vez que a glicerina gerada
na producdo corresponde a aproximadamente 10 % do volume total de biodiesel produzido
(Yazdani & Gonzalez, 2007). Em 2010, a producdo de biodiesel no Brasil foi de
aproximadamente 2,4 bilhdes de litros, o que gerou aproximadamente 240 milhdes de litros
de glicerina (Leoneti ef al., 2012).

O acumulo da oferta ocasionado pelo crescimento das industrias de biocombustiveis e a
quantidade de impurezas encontradas na glicerina bruta, fizeram com que seu prego
diminuisse com o passar dos anos (Yazdani & Gonzalez, 2007; Asad-Ur-Rehman et al.,
2008). Desta forma, essa glicerina oriunda da producdo de biodiesel passou de um produto
apreciado a um problema de eliminacdo de residuo, e existe um grande interesse em sua
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purificacdo ou no seu reaproveitamento direto sem tratamento, proporcionando ao processo de
producdo de biodiesel maior competitividade e valorizacdo crescente no mercado de
biocombustiveis (Kaur et al., 2012; Clomburg et al., 2013).

Sendo assim, a glicerina bruta ndo purificada ou com purificagdo parcial vem sendo
investigada como fonte de carbono em processos microbianos para obtencdo de bioprodutos
de alto valor agregado como 1,3-propanodiol, etanol, butanol, acetona, 4cido acético, acido
butirico, acido citrico, acido foérmico, acido latico, acido succinico, CO, ¢ H,. (Anand et al.,
2011; Clomburg et al., 2013).

O estudo cinético do crescimento do micro-organismo responsavel por essa
bioconversdo ¢ uma importante etapa para compreender todo o mecanismo e otimizar o
processo de fermentacdo. (Sun er al., 2008). A formacdo de biomassa no processo
fermentativo depende de duas moléculas transportadoras de energia, o NAD" (dinucleotideo
de adenina nicotinamida) ¢ o ATP (adenosina trifosfato) (Kaur et al., 2012).

O crescimento de um micro-organismo esta dividido em quatro fases: a fase lag,
conhecida também como fase de adaptacdo, em que nenhum crescimento aparente ocorre,
uma vez que as células estdo se adaptando ao meio de cultivo; tem-se a fase exponencial,
também conhecida como fase logaritmica ou fase log, em que ocorre um aumento
exponencial do numero de células, atingindo a sua velocidade maxima; a fase estacionaria,
onde a populacdo atinge seu maximo e constante crescimento; e a fase da morte, onde, devido
ao acumulo de metabolitos ¢ limitagdo de nutrientes, eventualmente podera ocorrer um
declinio do nimero de células, caracteristico dessa fase (Bastos, 2010).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a cinética de crescimento do Clostridium
acetobutylicum ATCC 4259 através de uma fermentacdo em batelada utilizando glicerol P.A.
como fonte de carbono.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Micro-organismo: O micro-organismo utilizado no trabalho foi o Clostridium
acetobutylicum ATCC 4259. Essa linhagem foi cedida pela colecdo de micro-organismos
UFPEDA do Departamento de Antibioticos da UFPE. Foi adquirida em tubos contendo meio
RCM (Caldo Clostridial Refor¢ado) semissolido, e foi mantida em estufa a 37 °C até ser
inoculada e/ou repicada.

Solucdes Utilizadas: Meio de tioglicolato fluido (marca DIFCO), utilizado para
manutengdo e crescimento do micro-organismo e solucdo salina para diluicao (Tabela 1).
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salina para dilui¢ao

Solucdo A
KH,PO4 340¢g
Agua destilada 1000,0 mL
Solucdo B
MgS04.7H,0 50,0 g
Agua destilada 1000,0 mL
Solucdo Salina
Solucdo A 1,25 mL
Solucdo B 5,0 mL
Agua destilada 1000,0 mL

A pré-cultura utilizada para adaptar o micro-organismo aos componentes do meio de
cultura para fermentacdo tem a seguinte composicdo (Giinzel et al., 1991): K,HPO4 (3,4 g/L),
KH,PO4 (1,3 g/L), (NH4),SO4 (2,0 g/L), MgS04.7H,0 (0,2 g/L), CaCl,.2H,O (0,02 g/L),
CaCOs; (2,0 g/L), extrato de levedura (1,0 g/L), glicerol P.A. (20 g/L), solugdo de elementos
tragos (1,0 mL/L) (Tabela 2) e solugdo de ferro (2,0 mL/L) (Tabela 3).

Tabela 2 — Composi¢do da solugdo de elementos tragos

Componentes
ZnCl, 0,070 g/L
MnCl,.4H,0O 0,100 g/L
H3;BOs3 0,060 g/L
CoCl,.6H,O 0,200 g/L
CuCl,.2H,O 0,020 g/L
NiCl,.6H,0O 0,025 g/L
Na;Mo004.H,O 0,035 g/L
HCI 37% 0,900 mL/L

Tabela 3 — Composi¢ao da solugdo de Ferro

Componentes
FeS0O4.7H,0 5,0 g/L
HCI 37% 4,0 mL/L
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A concentragdo dos nutrientes do meio de cultura para fermentacdo ¢ igual a
concentracdo dos nutrientes da pré-cultura, com excecdo de: Ko,HPO4 (1,0 g/L), KH,PO4 (0,5
g/L), (NH4)2SOy4 (1,0 g/L) e solugdo de ferro (1,0 mL/L).

2.2. Metodologia Experimental

Preparagdo dos meios de cultura: Os meios de cultura foram preparados de acordo com
as seguintes etapas: os nutrientes de cada meio foram pesados e diluidos em agua destilada;
apos dilui¢do, foram insuflados com gas nitrogénio ¢ aquecidos a T = 55 °C durante 20
minutos; os meios de cultura entdo foram transferidos para tubos de penicilina e para o frasco
biorreator, selados e lacrados; seguiram entdo para a esterilizagdo em autoclave, a 121 °C por
15 minutos.

Preparo da cinética: Utilizando uma seringa (c/ agulha) estéril, o C. acetobutylicum
ATCC 4259 foi inoculado em um tubo de penicilina de 100 mL contendo 90 mL de meio de
tioglicolato fluido na propor¢do de 10 % v/v e incubado a 35 °C. Apo6s 24 horas de
crescimento o micro-organismo foi inoculado, também na propor¢do de 10 % v/v, em outro
tubo de penicilina de 100 mL contendo 90 mL de pré-cultura. Apos as 24 horas, o micro-
organismo adaptado na pré-cultura foi inoculado no meio de fermentagdo para realizagdo da
cinética. A cinética foi conduzida em um frasco biorreator de 500 mL, sem controle de pH,
temperatura e agitacdo, contendo 300 mL de meio de cultura para fermentagdo que foi
inoculado com 34 mL de indculo vindo da pré-cultura (correspondendo a 10 % v/v). O frasco
seguiu para a incubadora a T = 35 °C durante 20 h, tempo que durou a fermentagao.

Avaliacdo da biomassa: Para avaliar o crescimento do micro-organismo foi utilizada a
técnica do peso seco. Em intervalos de 1 hora, amostras de 10 mL foram retiradas do frasco
biorreator e filtradas com o auxilio de um conjunto para filtragio em membranas de 2 um
previamente taradas, utilizando agua de dilui¢do (Tabela 1) para lavagem. Antes de cada
filtracdo, o frasco foi levemente agitado para homogeneizar o meio e a retirada das amostras
foi realizada de maneira estéril, com o auxilio da chama do bico de Bunsen As membranas
permaneceram 2 horas na estufa a T = 80 °C para secar o filtrado. A diferenga entre o peso
inicial da membrana e o peso apds a secagem determina a biomassa que cresceu durante a
fermentacao.

Célculo dos parametros cinéticos: Para calcular os pardmetros importantes da cinética
microbiana, tém-se as Equagdes 1, 2 e 3. A Equagdo 1 determina a produtividade celular (P)
que ¢ a relagdo entre a variacdo da concentragdo celular pela variacdo do tempo de cultivo
englobando todas as fases de crescimento microbiano (Borzani ef al., 2001).

_ (X=Xp)

P= (t-to)

(M

A Equacdo 2 mostra a velocidade méxima de crescimento do micro-organismo (pmsx). O
intervalo de tempo t-ty, corresponde apenas a fase exponencial de crescimento; X, ¢ a
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concentracdo celular no inicio da fase exponencial de crescimento, enquanto X ¢ a
concentracdo celular no final dessa fase (Bastos, 2010).

In(X/Xo)
T iar=e 2)

A Equacado 3 mostra o tempo de geracdo (G), ou seja, o tempo que 0 micro-organismo
leva para duplicar a sua biomassa. O tempo de geracdo também ¢ calculado apenas na fase
exponencial de crescimento. Esse pardmetro ¢ importante na interpretagdo do crescimento
celular, uma vez que d4 uma ideia mais pratica de quao rapido ocorre o crescimento do micro-
organismo (Bastos, 2010).

G = In2 (3)

Hmax

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Resultados da cinética microbiana
Os resultados da cinética microbiana encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 — Construcao da curva de crescimento por peso seco

Tempo (h)  Concentragdo (g/L) Tempo (h) Concentragao (g/L)

1 0,92 11 1,37
2 0,38 12 0,20
3 1,18 13 1,22
4 0,16 14 1,60
5 1,25 15 1,49
6 1,37 16 1,45
7 0,14 17 1,43
8 1,31 18 1,61
9 1,51 19 1,66
10 1,18 20 1,69

Com os valores encontrados na Tabela 4, foi calculada a produtividade celular P =
0,0405 g/L.h. Esse valor representa diretamente o crescimento celular em g/L. a cada hora de
experimento. Na Figura 1 encontra-se a regressdo quadratica do crescimento celular em
fungdo do tempo.
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Figura 1 — Crescimento celular ajustado

Incialmente observa-se através da Figura 1 que a fase lag de crescimento ndo ¢é
visualizada, o que mostra que o Clostridium acetobutylicum ATCC 4259 se adaptou bem ao
meio de cultura. Pode-se identificar a fase de crescimento exponencial para as nossas
condi¢des experimentais. Essa fase exponencial ocorre até o ponto de 14 horas. Além disso,
temos a fase estacionaria de crescimento a partir de 14 horas.

Podemos encontrar a velocidade maxima de crescimento (umix) através da Equagdo 2,
calculando o logaritmo neperiano de X/Xy e construindo o grafico da Figura 2. Na Tabela 5
encontram-se os resultados desses calculos.

Tabela 5 — Valores de In (X/X) para calculo da velocidade méxima de crescimento

Tempo (h) X (g/L) In (X/Xo) Tempo (h) X (g/L) In (X/Xo)

1 0,92 0 8 1,31 0,353409
2 0,88 -0,04445 9 1,51 0,495491
3 1,06 0,141651 10 1,47 0,468644
4 1,14 0,21441 11 1,51 0,495491
5 1,25 0,306525 12 1,55 0,521637
6 1,37 0,398192 13 1,57 0,534457
7 1,33 0,368561 14 1,60 0,553385
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Figura 2 — Caracterizagdo do pumsx para o experimento

O coeficiente angular da equagdo da reta do grafico da Figura 2 representa a velocidade
méxima de crescimento celular, portanto pmg = 0,0403 h™'.

De posse do valor da velocidade maxima, podemos calcular G, o tempo de geracdo,
através da Equacdo 3. Entdo, temos que G = 15,7 h. Esse valor representa o tempo necessario
para que o micro-organismo duplique a sua biomassa. Entdo, quanto menor o valor de G, mais
rapido € o crescimento.

4, CONCLUSOES

As condi¢cdes operacionais para manutengdo e crescimento do Clostridium
acetobutylicum ATCC 4259 foram alcangadas, produzindo indculos com boa viabilidade e
respostas satisfatorias para o crescimento do micro-organismo utilizando glicerol P.A. como
principal fonte de carbono em um processo descontinuo.

Foi possivel observar que o Clostridium acetobutylicum ATCC 4259 alcangou o fim da
fase exponencial de crescimento em 14 horas de fermentacdo. Entdo, estudando apenas essa
fase, dados cinéticos que caracterizam o crescimento do micro-organismo foram coletados. Os
dados serviram para compreender o seu comportamento diante do meio de cultura proprio
para a producao de 1,3-propanodiol.

O primeiro dado importante foi o tempo de geracdo (G = 15,7 horas). Através desse
valor conclui-se que o Clostridium acetobutylicum ATCC 4259 leva aproximadamente toda a
fase exponencial de crescimento para duplicar a sua biomassa. Fato esse que pode ser
observado também pela baixa velocidade de crescimento maxima (Umsx = 0,0403 h'l),
caracteristica do género Clostridium.
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