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RESUMO - O &cido butirico, de suma importancia para a industria quimica e alimenticia,
¢ produzido pela oxidacdo de butiraldeido por oxosintese. A bactéria Clostridium
butyricum é anaerébica e metaboliza matéria organica, como a glicerina, que é produzida
como um subproduto do biodiesel. Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar a
sintese de acido butirico por C. butyricum a partir glicerina bruta. As células foram
inoculadas em frascos de vidro do tipo SCHOOT®, com 200 mL de meio de cultivo, em
agitador rotatorio a 37°C e 250 rpm por 16 horas. Seguiu-se, entdo para um biorreator, em
condicdes anaerodbias, a 200 rpm e 30 horas com controle de temperatura e pH. A analise
do consumo de glicerol e dos produtos formados foi realizada através da técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Praticamente todo glicerol (15,65 g.L"
1) foi consumido em 6 horas, ocorrendo producéo de 1,3-propanodiol (PDO) (16,18 g.L™)
e de 4cido butirico (4,69 g.L™). Assim, a glicerina mostrou-se um substrato promissor
para producdo de acido butirico.

1. INTRODUCAO

O elevado consumo de combustiveis fosseis aliado a crise energética mundial reforcam a
procura por alternativas que pudessem suprir a alta demanda do mercado e que estejam dentro dos
padrdes exigidos pelos 6rgdos ambientais. Nesse sentido, 0s bioprocessos encontram-se em destaque,
pois utilizam-se de matéria-prima renovavel para a obtencdo de produtos que ja sdo sintetizados por
via quimica, com pouca formacéo de co-produtos indesejaveis.

As bactérias do género Clostridium séo anaerdbicas, metabolizam desde fontes simples de
carbono, como CO e CO,, fontes mais complexas, como carboidratos e gorduras, produzindo
intermediarios importantes industrialmente, como o 1,3-propanodiol (PDO), dihidrdxiacetona, acido
succinico, acido propidnico, acido citrico, etanol e biosurfactantes (Jang et al., 2012). As cepas de C.
butyricum sdo geralmente reportadas pela producgéo de PDO a partir de glicerol como substrato. Além
disso, 0 micro-organismo apresenta-se como promissor na sintese de acido butirico.

O écido butirico, ou &cido butandico, esta presente na manteiga rangosa e, por isso, €
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responsavel pelo odor e sabor caracteristico. Dessa forma, suas aplicacdes sdo bastante abrangentes na
indUstria de laticinios e alimentos em geral. Além disso, exerce um papel importante em materiais
plasticos, fibras téxteis e na industria farmacéutica. Comercialmente, é sintetizado pela oxidacéo do n-
butiraldeido, o qual pode ser obtido pela oxosintese de olefinas, como o propileno, por exemplo.
Entretanto, a rota biotecnologica obtém produtos mais especificos e com maior pureza (Zigova e
Sturdik, 2000).

A glicerina, produto industrial que contém pelo menos 95% de glicerol puro, pode ser utilizada
para a sintese de produtos quimicos intermediarios, por via quimica ou fermentativa, enquanto que a
glicerina bruta, isto é, coproduzida ao biodiesel, contém cerca de 80% de glicerol puro. A alta
producdo de biodiesel nos Gltimos anos gerou uma quantidade elevada de glicerina que o mercado nao
consegue absorver em sua totalidade. Para cada quilo do biocombustivel produzido sobram 100 quilos
de glicerol. Somente para este ano estima-se uma producéo de 0,5 bilhdes de litros e para 2020 1,4
bilnGes de litros de glicerol (Vasconcelos, 2012). Desse modo, novos estudos focam no
aproveitamento desse residuo, agregrando-o valor a partir de novas aplicacGes, principalmente, por
rotas sustentaveis.

2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de acido butirico pela bactéria Clostridium
butyricum NCIMB 8082, utilizando glicerina bruta como substrato.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Micro Organismo

A bactéria utilizada para estes ensaios foi a Clostridium butyricum NCIMB 8082. Esta cepa foi
obtida do National Collection of Industrial and Marine Bacteria (NCIMB), cuja ativacdo foi feita
utilizando Meio Fluido de Tioglicolato e Reinforced Clostridia Medium.

3.2. Preparo do Inoculo

A cultura de células foi mantida em frascos de penicilina a 4 °C contendo 50 mL de Reinforced
Clostrida Medium. Estes frascos, contendo células crescidas, foram incubados em agitador rotatério a
37°C e 250 rpm por 30 minutos. Em seguida, as células foram inoculadas em frascos de vidro do tipo
SCHOTT®, contendo 200 mL do meio de cultivo, a 37 °C por 16 horas em agitador rotatério a 250
rpm. O meio de cultivo utilizado tanto para esta etapa quanto para a fermentacéo € descrito na Tabela
1.

3.3. Fermentacéo

O meio de cultura contido nos frascos SCHOTT foram totalmente transferidos para um
biorreator contendo 800 mL do meio de cultivo, purgando N, O glicerol bruto, utilizado como
substrato, foi obtido a partir de uma planta piloto de biodiesel de Petroleo Brasileiro S.A.
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(PETROBRAS).

Tabela 1. Meio de Cultivo (Chatzifragkou et al., 2011)

Composto Concentracdo (g.L™)
K;HPO, 34
KH,PO, 1,3

(NH4)2SO4 2,0

MgSQO,4.7H,0 0,2
CaCl,.2H,0 0,02
CaCO; 2,0
Extrato de Levedura 1,0
Glicerina 20,0

Solucdo Trago* 2,0 (ml.L?Y

Solugéo de Fe 1,0 (ml.L™h
pH 7,0

O ensaio foi desenvolvido em condi¢des anaerdbicas em biorreator com capacidade util de 1 L a
37 °C, 200 rpm por 30 horas com controle de temperatura e pH durante o dia. O meio de alimentagéo
foi composto de glicerol (200 g.L™) e extrato de levedura (10 g.L™).

3.4. Analises

A partir do biorreator de 1 L foram retiradas amostras em diferentes tempos para a analise do
consumo de glicerol, dos produtos formados e do crescimento celular. Para quantificar o consumo de
glicerol foram realizadas analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Waters®), utilizando
coluna Aminex® HPX-87H lon Exclusion de dimensées 300 nm x 7,8 nm (Bio-Rad Laboratories),
detector de indice de refracdo RID-10A (Shimadzu), bomba LC-20ADSP (Shimadzu) e software
cromatogréfico: LabSolutions (Shimadzu). A fase movel utilizada foi H2SO4 5 mM com vazéo de 0,8
mL/min, o volume de injecdo foi 20 L e a temperatura da corrida 60°C. Os padrdes (Sigma-Aldrich)
de todos os analitos estudados foram diluidos em &gua Mili-Q e injetados em triplicata para
preparacdo da curva padrdo, que relaciona a area obtida no cromatograma com a concentragdo do
composto. As amostras foram filtradas em membrana (CHROMAFIL®) com diametro de 0,45 um e
injetadas em duplicata para a quantificacdo através do uso da curva padréo.

1 Solugdo Trago: 70 mg ZnC12, 0.1 g MnCI2-4H20, 60 mg H3BO3, 0.2 g CoC12-2H20, 20 mg CuC12-2H20, 25
mg NiC12.6H20, 35 mg Na2M004:2H20,0.9 mL HC1 (37 %).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 sdo mostradas as concentracdes dos produtos obtidos a partir dos resultados
gerados pela Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A fase em batelada seguiu até 7

(sete) horas de experimento. Em seguida, realizou-se a alimentacdo em 7 (sete) horas e meia de
fermentacéo.

Pode-se observar que houve consumo de praticamente todo o glicerol inicial em 6 (seis) horas
de fermentacdo, mostrando que a glicerina bruta é um substrato de fécil assimilacdo para cepa que
estd sendo estudada. Ao mesmo tempo, houve producdo de &cido butirico e de 1,3-propanodiol
(PDO), sendo este ultimo o mais produzido.

Avaliacao do Consumo de Glicerol e da Producao de
PDO e Acido Butirico
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Figura 1. Concentracio de Glicerol, Acido Butirico e de PDO na fermentacéo de glicerina bruta
utilizando Clostridium butyricum NCIMB 8082.

Nas 10 primeiras horas de fermentacdo, o pH foi mantido entre 6,0 e 7,0, 0 que favoreceu a
producdo de PDO, atingindo 13,03 g.L™, enquanto obteve-se 2,90 g.L™* de acido butirico. Todavia,
apos as 10 horas desligou-se o controle de pH , sendo assim o pH foi reduzindo e ficou entre 5,5 e 6,0,
0 que deslocou a via para a producéo &cido butirico, atingindo a produc&o méxima de 4,69 g.L™.

A Tabela 3 mostra o rendimento e a produtividade de &cido butirico e de PDO obtidos na
fermentagdo realizada. Os calculos de rendimento e produtividade foram realizados separadamente
para as duas fases: a fase com controle de pH, que corresponde as 10 primeiras horas de fermentacéo,
e a fase sem controle de pH, apo6s 10 horas de fermentacdo. Nota-se uma diferenca significativa de
rendimento e produtividade quando o pH € alterado. Ao se manté-lo a concentracdo de PDO & bem
mais alta que a do &cido, entretanto, ao reduzi-lo, é obtido um aumento relevante em apenas 3 horas
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de diferenca, apesar de o ganho de diol ter se mantido. E possivel que a reducdo do pH tenha
favorecido a producdo répida do acido, embora de valor ainda baixo.

Tabela 3. Rendimento de glicerol em acido butirico e PDO (Ypss) e produtividade (Q) dos principais
produtos obtidos para as duas fases: com controle de pH e sem controle de pH.

Com controle de pH Sem controle de pH
] Yes (@.97) Q@L™hY) Yes(ggh) Q(g.Lmh?)
Acido Butirico 0,12 0,29 0,20 0,60
PDO 0,52 1,30 0,35 1,05

Resultados semelhantes s&o observados na literatura para a fermentacdo de Clostridium
butyricum. Zigova et al. (1999) reportaram que foram encontrados 0.19 g butirato/g aclcar e 0.23 g.L
! h de 4cido butirico quando sacarose foi usada como fonte de carbono em batelada, com pH 5,2 e
ajustado apenas no inicio. No mesmo trabalho, foram encontrados 0,30 g butirato/g acucar e 0,21 g.L"
' h™ com o mesmo substrato, porém com alimentacio e pH mantido em 5,2. Isso porque, de acordo
com os autores, em baixos valores de pH a fase solventogénica da via metabdlica é favorecida e, com
isso, pois aumentou a quantidade deste acido produzida. Por outro lado, quando em fermentagédo
continua, com 30 g.L™ de glicerol e pH mantido em 7,0, 4,4 g.L™ de 4cido butandico e 0.15 g
butirato/g glicerol foram reportados por Papanikolaou et al. (2000), além de 16,5 g.L™ de PDO e 0,55
g PDO/g glicerol. Esses resultados foram explicados pelo fato de o pH neutro favorecer a via de
producdo de 1,3-propanodiol, enquanto que taxas de diluicdo crecentes do meio direcionam para um
aumento da producdo de acido butirico.

Esses dados mostram que a cepa utilizada € promissora, uma vez que sao bem proximos aos
relatados de &cido butirico e de PDO. Este glicol é de suma importancia para a sintese de poliésteres,
poliuretanos e para a industria farmacéutica (Papanikolaou et al., 2000). Os resultados obtidos sdo
bastantes atrativos, ja que o 1,3-propanodiol ndo € mais produzido por via sintética e sim por rota
biotecnologica. Dessa forma, é evidenciado o potencial da glicerina como substrato para as bactérias
do género Clostridium.

5. CONCLUSAO

O uso da glicerina como fonte de carbono na fermentacdo de C. butyricum mostrou ser muito
promissora. As concentragdes, os rendimentos e as produtividades obtidos para o 1,3-propanodiol e o
acido butirico sdo relevantes e competitivos quando comparados com os dados relatados na literatura,
principalmente, quando se leva em consideragdo a influéncia do pH.

Com isso, a producéo de acido butirico por essa cepa agrega valor ndo somente a via metabdlica

de sua producdo, como também a de PDO e, principalmente, por utilizar uma matéria-prima de baixo
custo em relagéo aos produtos gerados.
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