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RESUMO

Glicerol € um &lcool gerado na producéo de biodiesel, que corresponde 10% em
relagdo ao biocombustivel. Devido a crescente producdo de biodiesel, pode ser utilizado
como substrato para a obtencdo de outros compostos, como o 2,3-butanodiol, através de
vias fermentativas. Esta substancia, que tem potencial de aplicacdo industrial e como
combustivel, pode ser obtida pela fermentacdo de glicerol pela bactéria anaerdbia
facultativa Klebsiella oxytoca. Neste trabalho foram avaliados pardmetros e condigdes
operacionais para o cultivo de K. oxytoca ATCC 8724, visando a obtencéo de 2,3-
butanodiol a partir de glicerol. Em razédo do equilibrio observado entre 2,3-butanodiol e
acetoina, em propor¢do significativamente maior para o primeiro, no metabolismo
fermentativo de K. oxytoca, a discussdo dos resultados deste trabalho levam em conta a
soma das concentracbes destes compostos. Os resultados indicaram que este
microrganismo metaboliza eficientemente o glicerol, visto que a velocidade média de
crescimento celular neste substrato, em 8 horas de cultivo em frascos sob agitacdo, foi
de 0,44 g/L/h, superior a obtida com glicose (0,38 g/L/h) nas mesmas condigdes.
Observou-se que para substratos sacarineos, que o metabolismo microbiano pode ser
dividido em duas fases: na primeira fase, sem limitagdo de oxigénio, ocorre acentuado
crescimento celular, em razéo da prevaléncia da respiracdo, que resulta em substancial
ganho energético para 0 microrganismo, enquanto na segunda fase, com limitacdo de
oxigénio dissolvido, o fluxo de carbono é cada vez mais dirigido a formacdo de
produtos de fermentacdo. Assim, em ensaios em regime descontinuo conduzidos em
biorreator de bancada, o uso de uma velocidade caracteristica de transferéncia de
oxigénio (OTR) intermediaria, da ordem de 17 mmol/L/h, proporcionou resultados
superiores em termos de producdo de 2,3-butanodiol, com conversdo de 60 g/L de
glicerol em 17,3 g/L do produto. Em regime descontinuo, a mais alta conversdo de
glicerol em produto foi alcancada com concentragédo inicial de substrato de 129 g/L,
sendo produzidos, em 48 horas, 53,6 g/L de 2,3-butanodiol, o que significa um
rendimento superior a 83% em relagdo ao maximo tedrico. Com concentracdes iniciais
de glicerol de até 60 g/L, ndo foi constatado efeito inibitdrio sobre o crescimento
celular. Por outro lado, o uso de 160 g/L de glicerol inicial levou a uma dréstica reducao
do rendimento do processo (apenas 56,3%) e a uma concentracdo residual de substrato
de 98 g/L, apo6s 72 de cultivo. Com a conducdo do processo em regime descontinuo
alimentado, como alternativa para contornar os efeitos de inibicdo pelo substrato,
resultados expressivos foram alcancados com a massa de glicerol equivalente a que
seria necessaria para ter-se 202 g/L em regime descontinuo. Nestas condi¢des, 92,1 g/L
de 2,3-butanodiol e rendimento de 92,6%, foram alcancados, em 84 horas de
fermentacdo. Os resultados revelam, o grande potencial de uso de glicerol como
substrato para a producdo de 2,3-butanodiol em escala industrial.

Palavras-chave: Klebsiella oxytoca, 2,3-butanodiol, glicerol, regime descontinuo,
regime descontinuo alimentado.
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ABSTRACT

Glycerol is a by-product of biodiesel production, which accounts for
approximately 10% of the biofuel. Since a large volume of it is formed in industry,
glycerol could be used as a substrate to obtain other compounds, such as 2,3-butanediol,
through fermentative routes. This substance, which has potential for application in
industry and as fuel, can be obtained by glycerol fermentation with the facultative
anaerobe bacterium Klebsiella oxytoca. In this work, parameters and operational
conditions for the cultivation of K. oxytoca ATCC 8724, envisaging 2,3-butanediol
production from glycerol, were assessed. Due to the equilibrium between 2,3-butanediol
and acetoin, in a significantly higher proportion for the first product, in the fermentative
metabolism of K. oxytoca, the discussion of this work takes in account the sum of
concentrations of these compounds. The results have shown that the microorganism is
able to efficiently metabolize glycerol once cell growth rate on this substrate, after 8
hours of cultivation in shake flasks, was 0.44 g/L/h, higher than that obtained with
glucose (0.38 g/L/h) under the same conditions. As previously described for
saccharides, it was observed that the microbial metabolism can be divided into two
phases: in the first phase, without limitation of oxygen, an intense cell growth occurs
due to the prevalence of respiration, that results in a substantial gain of energy for the
microorganism, whereas in the second phase, under oxygen limitation, most of carbon
flux is driven to the formation of fermentation products. Thus, in batch runs carried out
in a bench bioreactor, the use of an intermediate characteristic oxygen transfer rate
(OTR) of about 17 mmol/L/h, led to superior results in terms of 2,3-butanediol
production, with conversion of 60 g/L of glycerol to 17.3 g/L of product. In batch mode,
the highest conversion of glycerol to product was achieved with 129 g/L of initial
substrate concentration, with the production of 53.6 g/L 2,3-butanediol, in 48 hours,
which means a yield of 83% in relation to the theoretical maximum. With initial
glycerol concentrations up to 60 g/L, no inhibitory effect on cell growth was observed.
On the other hand, the use of 160 g/L of glycerol led to a drastic decrease in the process
yield to 56.3% and to a residual concentration of substrate of 98 g/L after 72 h of
cultivation. By carrying out the process in fed-batch mode, as an alternative to
overcome the substrate inhibitory effects, remarkable results have been attained with the
mass of glycerol that would be needed to have an initial concentration of 202 g/L in
batch mode. Under these conditions, a final concentration of 92.1 g/L of 2,3-butanediol,
corresponding to a yield of 92.6%, was achieved after 84 hours of fermentation. The
results show clearly the high potential of the use of glycerol as a substrate for 2,3-
butanediol production in industrial scale.

Keywords: Klebsiella oxytoca, 2,3-butanediol, glycerol, batch mode, fed-batch mode.



1. INTRODUCAO

O crescimento populacional e as atividades humanas demandam o uso de grande
quantidade de energia. Para suprir as necessidades atuais da populacdo, tém sido
utilizados, principalmente, os combustiveis fosseis oriundos do petr6leo; porém, como
resultado da sua combustdo, ha a emissdo de grandes quantidades de poluentes gasosos,
0 que torna os impactos ambientais crescentes.

Em vista desta preocupacdo ambiental e da alta demanda por combustiveis
liquidos, a busca de alternativas para a producdo de energia, envolvendo processos
sustentaveis para reduzir a poluicdo ambiental e o aquecimento global, tem estimulado o
mercado mundial dos biocombustiveis.

Nos altimos anos, houve, no Brasil, um substancial aumento na producéo de
biodiesel, como alternativa para reduzir a dependéncia do Oleo diesel derivado do
petréleo. Este biocombustivel é produzido a partir de matérias-primas renovaveis, como
Oleos vegetais e gordura animal, apresentando demanda crescente. A Agéncia Nacional
do Petroleo estimou, no ano de 2013, uma producdo de biodiesel da ordem de 2,9
milhdes de litros, sendo o estado do Rio Grande do Sul responsavel por cerca de 30%
do volume total produzido. Atualmente, existem 92 usinas de biodiesel funcionando ou
em construcdo no Pais, sendo onze delas no Rio Grande do Sul (Agéncia Nacional do
Petroleo, 2014).

No processo industrial de sintese de biodiesel, ha a geracédo de cerca de 10% de
glicerol como subproduto, um composto que em geral é queimado para a geracdo de
energia calorifica em unidades industriais, em razdo do seu baixo grau de pureza.
Assim, a disposicdo deste residuo se torna um problema, necessitando que se busquem
alternativas para o seu aproveitamento. Como matéria-prima abundante e de baixo
custo, tem potencial de utilizacdo no desenvolvimento de processos de obtencdo de
produtos com maior valor agregado, destacando-se, no caso, 0 seu uso como fonte de
carbono em varios processos biotecnolégicos.

O glicerol oriundo das industrias de biodiesel pode servir como substrato
energético em processos fermentativos de producdo de 2,3-butanodiol, etanol, 1,3-
propanodiol e hidrogénio, entre outros compostos, para as industrias de combustiveis e
quimica. Com isto, entende-se a importancia de estudar vias de formacdo destes

produtos, de forma que o glicerol passe a ser uma matéria-prima relevante na geracdo de



compostos de importancia industrial. Pode-se destacar, ainda, que o estado do Rio
Grande do Sul poderia ter no glicerol uma solugdo, ao menos parcial, para a sua
caréncia de substratos agucarados e, com isto, aumentar a sua capacidade de gerar
produtos de base biotecnoldgica em larga escala.

Na literatura, destaca-se 0 uso de microrganismos anaerobios facultativos, como
Enterobacter aerogenes e Klebsiella oxytoca, para a formacdo dos compostos quimicos
citados a partir de substratos como glicose, sacarose e xilose. H& no entanto,
relativamente poucos estudos sobre o uso do glicerol neste tipo de processo.

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar parametros e
condi¢des operacionais para o cultivo de K. oxytoca ATCC 8724, visando a obtencéo de
2,3-butanodiol a partir de glicerol, estabelecendo-se os seguintes objetivos especificos:

e avaliar 0 uso do glicerol comercial como fonte de carbono para o crescimento de

K. oxytoca em comparacao a glicose;

e definir condicdes de suprimento de oxigénio que levem aos melhores resultados
em termos de crescimento celular e formacédo de produtos de fermentacéo;
e estabelecer os efeitos da concentracdo de glicerol comercial sobre o crescimento

e formacéo de produtos de fermentacao;

e comparar a conducdo do processo em regimes descontinuo e descontinuo
alimentado visando obter elevadas concentracdes de 2,3-butanodiol a partir de

glicerol comercial.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Glicerol

Glicerol ¢ um composto organico, também conhecido como glicerina, 1,2,3-
propanotriol, 1,2,3-trihidroxipropano, glicil-alcool ou gliceril, presente em vegetais
(soja, mamona, babagu, girassol, palma, algoddo, coco, dendé, pinh&o) e animais (Lages
& Lucas, 1997; Mota et al., 2009). Apresenta massa molar de 92,09 g/mol e densidade
de 1,262 kg/m?, a 25°C, sendo caracterizado como um liquido viscoso, incolor, inodoro,
higroscopico, solivel em &gua e alcool e insolivel em éter e cloroférmio (Wang et al.,
2001; Arruda et al., 2007).

Este composto tem aplicagdes nas industrias de cosméticos, de tintas,
automotiva, de alimentos, farmacéutica, de papel, téxtil e de couro. A maior demanda se
da em produtos de higiene pessoal e alimentos, correspondendo a 64% da total (Wang et
al., 2001; Dharmadi et al., 2006; Mota et al., 2009).

O glicerol &, atualmente, um dos componentes mais utilizados na industria
farmacéutica na composicao de capsulas, supositorios, anestésicos, xaropes e emolientes
para cremes e pomadas, antibioticos e antissépticos. Por ser ndo-tdxico, ndo-irritante,
sem cheiro e sem sabor, o glicerol tem sido aplicado como emoliente e umectante em
pastas de dente, cremes de pele, logdes poOs-barba, desodorantes e produtos de
maquiagem. Também tem sido empregado no processamento de tabaco, a fim de tornar
as fibras do fumo mais resistentes e evitar quebras, sendo, ainda, empregado na
composicao dos filtros de cigarros e como veiculo de aromas (Umpierre & Machado,
2013).

O glicerol pode ser usado como conservante de bebidas e alimentos, tais como
refrigerantes, balas, bolos, pastas de queijo e carne, e racdo animal seca. Na industria de
alimentos, é usado no preparo de molhos e sobremesas geladas e como umectante.
Todas estas aplicacbes utilizam, hoje, principalmente sorbitol, sendo possivel que o
glicerol venha a tomar parte dos mercados deste composto (Apolinario et al., 2012;
Vasconcelos, 2012).

Entre outras aplicacdes do glicerol, podem-se citar 0 seu uso no aumento da
maciez e flexibilidade de fibras téxteis, como lubrificante de maquinas processadoras de

alimentos e na fabricacdo de dinamite (Apolinario et al., 2012, Vasconcelos, 2012).



Na producdo do biodiesel, hd a formacdo de glicerol durante o processo. O
biodiesel € um combustivel biodegradavel de fontes renovaveis, como éleos vegetais e
gordura animal, que, em presenca de um catalisador, reage quimicamente com alcoois
etilico ou metilico. Na reacdo quimica, o 6leo vegetal, triacilglicerol, ou seja, o tri éster
derivado de glicerol, pela acdo de um catalisador alcalino, ou mesmo &cido, e na
presenca de metanol ou etanol, sofre uma reacdo de transesterificagdo, formando as
moléculas de ésteres metilicos ou etilicos dos acidos graxos (biodiesel) e glicerol, que
compde 10% do produto final (Meher et al., 2006; Sakai & Yagishita, 2007; Amaral et
al., 2009). A reacdo global de transesterificacdo é mostrada na Figura 1.

CH; CH;  CH,
CH,—CH—CH, I | |
| | | CH, CH, CH,
0O 0 o wort | I | CHy-CH—CH,
I I | +3 CszOH — 0 0 0 + |
O=C 0=C O0=C | I | OH OH OH
| | | o=C 0=C 0=C
R, R; R3 | I | Glicerol
R4 R, R;
Triglicerideo
Biodiesel

Figura 1. Reacdo de producdo do biodiesel utilizando NaOH como catalisador
(Adaptado de Amaral et al., 2009).

No Brasil, assim como no resto do mundo, tem havido um grande aumento na
producdo de biodiesel. Isto se deve ao fato de o biodiesel ser produzido a partir
matérias-primas renovaveis e relativamente de baixo custo. Na escolha das oleaginosas
usadas na producdo do biodiesel, devem ser avaliados aspectos como a potencialidade
técnica e seus efeitos secundarios, o aproveitamento dos seus subprodutos e as
caracteristicas de regionalizacdo, sazonalidade e escala periddica. Entre os Oleos
vegetais usados no processo, destaca-se o de soja, que foi aplicado em 71% da producéo
de biodiesel, em 2013, tendo sido utilizados, também, os dleos de dendé, babacu,
girassol, mamona e amendoim. No Rio Grande do Sul, a canola se mostra promissora,
pois apresenta 38% de teor maximo de dleo, superior aos 18% normalmente obtidos
com a soja (Biodiesel Brasil, 2014).

Vale destacar ainda que, em 2004, o Brasil criou o Plano Nacional de Producéo

e Uso do Biodiesel, com o objetivo de regrar a adicdo do biocombustivel ao 6leo diesel



utilizado no Pais, e, com isso, consolidou-se como o segundo maior produtor de
biodiesel (Biodiesel Brasil, 2014).

Aliado a grande quantidade formada no processo de producéo de biodiesel, o
glicerol gerado é caracterizado como impuro e de baixo valor econdémico, apresentando,
ainda, &gua, sais, esteres, alcoois e Oleo residual. Para a utilizacdo na industria, o
glicerol residual necessita ser purificado por filtracdo, destilagdo a vacuo, descoloracdo
ou troca idnica, 0 que torna o seu uso pouco rentavel (Ooi et al., 2004; Alves & Abreu,
2006; Neves, 2009; Rossi et al., 2011; Rossi et al., 2012).

Como alternativa, o glicerol residual pode ser utilizado como fonte de carbono
em processos fermentativos industriais. Por ser componente estrutural de muitos
lipidios, os microrganismos podem utiliza-lo como fonte de carbono em substituicdo a
carboidratos como sacarose, glicose e amido, para a formacdo de metabolitos por via
biologica, como o hidrogénio, etanol e 2,3-butanodiol (Demirbas & Balat, 2006; Mota
et al.,, 2009; Silva et al., 2009; Almeida et al., 2012). Bactérias e leveduras, em
condicdes aerObias e anaerObias, podem obter energia metabolica a partir do glicerol
(Dillis et al., 1980; Rossi et al., 2012).

Para microrganismos como Klebsiella oxytoca, grande parte do glicerol é
convertido em 2,3-butanodiol na sua via metabolica, apresentando grandes aplicacOes

para a industria, como € discutido a seguir (Almeida et.al., 2012).

2.2 2,3-Butanodiol

O interesse por 2,3-butanodiol comecou na década de 1940, durante a Segunda
Guerra Mundial. Nesta época, houve escassez da matéria-prima para a producao de
borracha devido a crise do petréleo e, por isso, os Estados Unidos e o Canada
desenvolveram uma planta-piloto com o objetivo de transformar 2,3-butanodiol em 1,3-
butadieno, intermediario na producdo da borracha sintética. Com o fim da guerra e a
consequente reabertura das vias comerciais, o processo foi perdendo gradativamente o
interesse dos setores envolvidos no programa. A viabilidade econémica da producao
fermentativa se perdeu por completo com o desenvolvimento de rotas quimicas para a
producdo de 1,3-butadieno a partir de derivados do petréleo. Hoje, 2,3-butanodiol é
utilizado em outros processos, sendo, ainda, estudado por apresentar potencial de se
tornar uma eventual alternativa ao petréleo. Adicionalmente, prevalece um interesse em

continuar avaliando a sua producgdo fermentativa, o que permite contribuir com as



questBes ambientais, minimizando o uso de combustiveis ndo renovaveis (Silveira,
1991; Berbert-Molina, 1995).

O 2,3-butanodiol é conhecido como 2,3-butileno-glicol, dimetiletileno-glicol ou
butano-2,3-diol (nomenclatura TUPAC), com um peso molecular de 90,121 g/mol, e
formula molecular CsH1002. E um composto que apresenta a caracteristica de ser
biodegradavel, tornando-se favorével ao ambiente. Seu calor de combustdo de 27200
kJ/kg se compara ao do etanol (29100 kJ/kg) e do metanol (22100 kJ/kg) (Garg & Jain,
1994; Celinska & Grajek, 2009). Além disto, apresenta um alto ponto de ebulicdo
(180°C) e baixo ponto de congelamento (-60°C), podendo ser utilizado como
anticongelante (Converti & Perego, 2002).

A produgdo de 2,3-butanodiol ocorre a partir de processos fermentativos,
podendo, a partir dele, sintetizarem-se compostos quimicos, como os exemplificados na
Figura 2 (Garg & Jain, 1994).
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| S OH o
(o]
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Biomassa ——» — acetoina diacetil
HO
Fermentagdo
Cetalizagdo
2,3-butanodiol ——
acetona 2,3-butanodiol cetal

Esterificacdo 0
—’ R
R
0

2,3-butanodiol diester

Figura 2. Derivados de 2,3-butanodiol produzido por via fermentativa (Adaptado de
Garg & Jain, 1994).

O processo de desidratacdo do 2,3-butanodiol leva a geracdo de metil-etil-
cetona, que apresenta importancia como combustivel para a aviacdo. Outro produto que
pode ser formado é o 1,3-butadieno, obtido geralmente de petréleo, que é empregado na
producdo da borracha sintética. O 1,3-butadieno € utilizado na producdo de
eletrodomésticos, calcados, plasticos, modificadores de asfalto, aditivos para &leos

lubrificantes, tubos, componentes de construcdo e latex. Este produto tem sofrido



escassez de oferta nas Américas, sendo importante que venha a ser produzido por outras
fontes (Garg & Jain, 1994).

A acetoina, produzida por desidrogenacao do 2,3-butanodiol, pode ser utilizada
como aromatizante na industria de alimentos. Da mesma forma, o diacetil é um
importante produto para manter o aroma de queijos, manteigas e cremes fermentados na
industria alimenticia (Garg & Jain, 1994).

Por cetalizacdo, o composto formado — acetona 2,3-butanodiol cetal, é misturado
com a gasolina, sendo uma alternativa ao uso do petroleo, devido ao seu alto poder
calorifico. A esterificacdo de 2,3-butanodiol atua na formacdo de precursores de
poliuretanos para drogas, locGes e cosméticos e apresenta propriedades antissépticas.
2,3-butanodiol diester pode também ser efetivo para polimeros termoplasticos, como
nitrato de celulose, triacetato de celulose, éster polivinil, polimetilacrilatos, entre outros
(Garg & Jain, 1994).

Apesar do grande potencial do 2,3-butanodiol para uso industrial, a dificuldade
na separacao deste produto do meio de cultivo, devido ao seu alto ponto de ebulicdo e a
sua afinidade com a &gua, apresenta-se como um aspecto negativo. No caso, para a
separacdo do 2,3-butanodiol do meio, podem ser empregadas diferentes técnicas como
destilacdo e osmose reversa, entre outras. Assim, sd0 necessarias elevadas
concentracdes finais de produto nos processos fermentativos para que 0 processo se

torne viavel, visto o elevado custo da etapa de recuperacéo (Ji et al., 2011).

2.3 Bactérias produtoras de 2,3 butanodiol

Bacterias pertencentes a diferentes géneros sdo referidas na literatura
especializada como produtoras de 2,3-butanodiol, com destaque para Klebsiella,
Bacillus, Aeromonas, Enterobacter e Escherichia (Kapdan et al., 2006; Xiu et al., 2007;
Rossi et al., 2011). Entretanto, os trabalhos em que os melhores resultados para o
processo sdo descritos foram realizados com a espécie K. oxytoca que recebeu
denominacGes distintas ao longo do tempo.

A espécie bacteriana utilizada neste trabalho foi anteriormente referida como
Aerobacter aerogenes (Sablayrolles & Goma, 1983), K.oxytoca (Jansen et al., 1983) e,
ainda, Klebsiella pneumoniae (Berbert-Molina, 1995), embora ndo apresentasse
caracteristicas de patogenicidade. Posteriormente, estudos de Biologia Molecular

mostraram diferencas significativas entre K. pneumoniae e as linhagens agora



classificadas como K. oxytoca, passando esta uUltima denominacdo a vigorar nos
trabalhos mais recentes (Brisse et al., 2006).

K. oxytoca € uma bactéria Gram-negativa, anaerobia facultativa, sem capacidade
de esporulacdo, apresentando-se na forma de bastonete, com dimensées de 0,6 a 6,0 pum
de comprimento e entre 0,3 e 1,5 um de diametro.

Os primeiros estudos deste microrganismo datam de 1906, por apresentar grande
capacidade de produzir por via bioquimica, 2,3-butanodiol (Garg & Jain, 1994).
Durante o processo fermentativo, K. oxytoca, independentemente do substrato, excreta
2,3-butanodiol, etanol, acido acético, acido formico, acido latico e &cido succinico, além
de gés carbdnico e hidrogénio (Brisse et al., 2006).

Melhores rendimentos em 2,3-butanodiol, em escala industrial, s&o relatados em
cultivos de K. oxytoca em regimes descontinuo e descontinuo alimentado, podendo
alcancar entre 80 e 90% de rendimento final em produto. Como vantagens, K. oxytoca
apresenta um crescimento rapido em meios de cultivo simples e apresenta grande
potencial biotecnoldgico (Garg & Jain, 1994; Park et al., 2013).

K. oxytoca produz metabolitos de interesse industrial a partir de diversos
substratos, como lactose (Ramachandran et. al., 1990), glicose (Wong et. al., 2014),
xilose (Ji et al., 2009), sacarose (Silveira, 1991) e glicerol (Cheng et al., 2013), entre

outros.

2.4 Bioquimica do metabolismo de glicerol por Klebsiella oxytoca

O metabolismo de K. oxytoca é classificado em oito diferentes subsistemas
bioguimicos, compreendendo: metabolismo energético, aminoacidos, carboidratos, co-
fatores, vitaminas, nucleotideos, lipidios e transportadores, sendo que o metabolismo de
aminodacidos, co-fatores, vitaminas e carboidratos compreendem mais da metade das
reacOes quimicas presentes (Park et al., 2013).

Considerando a oxidacdo da glicose por K. oxytoca, ha a geracdo de duas
moléculas de piruvato, formando uma molécula de 2,3-butanodiol em via anaerdbia. As
vias metabolicas de oxidacao de glicerol sdo semelhantes as de glicose quando utilizado
como fonte de carbono, como relatado por Hawkes et al. (2007) e Wang & Wan (2009).

Na Figura 3 estdo representadas as vias bioquimicas quando o glicerol é
metabolizado por K. oxytoca. Primeiramente, o glicerol atravessa a membrana

citoplasmatica do microrganismo por transporte passivo. Este pode ser metabolizado



através

das vias metabdlicas de K. oxytoca, gerando equivalentes redutores

(NADH+H"). Entretanto, a oxidac&do do glicerol apresenta maior poder de reducao que a

glicose, em razéo da proporcdo de oito atomos de hidrogénio para trés de carbono, que
na glicose é de doze para seis (Amaral et al., 2009; Silva et al., 2009; Mendes, 2011).
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Figura 3. Vias metabdlicas para Klebsiella oxytoca a partir de glicerol (Adaptado de

Amaral et al.

, 2009; Silva et al., 2009; Mendes, 2011).
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Por ser um microrganismo anaerébio facultativo, K. oxytoca apresenta duas
grandes vias. Em aerobiose, o glicerol é oxidado a piruvato, que é transformado em
acetil-CoA, que entra no ciclo do acido citrico com a ocorréncia de fosforilagdo
oxidativa para a geracdo de ATP e producdo de biomassa. Estas vias sdo altamente
energéticas e ativadas quando ha presenca de oxigénio no meio, proporcionando intenso
crescimento celular. Para a formacdo de ATP, o acetil-CoA também pode ser convertido
em acetato (Zhang et al., 2009).

Quando ocorre limitacdo da concentracdo de oxigénio, outras vias sao ativadas
para a geracdo de energia e manutencédo celular, a partir de NADH+H" e NAD™. Estes
sdo importantes reguladores de processos enzimaticos a partir de reacdes de
oxirreducdo, alterando a formagdo dos produtos. Durante o crescimento celular, a
concentracdo de NADH+H" aumenta, devido as vias de obtencdo de ATP. Na fase de
manutencdo, 0s compostos que foram reduzidos sdo oxidados, gerando produtos a fim
de obter energia (Zhang et al., 2009).

Durante a anaerobiose ou sob limitacdo de oxigénio, as vias de producédo de 1,3-
propanodiol, lactato, formato, hidrogénio, etanol e 2,3-butanodiol sdo ativadas, podendo
ser ativadas ou inativadas conforme a necessidade de regeneracdo de NADH+H",
dependentes, ainda, do pH do meio.

A via de producdo de 1,3-propanodiol depende da acdo de duas enzimas em pH
neutro, glicerol desidratase e 1,3-propanodiol desidrogenase, com limitacdo de ferro e
presenca da vitamina B12 (Girbal et al.,1995; Girbal & Soucaille, 1998; Amaral et al.,
2009; Silva et al., 2009; Mendes, 2011). Entretanto, a via do lactato ocorre em pH
neutro com pouca regeneracdo de NADH+H",

O hidrogénio é produzido pela oxidacdo do piruvato em formato e acdo da
enzima hidrogenase com liberacdo de gas carbdnico e hidrogénio. Esta enzima age na
presenca de ferro, sendo extremamente sensivel ao oxigénio, em pH 7,0 (Amaral et al.,
2009; Silva et al., 2009; Mendes, 2011). As reacdes de producao de hidrogénio ndo sdo
favoraveis quando as vias de producdo de 2,3-butanodiol e etanol sdo ativadas (Wu et
al., 2008).

A producdo de etanol € uma via pouco rentavel para a célula, visto que é
resultado da producdo de acetil-CoA a partir de piruvato, para depois ser convertido a
etanol a partir de aldeido desidrogenase e alcool desidrogenase, sendo o pH neutro
como faixa ideal (Wu et al., 2008).
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Em contra partida, a via mais comum e a de interesse é a que produz 2,3-
butanodiol a partir de duas moléculas de piruvato. O microrganismo produz a
acetolactato sintase (E.C.2.2.1.6), acetolactato descarboxilase (E.C.4.1.1.5) e acetoina
redutase (E.C.1.1.1.4). E uma reacdo espontanea que converte duas moléculas de
piruvato em o-acetolactato, em reacdo de descarboxilacdo, seguida da formagédo de
diacetil ou de acetoina com eliminacdo de mais uma molécula de CO. Diacetil pode ser
convertido em acetoina pela acdo da diacetil redutase (E.C.1.1.1.303). A partir de
acetoina, 2,3-butanodiol é formado pela oxidacdo de NADH+H" pela enzima acetoina
redutase. Independentemente do modelo cinético adotado, a conversdao de acetoina em
2,3-butanodiol é uma reacdo reversivel. O piruvato € a chave mais importante para esta
via, que acontece com pH em torno de 5 e 6, e que pode ser regulada inibindo a enzima
piruvato desidrogenase e ativando acetolactato sintase (Park et al., 2013).

2.5 Condigdes operacionais de producdo fermentativa de 2,3-butanodiol por
Klebsiella oxytoca

K. oxytoca apresenta grande potencial na conversdo de glicerol em produtos de
interesse industrial (Cheng et al., 2013). Para a obtencdo de altos rendimentos em 2,3-
butanodiol € necessaria a avaliagdo de alguns parametros operacionais que influenciam
0 processo fermentativo, tais como oxigénio dissolvido, pH, temperatura, concentra¢des
de substrato e de produto e regime de operacdo utilizado (Kim et al., 2013).

O pH é um parametro fundamental na regulacdo do metabolismo microbiano,
afetando a producdo de biomassa e as vias metabdlicas. Pode-se considerar que as
condicdes alcalinas sdo favoraveis para a formacdo de acidos organicos e as condigcdes
acidas estimulam a producdo de 2,3-butanodiol. A faixa de pH ideal varia conforme o
substrato utilizado, com valores variando entre 5 e 6. Nesta faixa, a enzima acetolactato
descarboxilase, que descarboxiliza o a-acetolactato em acetoina, atua no seu pH 6timo e
controla a fermentacdo (Kim et al., 2013). Em vista disto, condi¢cGes mais acidas, com
pH abaixo de 4, tornam a producdo de 2,3-butanodiol desfavoravel. Em condicbes
extremas, com pH acima de 8 e abaixo de 4, a atividade de uma ou mais enzimas €
reduzida e outras alternativas sdo utilizadas pelo microrganismo para a obtencdo de
energia. pH é&cido inibe o crescimento, prejudicando, em decorréncia, 0 pProcesso
fermentativo global. Perego et al. (2000) avaliaram faixas de pH de 4 a 8 em cultivos de

Enterobacter aerogenes, bactéria com comportamento bioquimico semelhante ao de K.
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oxytoca, destacando que o pH favoravel para o crescimento microbiano foi observado
entre 5,5 e 6,0. Variacdo do pH fora desta faixa modificou o sitio ativo da enzima. Deste
modo, durante o cultivo, é indicado o monitoramento do pH, visto que a producdo de
2,3-butanodiol ocorre, preferencialmente, em pH 5,5, e o crescimento celular, durante a
fase exponencial, leva a acidificacdo do meio para valores inferiores ao que favoreceria
a formagé&o do produto.

O suprimento de oxigénio afeta diretamente a formacdo de 2,3-butanodiol, pois
este produto é formado sob limitacdo de oxigénio, decrescendo com o aumento da
aeracdo do meio. Durante a fase exponencial de crescimento celular, ocorre 0 maior
consumo de oxigénio e, dependendo da intensidade do suprimento deste gas, a
concentracdo de oxigénio dissolvido atinge valor nulo. A partir deste ponto, a relagdo
entre a concentracdo de biomassa e o tempo se torna linear e, devido a limitacdo de
oxigénio, que influencia na producdo de energia pela fosforilagdo oxidativa, K. oxytoca
inicia 0 processo fermentativo para a regeneracao de ATP, intensificando a producao de
2,3-butanodiol. Deste modo, se 0 suprimento de oxigénio for excessivo, a fase aerdbia
se prolongard e, com a limitacdo desta fase, formacdo de produtos sera minimizada
(Garg & Jain, 1994; Park et al., 2013).

A temperatura afeta diretamente o crescimento celular, podendo prejudicar a
formacdo de biomassa. De acordo com a literatura especializada, a faixa de 30 a 38°C é
considerada como favoravel para o crescimento e a producéo de 2,3-butanodiol por K.
oxytoca (Anvari & Motlagh, 2011). Segundo Perego et al. (2000), a temperatura tem
relacdo com a atividade das enzimas nos processos bioquimicos, da mesma forma que o
pH.

Concentracbes de substrato elevadas apresentam efeito negativo sobre o
crescimento celular de K.oxytoca (Anvari & Motlagh, 2011). Silveira et al. (1998)
relataram que concentracbes superiores a 95 g/L de sacarose provocaram efeito
inibitério no crescimento celular de K. pneumoniae em cultivos em regime descontinuo.
Os autores, o regime descontinuo alimentado consiste em uma alternativa para evitar a
inibicdo por substrato e proporcionar a obtencdo de concentracGes elevadas de 2,3-
butanodiol. Deste modo, concentrag¢fes ndo inibitorias de substrato podem ser utilizadas
para o crescimento celular e, apds a limitacdo de oxigénio, sdo adicionadas fracGes de
substrato com o objetivo de aumentar a producdo de metabdlitos na fase fermentativa,
em que é priorizada a conversdo de substrato em produto (Wong et al., 2014). Com

relagdo ao glicerol, ha poucos casos descritos na literatura sobre inibigdo pelo substrato.
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Um modelo matematico determinado por Zeng et al. (2004) mostrou um efeito
inibitério de glicerol na concentracdo de 187,6 g/L.

Assim como a inibi¢do por substrato, em muitos cultivos microbianos é comum
a ocorréncia de inibicdo por concentragdes elevadas de produto. Avaliando-se dados da
literatura para a producdo de 2,3-butanodiol, entretanto, sdo poucas as evidéncias
relacionadas a ocorréncia deste tipo de inibicdo. Segundo alguns trabalhos, a limitacdo
do crescimento poderia ter maior relagdo com a limitagdo em termos de oxigenagao do
meio do que com a quantidade de produto formado (Garg & Jain, 1994; Silveira et al.,
1998). Sablayrolles & Goma (1983) concluiram, em estudos com A. aerogenes NRRL
B199 (K. oxytoca ATCC 8724) em glicose, que concentracOes altas do substrato e de
2,3-butanodiol nos processos fermentativos podem inibir o crescimento celular e a
formacdo de produto, ressaltando, entretanto, que o oxigénio tem forte influéncia na
inibicdo ou na ativagéo das diferentes vias metabolicas.

Na Tabela 1 é apresentada uma compilacdo de resultados relacionados a
producdo de 2,3-butanodiol, por K. oxytoca, em cultivos com diferentes substratos e
regimes de conducdo. Concentrac6es finais do produto de até 150 g/L sd@o reportadas,
indicando a elevada resisténcia do microrganismo ao 2,3-butanodiol e o grande
potencial desta fermentacdo para ser conduzida em escala industrial.

Adicionalmente, a utilizacdo da engenharia genética se mostra promissora para
melhorar os resultados deste processo. Kim et al. (2013) relataram a utilizacdo de K.
oxytoca GSC 12206, deficiente do gene IdhA, responsavel pela formacdo de acido
latico. No processo, a via de producédo de 2,3-butanodiol foi estimulada, sendo atingido,

em cultivo com glicose em regime descontinuo alimentado, 115 g/L de 2,3-butanodiol.
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Tabela 1. Exemplos de resultados encontrados na literatura para a produgdo de 2,3-
butanodiol por Klebsiella oxytoca sob diferentes fontes de carbono e estratégias de

fermentacao.
2,3-
Substrato Regime butanodiol Referéncia
@n
glicerol  descontinuo alimentado 34 72 Han et al. (2013)
glicerol  descontinuo alimentado 70 78 Petrov & Petrova (2010)
glicerol  descontinuo alimentado 77 80 Cheng et al. (2013)
glicose descontinuo 57 82 Wong et al. (2014)
glicose descontinuo 88 90 Sablayrolles & Goma (1983)
glicose descontinuo alimentado 92 98 Qin et al. (2006)
glicose descontinuo alimentado 99 77 Olson & Johnson (1948)
glicose descontinuo alimentado 110 93 Wong et al. (2014)
glicose descontinuo alimentado 113 95 Yu & Saddler (1983)
glicose descontinuo alimentado 130 96 Jietal. (2010)
glicose descontinuo alimentado 150 43 Ma et al. (2009)
sacarose continuo 67 95 Voloch et al. (1985)
sacarose  descontinuo alimentado 92 68 Silveira (1991)
ART
(caldo de descontinuo alimentado 71 80 Berbert-Molina (1990)
cana-de-
acucar)
xilose descontinuo 49 66 Jansen et al. (1983)
xilose descontinuo alimentado 88 98 Yu & Saddler (1983)

R: Rendimento (%).

Entre os estudos listados na Tabela 1, poucos se referem ao uso de glicerol como

substrato para a producdo de 2,3-butanodiol por K. oxytoca. Os trabalhos encontrados

mostram rendimentos inferiores aos relatados para glicose e sacarose. Entretanto, a

possibilidade de utilizacdo de glicerol da producdo de biodiesel no processo

fermentativo, com o objetivo de obter concentracbes de produtos e rendimentos

superiores aos mostrados na Tabela 1, torna o estudo do processo promissor.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismo

Em todos os ensaios deste trabalho foi utilizada a linhagem Klebsiella oxytoca
ATCC 8724 (Figura 4), adquirida do banco de linhagens Bioscan (Sao Paulo, Brasil).
Em outros trabalhos encontrados na literatura, esta mesma linhagem é identificada como
Klebsiella pneumoniae ATCC 8724 ou NRRL B199 (Ramachandran et al., 1990;
Silveira et al., 1998). Amostras da linhagem foram mantidas em tubos de ensaio com
meio agar nutriente e estocadas a 4°C até serem utilizadas.
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Figura 4. Klebsiella oxytoca ATCC 8724. Coloracdo de Gram em microscopia optica.

3.2 Meios de cultura

O meio para a manutencdo das culturas foi o agar nutriente, que continha em
g/L: extrato de carne, 3,0; peptona de carne, 5,0; agar-agar, 15,0.

Para a ativagdo das culturas, preparo de inoculo e ensaios fermentativos foi
utilizado o meio descrito por Pirt & Callow (1958) (meio PC), contendo, em g/L.:
(NH4)2S0s, 7,2; (NH4)2HPO4, 6,0; KOH, 0,45; EDTA, 0,51; MgS0..7H.0, 0,3;
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CaCl,.6H20, 0,09; FeS0..7H.0, 0,0225; ZnSO4.7H20, 0,0075; MnS0O4.7H-0, 0,0038.
Para ativacdo e preparo de indculos, o0 meio foi suplementado com 20 g/L de glicerol
comercial (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). O pH do meio foi ajustado para 6,5 com &cido
cloridrico 2 mol/L. Nos cultivos em agitador e em biorreator de bancada, a concentracao
de glicerol foi varidvel, conforme € descrito no item 3.4. Em todos o0s casos, 0S meios
foram autoclavados a 1 atm por 15 minutos. O mesmo meio foi utilizado para os testes

com glicose, como referéncia.

3.3 Cultivos em frascos sob agitacao

Para a ativacdo da cultura, a partir do estoque foram realizados repiques com
uma algada em tubos de ensaio de 20 mL, contendo 5 mL de meio. Estes tubos foram
incubados a 37°C por 24 horas.

Os inoculos para o biorreator foram preparados em agitador de bancada
(Certomat U, B. Braun Biotech, Sartorius), sob agitacdo reciproca de 300 rpm (Figura
5). Utilizaram-se frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 80 mL de meio de cultivo,
suplementado com 20 g/L de glicerol, a 37° C, em triplicata. Os meios foram inoculados
com 4 mL (5% v/v) de suspensdo bacteriana previamente ativada e mantidos sob as
condicdes descritas até o inicio do cultivo em biorreator.

Os mesmos procedimentos foram adotados para 0s ensaios em agitador de
bancada, variando-se a concentracdo de glicerol no indculo de 20, 40, 60, 80 e 100 g/L e
o tempo de cultivo até 24 horas.

Quando foi avaliada a influéncia do pH sobre o crescimento celular em agitador
de bancada, o pH foi controlado durante o cultivo com a adicdo de 1,4 g/L de CaCO3zno
tempo zero e 2,5 g/L de CaCOs em cerca de 15 horas de processo, quando o pH atingia
valores proximos a 5, com o objetivo de que se mantivesse em valores proximos a 5,5 —
6,0.

Nos ensaios com glicose, 0 meio da ativacdo e do indculo em agitador de
bancada foram suplementados somente com 20 g/L de glicose ao invés de 20 g/L de

glicerol.
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Figura 5. Agitador de bancada (Certomat U, B. Braun Biotech, Sartorius) utilizado nos
ensaios em frascos agitados.

3.4 Cultivos em biorreator de bancada em regime descontinuo e em regime
descontinuo alimentado

Os cultivos em regime descontinuo e descontinuo alimentado foram realizados
em biorreator de bancada New Brunswick, modelo BioFlo/Celligen115 (Figura 6), com
4 L de meio em cuba de fermentacdo com volume total de 7 L. Independentemente do
volume, o sistema continha trés turbinas, com quatro pas planas, e quatro chicanas. A
primeira turbina ficava instalada imediatamente acima do disco dispersor de ar.

Em regime descontinuo, foram realizados dois grupos de ensaios. No primeiro,
que visava avaliar diferentes condi¢bes de transferéncia de oxigénio, foi empregado
meio PC com 60 g/L de glicerol e trés frequéncias de agitacdo (450, 600 e 750 rpm). No
segundo grupo, foi avaliado o efeito da concentracdo de glicerol. Para isto, 0 meio PC
foi suplementado com glicerol em concentrac6es de 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 160 g/L e

a frequéncia de agitacéo de 600 rpm.



18

Figura 6. Biorreator de bancada utilizado nos cultivos de regime descontinuo e regime
descontinuo alimentado (A. Antes do indculo; B. 10 horas de cultivo de Klebsiella
oxytoca).
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Nos cultivos em regime descontinuo alimentado, os volumes inicial e final
foram de 3 L e 4 L, respectivamente, empregando-se a concentracéo inicial de glicerol
de 60 g/L. Em um primeiro ensaio, a concentracdo de substrato foi equivalente a 176
g/L, considerando-se o volume total de 4 L, e no segundo, 202 g/L.

As alimentagdes do cultivo foram feitas manualmente, através da porta de
entrada de indculo, totalizando um volume total de 1 L da solucdo de alimentagdo. No
momento em que a concentracdo de glicerol no biorreator era analisada e estava
préxima a 30 g/L, era adicionado um volume de solu¢do de glicerol que resultava em
acréscimo de concentracdo de 30 g/L no biorreator, de modo a manter a concentracéo de
substrato em teor maximo de 60 g/L. Estas solu¢des foram feitas com meio PC nas
mesmas concentracdes do meio inicial, com o objetivo de repor os sais inorganicos que
supostamente foram consumidos durante o crescimento celular e impedir a limitacdo do
crescimento pela caréncia de nutrientes.

No primeiro ensaio, foram realizadas cinco alimentacdes de glicerol diluido em
meio PC e no segundo, sete alimentacGes. Os tempos de alimentacdo no primeiro
cultivo foram em 7,5; 9; 14; 19 e 21 horas, com duragdo do ensaio de 40 horas. No
segundo cultivo, as alimentacGes foram feitas em 9; 10; 11; 14; 23; 33 e 39 horas, com
duracéo total do processo de 84 horas.

O controle de pH, em todos os ensaios, foi realizado de modo automatico para
manter-se este parametro em 5,5 com a adicdo de NaOH 7 mol/L. O fluxo de ar
utilizado foi de 1,5 L/min e a temperatura de 37° C. As amostras foram coletadas
periodicamente para quantificacdo da biomassa, consumo de substrato e de formacéo de

produtos.

3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Coleta e preparo das amostras

As amostras dos ensaios foram coletadas assepticamente, em volumes entre 2 e 3
mL. Apds a coleta, 0,5 mL era utilizado para a analise da concentracdo celular. O
volume restante era centrifugado por 10 minutos a 10000 rpm em centrifuga Braun
Biotech International, modelo Sigma 1-13. Foi retirado o sobrenadante para analise da
concentracdo de glicerol ou glicose e de produtos. O glicerol era analisado no mesmo

instante, e as amostras eram congeladas para posterior analise dos produtos.
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3.5.2 Concentracéo celular

A concentracdo celular foi quantificada a partir da absorbéncia determinada a
520 nm em espectrofotdbmetro T80+ UV/VIS Spectrometer (PG Intruments Ltda). Os
valores obtidos foram convertidos em concentracdo massa/volume (gramas/litro), a

partir de uma curva de calibragéo.

3.5.3 Concentragéo de glicose

A determinacédo da concentracdo de glicose foi realizada utilizando o kit Glicose
R1 (Biotécnica). Neste método, glicose, na presenca de oxigénio e agua, é oxidada a
acido glicénico pela enzima glicose oxidase, em pH 8,0, sendo produzido peroxido de
hidrogénio como subproduto da reagdo. O perdxido de hidrogénio reage, entdo, com 4-
aminofenazona e com 2,4-diclorofenol, em reacéo catalisada por peroxidase, formando
antipirilcloroquinonimina. Este Gltimo composto apresenta coloracdo rosada, cuja
intensidade é proporcional a concentracdo de glicose presente na solucdo em analise. A
quantificagéo foi realizada usando 0,25 mL de amostra e 0,5 mL do reagente enzimatico
glicose-oxidase, a 37°C por 30 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada a 500 nm
em espectrofotbmetro T80+ UV/VIS Spectrometer (PG Intruments Ltda), sendo o

resultado convertido em concentracao (g/L), a partir de uma curva de calibracéo.

3.5.4 Concentracéo de glicerol

A concentracgdo de glicerol foi determinada a partir de uma adaptacdo do método
descrito por Carra (2012) para analise de sorbitol. Para determinar a concentracdo de
glicerol, foram utilizados 0,2 mL de amostra previamente centrifugados, juntamente
com 1 mL de tampéo formato 0,7 mol/L, pH 3,0, no periodo de reacdo de um minuto.
Apos, foram acrescentados 2 mL de periodato de potassio 3,5 mM. Depois de um
minuto, foram adicionados 1,5 mL do reagente I, levado a banho de 4gua em ebulicéo a
100°C, por 2 minutos, sendo a leitura espectrofotométrica realizada a 450 nm
espectrofotobmetro T80+ UV/VIS Spectrometer (PG Intruments Ltda). Os resultados
foram calculados a partir de uma curva de calibracdo e convertidos em gramas por litro.

O reagente | foi obtido a partir de duas solucbes previamente preparadas,
compostas de 7 g de acetato de amdnio dissolvido em 20 mL de &gua destilada e de
0,160 g de tiossulfato de sodio dissolvido em 10 mL de dgua. Ambas as solu¢bes foram

transferidas, em sequéncia, para um baldo volumétrico de 50 mL. Finalmente, foi
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adicionado 0,5 mL de acetilacetona e completado o volume final da solu¢do com agua

destilada.

3.5.5 Concentragéo de produtos de fermentacéo

Os principais produtos da fermentacdo, 2,3-butanodiol, acetil-metil-carbinol
(acetoina) e etanol, foram determinados por cromatografia em fase liquida, em
cromatdgrafo Agilent Technology, modelo 9100, coluna Aminex HPX-87H (300mm x
7,8mm, 9um), volume de injecdo de 50 pL, a 60°C, vazdo de 0,6 mL/min e H2SO4
0,0005 mol/L como fase mdvel. Os resultados foram calculados em gramas por litro a
partir de uma curva de calibracdo. A concentracdo de acetoina foi somada a de 2,3-
butanodiol, tendo em vista o equilibrio entre estes produtos durante o processo. Desta
forma, os resultados apresentados em termos de concentracéo de 2,3-butanodiol incluem
0 produto minoritario acetoina.

Nos cultivos em agitador de bancada e em regime descontinuo, foram analisadas
as amostras do final do cultivo, enquanto que, para os cultivos em regime descontinuo

alimentado, os produtos foram avaliados durante o processo.

3.5.6 Oxigénio dissolvido
O oxigénio dissolvido no meio de fermentacdo foi medido através de um
eletrodo polarografico acoplado a um medidor de oxigénio no biorreator, que indicava a

percentagem deste gas em relacdo a saturacdo no momento da medicéo.

3.5.7 Fracdes molares de oxigénio e dioxido de carbono

Os gases efluentes do fermentador passavam por um condensador e por uma
coluna contendo cristais de silica a fim de retirar substancias volatilizadas e umidade
arrastada.

As medidas da fracdo molar de O e de CO; dos cultivos em biorreatores foram
verificadas no aparelho analisador de gases oxigénio/gas carbdnico, marca New

Brunswick, modelo EX-2000, durante o processo fermentativo.
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3.6 Célculos de parametros de avaliacao

3.6.1 Velocidades médias e especificas

As velocidades médias de formacdo de biomassa (AX/At) foram calculadas a
partir da seguinte formula:

AX/IAt = (Xg—Xo) / t

Onde:

AX/At — velocidade média de formacdo de biomassa (g/L/h);

Xt — concentragdo de células no tempo considerado (g/L);

Xo — concentracdo inicial de células (g/L);

t —tempo (h).

As velocidades médias de consumo de substrato (AS/At) foram estimadas pela
seguinte expressao:
AS/At = (S¢—So) / t
Onde:
AS/At — velocidade média de consumo de glicerol (g/L/h);
S¢— concentracéo final de glicerol (g/L);
So — concentracao inicial de glicerol (g/L);

t —tempo (h).

As velocidades especificas de crescimento (px) foram obtidas pela derivagédo de
curvas relacionando o logaritmo natural da concentracdo celular (In X) em funcdo do
tempo (t). Para o caso especial do calculo da méxima velocidade especifica de
crescimento (MUxmax), realizou-se a regressdo linear dos valores pertencentes a fase

exponencial no gréfico, sendo o coeficiente angular desta reta o proprio pxmax.

3.6.2 Fatores de conversdo de substrato em células e em produtos

O fator de conversao de substrato em células, foi determinado por:
Yxis= (Mxt— Mxo) / Msi cons

Onde:

Yxs — fator de rendimento em células (9/g);

Mxs — massa final de células (g);

Mxo — massa inicial de células (9);
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Ms1 cons — Massa de substrato consumida (g).

O fator de converséo de substrato em produtos foi calculado por:
Yris = (Mpt— Mpo) / Mst cons

Onde:

Yrss — fator de conversao em produto (g/g);

Mps — massa final de produto (g);

Mpo — massa inicial de produto (g);

Ms1 cons— Massa de substrato consumida (g).

Para este célculo, em ensaios em regime descontinuo em biorreatores,
considerou-se o valor de 2,3-butanodiol no tempo zero (Po) de 0,8 g/L, sendo este o
valor médio inicial da concentracéo de produto.

O fator estequiométrico de conversdo de glicerol em 2,3-butanodiol / acetoina é
de 0,489 g/g (2 mols de glicerol para 1 mol de 2,3-butanodiol) e 0,5 g/g para etanol (1
mol de glicerol para 1 mol de etanol). Deste modo, para os célculos de rendimentos,
tem-se:

p=(Yps/f).100

Onde:

p — rendimento do produto (%);

Yris — fator de converséo em produto (g/g);

f — fator estequiométrico de converséo (g/g).

3.6.3 Produtividade volumétrica

As produtividades volumeétricas para os compostos formados durante o processo,
em ensaios sem variacdo de volume, foram calculadas por:

pv = (Ps—Po) /'t

Onde:

pv — produtividade volumétrica de produto (g/L/h);

Pt — concentracdo final de produto (g/L);

Po— concentracgéo inicial de produto (g/L);

t —tempo (h).
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Para os calculos de py em regime descontinuo alimentado, a concentracao inicial
de produto foi corrigida, levando-se em conta os volumes inicial (3 L) e final (4 L) de
meio de cultivo. Neste caso, a concentracdo de Po foi considerada como 0,6 g/L.

3.6.4 Demanda de oxigénio e velocidade especifica de respiracdo

A demanda de oxigénio pelo cultivo (OUR, oxygen uptake rate) é dada pelo
produto da velocidade especifica de respiracdo (Qoz) e pela concentragdo celular (X).

Este parametro foi calculado pelo balanco de O, e CO2 nos fluxos gasosos de
entrada e saida dos biorreatores, de acordo com a equagdo a seguir (Wang, 1985):

OUR = (FN - YN2 / V) . { [yoz,entra / (1 - y02,entra)] - [yoz,sai / (1 — Yo2,5ai — yCOZ,sai)]}

Onde:

OUR - demanda de oxigénio pelo cultivo (mmol/L/h);

Fn — vazdo molar de ar na entrada do biorreator (mmol/h);

yn2 — fracdo molar média de nitrogénio no ar (0,791);

V — volume de meio de cultivo no momento da medida (L)
Yoz.entra — fragdo molar média de oxigénio no ar (0,209);

Yo2,sai — fracdo molar de oxigénio no gas de saida do biorreator;

Ycoz,sai — fragdo molar de dioxido de carbono no gas de saida do biorreator.

A vazdo molar de ar na entrada do biorreator foi determinada pela expresséo

abaixo, admitindo-se um comportamento ideal para a fase gasosa do sistema:
Fn=Fv.P.1000/(R.T)

Onde:

Fn — vazdo molar de ar na entrada do biorreator (mmol/h);

Fv — vazdo volumétrica de ar na entrada do biorreator (L/h);

P — pressao total no biorreator (atm);

R — constante dos gases (atm . L / (mol . K);

T — temperatura da fase gasosa (K).

A pressdo total do sistema foi determinada pela soma da pressao ambiente média
em Caxias do Sul, 0,92 atm, com a pressdo manométrica medida em mandémetro de

mercurio acoplado a tampa do biorreator.
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A velocidade especifica de respira¢éo (Qo?) foi, entdo, calculada pela divisdo da
demanda de oxigénio pelo cultivo pela concentracdo celular no mesmo tempo de

processo.

3.6.5 Concentragéo de oxigénio na saturacao

A determinacio de oxigénio na saturacdo (OD"), para as condigBes iniciais do
meios de cultivo utilizados, foi feita de acordo com o modelo descrito por Schumpe &
Quicker (1982). Neste modelo, a solubilidade do oxigénio no meio de cultivo é
estimada levando-se em conta a reducdo da solubilidade do gas em &gua destilada, nas
mesmas temperatura e pressdo, em decorréncia da presenca de substancias eletroliticas e
nao-eletroliticas dissolvidas, através da seguinte expressdo:

log (ODo"/ OD") = X Hi.li + X K.C;j

Onde:

ODy" — concentracdo de oxigénio na saturagio em agua (mmol/L);

OD" — concentragdo de oxigénio na saturacdo no meio (mmol/L);

Hi — efeito de um ion sobre a solubilidade do oxigénio (*“salting-out™) (L/mol);

li — forca idnica (mol/L);

K;— efeito de substancia ndo-eletrolitica sobre a solubilidade do oxigénio (L/g);

C;j — concentracdo de substancia nao-eletrolitica (g/L).

Silveira (1991) determinou o valor de 0,0261 para o termo X H;.l; do meio de Pirt
& Callow. No presente trabalho, a substancia nédo eletrolitica considerada no calculo foi o
glicerol, cujo valor do parametro Kj ¢ 4,07 . 10* L/g (Schumpe & Quicker, 1982).

Deste modo, considerando que todos 0s ensaios em biorreator descritos nesta
dissertacdo foram conduzidos a pressdo ambiente e a 37° C, e que, nestas condicOes, a
solubilidade do oxigénio em agua destilada, em Caxias do Sul, é aproximadamente igual a
0,196 mmol/L, os valores de OD" foram calculados por:

OD* =0.196/ 10 (0,0261 + 0,000407.So)
Onde:

OD" — concentragdo de oxigénio na saturagio no meio (mmol/l);

So — concentracao inicial de glicerol (g/L).
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3.6.6 Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (Kra) foi determinado
em meio de cultivo ndo inoculado, nas condicGes iniciais de cada ensaio em biorreator
(concentracdo de glicerol, temperatura, fluxo de ar e frequéncia dos agitadores), de
acordo com o método descrito por Moo-Young & Blanch (1989).

Esta determinacéo foi feita com base na variagdo com o tempo da concentragao
de oxigénio dissolvido (OD), expressa como percentual da saturagdo, registrada na
unidade de controle do biorreator, a partir de leituras feitas com o uso de um eletrodo
polarogréfico.

Inicialmente, 0 meio de cultura presente no reator era submetido a um fluxo de
nitrogénio gasoso até que a concentracdo de oxigénio fosse nula. Em seguida, o fluxo de
ar era reintroduzido no meio e os valores de OD em fungé&o do tempo eram registrados.

Nestas condigdes, a variacdo de OD com o tempo ¢é dada pela equacao abaixo:

dOD / dt = K,a (OD" - OD)

Onde:

dOD / dt — velocidade de transferéncia de oxigénio (% saturacéo/h);

K a — coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™);

OD* — concentracdo de oxigénio na saturacédo (100%);

OD - concentracao de oxigénio dissolvido (% saturacéo).

A partir da integracdo da equacdo anterior, entre 0s limites ODiniciat € ODfinal, €
possivel calcular-se o Kra pela seguinte equagéo:
Kra=—{In[ (1 - ODfina) / (1 — ODinicial) 1} / t
Onde:
ODinicia — concentracdo de oxigénio dissolvido inicial (10 a 20% saturagéo);
ODrinal — concentracao de oxigénio dissolvido final (70 a 90% saturacéo);
K a — coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™);

t — tempo de medida (h).

3.6.7 Velocidade caracteristica de transferéncia de oxigénio
A velocidade caracteristica de transferéncia de oxigénio (OTR, oxygen transfer

rate) foi determinada, conforme Pirt (1975), pela seguinte equacao:

OTR=K,a.OD"



Onde:

OTR - velocidade caracteristica de transferéncia de oxigénio (mmol/L/h);

K_a — coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™);

OD* — concentragdo de oxigénio na saturacdo (mmol/L).

3.7 Ensaios realizados
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Um resumo das condigBes utilizadas dos ensaios realizados € mostrado nas
Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Condic6es iniciais dos cultivos de Klebsiella oxytoca em regime descontinuo

em agitador de bancada reciproco (frequéncia, 300 min!; temperatura, 37°C).

Ensaio Obijetivo do cultivo So(g/L) Substrato
01 . . 20 glicose
02 Awvaliar o uso de glicerol 20 glicerol

como substrato em .
03 comparacdo a glicose 20 glicerol
04 parag g 20 + 20 glicerol e glicose
05 . . 20 glicerol
06 Avaliar o efeito do pH 50 glicerol
10 20 glicerol
1 Estabelecer os efeitos da 40 gl!cerol
12 concentragdo de glicerol 60 glicerol
13 ¢ g 80 glicerol
14 100 glicerol

So: Concentracdo inicial de glicerol e glicose.

Tabela 3. Condic¢es iniciais dos cultivos de Klebsiella oxytoca, em meio contendo

glicerol como fonte de carbono, em biorreator de bancada.

. . N . . So RPM OTR
Ensaio Regime de operagao Obijetivo do cultivo (g/L) (min) (mmol/L/h)

07 descontinuo Definir condicaes de 60 450 8,3
08 descontinuo . GO . 60 600 17,0
09 descontinuo suprimento de oxigénio g, 750 20,9
15 descontinuo 20 600 17,0
16 descontinuo 40 600 17,0
17 descontinuo Estabelecer os efeitos 60 600 17,0
18 descontinuo da concentracéo de 80 600 17,0
19 descontinuo glicerol 100 600 17,0
20 descontinuo 120 600 17,0
21 descontinuo 160 600 17,0
22 descontinuo alimentado Avaliar o processo 176 * 600 17,0
23 descontinuo alimentado  descontinuo alimentado 202 * 600 17,0

So: Concentragdo inicial de glicerol; OTR: velocidade caracteristica de transferéncia de
oxigénio; * Concentracao equivalente (massa total de glicerol por volume final de meio).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagéo do uso de glicerol como substrato para crescimento de Klebsiella

oxytoca em comparacao a glicose

A capacidade de Klebsiella oxytoca em consumir glicerol como substrato, em
comparacdo a glicose, foi avaliada em ensaios preliminares realizados em frascos sob
agitacdo. Para isto, foram realizados os Ensaios 01 (com emprego de 20 g/L de glicose)
e 02 (com 20 g/L de glicerol). A comparacgéo foi feita com base no crescimento celular
até 8 horas de processo.

A Tabela 4 mostra os resultados do cultivo. Foi considerado o intervalo de
tempo de 8 horas visando, apenas, avaliar o crescimento celular. Como pode ser
observado, a velocidade média de formacdo de biomassa e a maxima velocidade
especifica de crescimento foram muito semelhantes com os diferentes substratos, 0,38

g/L/h e 0,63 h't para glicose e 0,44 g/L/h e 0,69 h para glicerol, respectivamente.

Tabela 4. Resultados de cultivos de Klebsiella oxytoca em meios contendo glicerol e
glicose. Temperatura, 37°C; frequéncia do agitador de bancada reciproco, 300 rpm.

Ensaio  So glicose So glicerot  AX/At P max

QL) (b)) (gh) (Y
01 20 - 038 063

02 - 20 0,44 0,69

So - concentracdo inicial de substrato;
AX/At - velocidade média de formacdo de biomassa até 8 h de processo;
Mx max - maxima velocidade especifica de crescimento.

A partir destes dados verificou-se que o glicerol é um substrato que possibilita
uma adaptacdo microbiana para a sua metabolizacdo e formacdo de biomassa de forma
semelhante a sacarideos de facil absor¢do, como a glicose.

Em vista disto, foram realizados dois ensaios para avaliar-se o perfil de consumo
de glicerol por K. oxytoca. O Ensaio 03 consistia em utilizar somente 20 g/L de glicerol

como substrato. No Ensaio 04, utilizou-se 20 g/L de glicose em combinac¢do com 20 g/L
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de glicerol. Na Figura 7, sdo ilustrados o0s comportamentos cinéticos nestes

experimentos até 24 horas, tempo em que houve consumo total dos substratos.
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Figura 7. Variacdo do pH e das concentracdes de biomassa celular, glicerol e glicose em
cultivo de Klebsiella oxytoca nos Ensaios 03 (A) e 04 (B). Temperatura, 37°C;
frequéncia do agitador de bancada reciproco, 300 rpm.

O perfil do pH e do crescimento celular foram semelhantes nos dois ensaios. O
cultivo iniciou-se com pH 6,5 e terminou com valores proximos a 4,0. Este
comportamento € explicado possivelmente pela formacdo dos metabolitos acidos
durante o crescimento celular. Em relacdo a biomassa, ambos 0s ensaios atingiram cerca
de 2 g/L, com velocidade especifica maxima de crescimento de 0,5 h™, em 24 horas.

Quando avaliou-se 0 consumo de substrato, notaram-se comportamentos
diferentes para glicerol e glicose. No Ensaio 03, a velocidade média de consumo de

substrato calculada até 18 horas foi de 0,17 g/L/h. Entretanto, no Ensaio 04, quando
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utilizados os dois substratos, houve uma maior velocidade média de consumo de
glicose, 0,4 g/L/h, com o consumo total em 18 horas, enquanto que com o glicerol esta
velocidade foi de 0,11 g/L/h, com consumo total em 21 horas.

Os resultados sugerem que quando os dois substratos estdo disponiveis para o
microrganismo, glicose é preferencialmente consumida, pelo fato de este composto ser
um carboidrato simples e de facil oxidacdo para a maior parte dos seres vivos, que
apresentam complexos enzimaticos intracelulares para a sua degradacdo. Quando
somente o glicerol estd presente no meio, 0 microrganismo possivelmente se adapta e
oxida o substrato com velocidades de consumo superiores.

Desta forma, o glicerol, isoladamente, mostrou-se um substrato interessante para
ser estudado, podendo, até mesmo, apresentar vantagens em relacdo a glicose. Sua
composicao quimica de trés carbonos permite a oxidacéo na via bioquimica e formacao
de um mol de piruvato por mol de glicerol, ao contrario da glicose, para a qual um mol
de glicose forma dois moles de piruvato. Assim, a partir de dois moles de glicerol,
forma-se um mol de 2,3-butanodiol, com fator maximo de conversdo de 0,489 g do
produto / g de glicerol, enquanto para a glicose, esta relacdo é de 0,500 g/g. Com esta
diferenca quimica, o glicerol se mostra mais redutor que a glicose, gerando maior
quantidade de NADH+H" na sua oxidacdo (Silva et al., 2009, Mendes, 2011). Isto é
importante devido ao fato de que para regenerar estes compostos redutores, vias
bioguimicas de producéo de 2,3-butanodiol sdo ativadas (Cheng et al., 2013).

Os resultados preliminares apresentados indicam, portanto, que glicerol pode ser
utilizado de forma eficiente como substrato por K. oxytoca ATCC 8724 em substituicdo

a glicose, permitindo a geracdo de compostos de interesse.

4.2 Avaliacéo do controle do pH em agitador de bancada

O pH é um fator importante a ser considerado durante um cultivo microbiano.
Como visto no item 4.1, durante o crescimento celular ocorreu uma significativa
reducdo do pH, valores proximos a 4, em razdo da formacédo de compostos acidos. Esta
acidificacdo do meio pode provocar a limitacdo do crescimento celular e,
consequentemente, a formacdo de produtos de fermentacdo. Em biorreatores, o pH é
facilmente controlado com bombas peristalticas que adicionam acidos ou bases, quando
necessario, para manter uma faixa de pH estavel. Em agitadores de bancada, por outro

lado, este controle é dificultado, ressaltando-se que com o uso de concentragdes de
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substrato mais altas, este problema tende a se agravar. Porém, visto que o uso de frascos
sob agitacdo permite a realizacdo de varios ensaios simultaneamente, a definicdo de
uma forma de controle do pH nesta condicéo é imprescindivel.

Levando-se em conta 0 exposto, estudou-se o crescimento celular e o consumo
de glicerol, na concentragdo de 20 g/L, por K. oxytoca, com e sem a presenca de
carbonato de célcio como agente tamponante de pH (Ensaios 05 e 06, respectivamente).
Em ambos os ensaios, os meios foram preparados com pH inicial de 6,5. No Ensaio 06,
com controle de pH, foi adicionado, juntamente com o in6culo, 1,4 g/L de CaCO3z e em
15 horas de processo, mais 2,5 g/L de CaCOs, com a finalidade de manter o pH em
valores na faixa de 5 a 6. Esta forma de adicdo do CaCO3 foi adotada com o fim de
evitar valores de pH excessivamente altos no inicio do processo, conforme observado
em testes preliminares que inibiram totalmente o desenvolvimento microbiano. Esta
estratégia de adicdo de carbonato de calcio foi definida em testes preliminares, em que
se mostrou adequada para o controle do pH. Os resultados obtidos nos Ensaios 05 e 06
s&o mostrados na Tabela 5 e na Figura 8.

Observou-se, no Ensaio 05, uma queda significativa do pH a partir de 3 horas de
processo, atingindo valores proximos de 4 em 15 horas. A medida que os valores de pH
tornaram-se muito acidos, o crescimento celular passou a ser limitado. Ao contrario
disto, no Ensaio 06, o pH mostrou um comportamento diferente, sendo que, nas
primeiras 3 horas, alcancou 7,2, devido a neutralizacdo de compostos acidos presentes
no meio pelo carbonato de calcio e, depois, foi mantido entre 5 e 6. Note-se, ainda, que
ndo houve limitacdo da formacdo de biomassa pela acidificagdo do meio.

Com relacdo ao crescimento celular, determinou-se uma concentracdo de
biomassa 2,5 vezes maior no Ensaio 06, com méaxima velocidade especifica de
crescimento de 0,79 h, mais alta que a do Ensaio 05 (0,49 h'!). Quando se comparam
as velocidades médias de crescimento nas primeiras 8 horas de cultivo destes ensaios,
nota-se, no Ensaio 06, uma velocidade 5,5 vezes maior devido ao pH estar em faixa

mais apropriada para 0 microrganismo.
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Figura 8. Variacdo do pH e das concentractes de biomassa celular e glicerol em cultivo
de Klebsiella oxytoca nos Ensaios 05, com pH ndo controlado (A), e 06, com pH
controlado com CaCOs (B). Temperatura, 37°C; frequéncia do agitador de bancada
reciproco, 300 rpm.

O pH influenciou, da mesma forma, a velocidade de consumo de glicerol. No
Ensaio 05, devido a acidificacdo do meio, o consumo de substrato foi mais lento,
constatando-se uma concentracao residual de glicerol de 2,6 g/L, apds 24 horas de
processo, enquanto que, no Ensaio 06, o substrato foi totalmente consumido em 15
horas.

Uma faixa de pH inadequada para o crescimento microbiano pode modificar o
potencial redox da célula, inativar as enzimas de oxidacéo e alterar as vias metabdlicas

de formacdo de produtos. Ocorrendo limitacdo do crescimento, hd pouca formacdo de
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compostos oxidados que serdo utilizados para a formagdo de produtos de interesse
(Silva et al., 2009, Mendes, 2011).

Tabela 5. Resultados de cultivos de Klebsiella oxytoca em meios contendo glicerol com
e sem a adicdo de CaCOs. Temperatura, 37° C; frequéncia do agitador de bancada
reciproco, 300 rpm.

AXIAt ASIAt
) So CaCOs3 Hx max X
Ensaio (g/L/h) (g/L/h)
(L)  (9gL) () (L)
8h 15h 8h 15h

05 20 0* 0,49 2,2 0,080 0,130 0,887 0,500

06 20 1,4*+25** 0,79 5,4 0,444 0,411 1,331 1,201

*CaCOs adicionado no tempo zero;
**CaCOs adicionado 15 horas ap0s a inoculagéo.

So - concentracdo inicial de glicerol;

Hx max - Maxima velocidade especifica de crescimento;
Xt — concentragéo celular final;

AX/At — velocidade média de formacao de biomassa;
AS/At — velocidade média de consumo de glicerol.

Wong et al. (2014) estudaram o efeito do pH sobre K. pneumoniae ZMD30
utilizando glicose, na faixa de 4,5 a 9,0. O valor 6timo de pH para a producéo de 2,3-
butanodiol foi 6,0, sendo obtidos 52 g/L de produto, com rendimento de 74% e
produtividade de 2,1 g/L/h.

Jansen et al. (1983) avaliaram, em cultivos de K. oxytoca ATCC 8724, a mesma
linhagem usada neste trabalho, em meio contendo xilose, que em valores de pH abaixo
de 4,2 ndo ocorre crescimento do microrganismo e, consequentemente, ndo ha formacéo
de 2,3-butanodiol, sendo que o pH de producdo ideal esta na faixa 5,2 — 5,6.

Desta forma, nos demais ensaios em agitador de bancada descritos neste
trabalho, a adicdo o carbonato de calcio em doses fracionadas, apds a inoculacdo e

durante o cultivo, foi adotada.
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4.3 Avaliacéo do efeito do suprimento de oxigénio sobre o processo

O efeito do suprimento de oxigénio sobre processos fermentativos com
microrganismos anaerobios facultativos precisa ser cuidadosamente avaliado, pois
influencia diretamente o crescimento celular e a formacéo de produtos do catabolismo.
Como discutido anteriormente, o cultivo de K. oxytoca divide-se bioquimicamente em
duas fases: aerObia e anaerdbia. Pode-se dizer, de uma forma geral, que 0 processo se
caracteriza por uma sequéncia de fases — lag, exponencial, linear e estacionaria —,
dependendo da quantidade de oxigénio disponivel no meio para o microrganismo.

Neste grupo de ensaios, o efeito do suprimento de oxigénio sobre o cultivo de K.
oxytoca em glicerol foi avaliado em cultivos em regime descontinuo conduzidos em
biorreator de bancada. A concentracdo inicial de glicerol foi de cerca de 60 g/L, tendo
sido avaliadas as frequéncias de agitadores de 450 (Ensaio 07), 600 (Ensaio 08) e 750
rpm (Ensaio 09), com um fluxo de ar constante de 1,5 L/min ou 0,375 vvm (volumes de
ar por volume de meio por minuto). Determinagdes do coeficiente volumeétrico de
transferéncia de oxigénio (Ka) feitas para estas condi¢es de aeracdo e agitacdo, em
meio ndo inoculado, resultaram em valores de 48, 98 e 120 h. Com estes dados e
considerando-se uma concentracdo de oxigénio na saturacdo (OD*) de 0,174 mmol/L
para 60 g/L de glicerol, determinada de acordo com Silveira (1991), os valores de OTR
(velocidade caracteristica de transferéncia de oxigénio) para as condicdes iniciais foram
estimados em 8,3, 17,0 e 20,9 mmol/L/h, respectivamente. Os resultados obtidos sdo

resumidos na Tabela 6 e os perfis cinéticos sdo ilustrados na Figura 9.
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Figura 9. Variacdo das concentracdes de biomassa celular, glicerol e oxigénio
dissolvido em cultivo de Klebsiella oxytoca nos Ensaios 07 (A), 08 (B) e 09 (C).
Temperatura, 37°C; pH 5,5; fluxo especifico de ar, 0,375 vvm; frequéncia dos

agitadores, 450, 600 e 750 rpm.
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Tabela 6. Resultados de cultivos de Klebsiella oxytoca em meios contendo glicerol.
Temperatura, 37°C; pH, 5,5; fluxo especifico de ar, 0,375 vvm; frequéncia dos

agitadores, 450, 600 e 750 rpm.

Ensaio 07 08 09
OTR  (mmol/L/h) 8,3 17,0 20,9
RPM  (min?) 450 600 750
Kia  (h?) 47,7 97,5 120
top (h) 55 4,0 6,0
So (g/L) 60 60 60
St (g/L) 0 0 0
t (h) 54 24 24
Xt (g/L) 2,6 6,8 7,2
Mxmax (W) 0,80 0,80 0,80
Y xis (9/9) 0,040 0,12 0,12
But (g/L) 26,6 17,3 15,7
Yeisout  (9/9) 0,43 0,27 0,25
Pbut (%) 88,0 56,2 50,6
pvouit  (g/L/h) 0,48 0,69 0,62
Et (g/L) 4,0 5,0 2,6
Yeset  (0/9) 0,066 0,083 0,043
Pet (%) 14,0 18,0 8,0
Pv et (g/L/h) 0,074 0,206 0,107

OTR - velocidade caracteristica de transferéncia de oxigénio;
RPM - rotagBes por minuto;

K\a - coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio;
too - tempo em que o oxigénio atingiu a concentragdo nula;
So - concentragdo inicial de glicerol;

St - concentracdo final de glicerol;

t - tempo;

Xs - concentracéo celular final;

Mxmax - Maxima velocidade especifica de crescimento;

Yws - fator de conversdo em células;

But - concentracdo em 2,3-butanodiol;

Yerss ot - fator de conversdo em 2,3-butanodiol;

pout - rendimento em 2,3-butanodiol;

Pvbut - produtividade volumétrica em 2,3-butanodiol;

Et - concentracdo em etanol;

Yersset - fator de conversao em etanol;

pet - rendimento em etanol,

Pvet - produtividade volumétrica em etanol.
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De um modo geral, os perfis cinéticos destes ensaios seguiram o descrito por
Silveira (1991) para a fermentacdo de sacarose pela mesma bactéria. No inicio do
processo, logo apds a fase lag, ocorreu a fase ndo-limitada em oxigénio, com o
crescimento celular apresentando comportamento exponencial e observando-se a
maxima atividade respiratoria. ApoOs isto, a concentracdo de oxigénio em solucdo
tornou-se nula e a velocidade de crescimento passou a ter um valor constante. Esta é a
fase limitada em oxigénio, na qual, segundo o autor, inicia-se a formacgdo de produtos.
Esta situacdo foi mantida até que o suprimento de oxigénio passou a ser, de tal modo
insuficiente, que ndo restasse mais que 0 minimo necessario para as atividades
fundamentais das células para a manutencdo, caracterizando-se a fase hiperlimitada em
oxigénio. Neste ponto a reproducdo celular foi, também, suprimida, mantendo-se,
entretanto, a geracdo de produtos.

No Ensaio 07, observou-se que a concentragdo de oxigénio se tornou nula em
5,5 horas de processo. Apos isto, sob limitacdo de oxigénio, ocorreu a limitacdo do
crescimento celular, sendo que, a partir de 24 horas de processo, Hx foi praticamente
nula. Neste cultivo, houve a menor conversdao de substrato em células, 0,040 g/g, 2,6
g/L de biomassa.

O menor suprimento de oxigénio no Ensaio 07 limitou a atividade respiratoria
do microrganismo, e, consequentemente, o crescimento celular, possibilitando um maior
consumo de glicerol na direcdo da formacéo de produtos de fermentacdo. Deste modo,
os melhores resultados em termos de 2,3-butanodiol foram obtidos nesta condi¢do, com
26,6 g/L e rendimento de 88%. Por outro lado, a produtividade foi mais baixa, de
0,48 g/L/h, devido o tempo de processo ser muito mais longo (54 horas) que nos outros
ensaios. Estes resultados corroboram a literatura especializada, em que é descrito que
um menor suprimento de oxigénio no meio leva a limitacdo do crescimento e ao
favorecimento da formacdo de produto (Silveira et al., 1993). Resultados semelhantes
com altos rendimentos de 2,3-butanodiol e baixa produtividade foram observados por
Berbert-Molina (1995), quando utilizou um suprimento de oxigénio relativamente baixo
em cultivo de K. pneunomiae ATCC 8724, a mesma linhagem utilizada neste trabalho,
com caldo de cana tratado e suplementado com fosfato de aménio.

Como ocorreu no Ensaio 07, aeracbes baixas provocam limitacdo no
crescimento celular, visto que ocorre alta demanda de oxigénio pelo microrganismo
para a bioconversao de substrato, prejudicando, posteriormente, o processo fermentativo
(Yu & Saddler, 1983).
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Apesar das diferencas operacionais entre estes cultivos, as maximas velocidades
especificas de crescimento nos Ensaios 07, 08 e 09 foram semelhantes, 0,80 h. O
maior crescimento do microrganismo aconteceu quando a concentracdo de oxigénio
disponivel no meio esteve acima da concentracdo critica, ou seja, nas primeiras horas do
cultivo. Em todos os ensaios, ndo houve limitacdo de oxigénio nas primeiras horas,
possibilitando a ocorréncia de um mesmo valor de pixmax € & Ndo formagao de produto.
Quando o oxigénio torna-se limitante, uma fase linear ocorre até o momento que o
oxigénio disponivel no meio é suficiente somente para a manutencdo do microrganismo
(Silveira et al., 1993; Berbert-Molina et al., 2001).

Nos Ensaios 08 e 09, os resultados foram semelhantes, com biomassa de 6,8 e
7,2 g/L, respectivamente, em 24 horas de processo. No Ensaio 09, com uma aeragéo
mais intensa, houve um tempo maior (6 horas) para o oxigénio chegar a niveis
limitantes e alcancar valor nulo, enquanto que, no Ensaio 08, a fase limitada iniciou-se
apos 4 horas de cultivo.

Nos dois ensaios com maior OTR, este tempo maior com OD acima da
concentracdo critica, permitiu que o microrganismo mantivesse seu crescimento celular
ilimitado por um periodo mais longo, reduzindo a formacéo de 2,3-butanodiol. Em
sintese, 0 que define os resultados do processo com relacdo a limitacdo do oxigénio € a
quantidade de substrato que ficara disponivel no meio para a conversdao em produto
quando OD for igual a zero, independentemente da concentracdo de substrato. Quanto
maior for o tempo de permanéncia de OD em valores maiores que os de OD critico,
menor sera a quantidade de substrato para a conversdo em produto favorecendo, por
outro lado, o crescimento.

Nos Ensaios 08 e 09, foram determinadas produtividades volumétricas
superiores a do Ensaio 07, mesmo tendo resultados inferiores em termos de conversdo
em produto. No caso, o fator determinante foi o tempo de processo. No Ensaio 07,
mesmo com concentracdo de produto mais alta, a duracdo do cultivo foi mais longa, em
decorréncia do menor crescimento celular, prejudicando a produtividade. Em regime
descontinuo, portanto, concentracdes de produto intermediarias, em um tempo menor,
tornam-se interessantes devido ao aumento das produtividades (Saha & Bothast, 1999).

Quanto ao etanol, os melhores resultados foram observados no Ensaio 08. Os
valores de Yepss, pet € pv foram, entretanto, muito baixos em relagcdo ao 2,3-butanodiol,

visto que, como comentado anteriormente, a via bioquimica do etanol é pouco favoravel
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para 0 microrganismo, que opta pela via do 2,3-butanodiol para regeneracéo de
compostos oxidados quando em limitacdo de OD.

Estudos de Ramachandran et al. (1990) mostraram resultados semelhantes aos
descritos neste trabalho. Utilizando a mesma linhagem de K. oxytoca ATCC 8724, estes
autores avaliaram a producdo de 2,3-butanodiol a partir de lactose com Kia de 47 a
120 ht, Um Kia mais elevado resultou em um tempo maior sem limitacdo de oxigénio,
permitindo maior conversdo de substrato em células. Entretanto, Kia igual a 47 h'
resultou em tempo de processo mais longo com menor crescimento. Segundo 0s
autores, um Kia intermediario aumenta a produtividade do processo, visto que a
transferéncia de oxigénio afeta diretamente o rendimento. Os melhores resultados foram
obtidos utilizando Kia de 93,4 h?, semelhante ao determinado no Ensaio 08 deste
trabalho, com uma produtividade maior (0,86 g/L/h de 2,3-butanodiol).

Silveira et al. (1993) utilizando a mesma linhagem, em meio contendo sacarose
concluiram que uma aeragéo intermediaria permite crescimento médio em relagéo a alta
ou baixa aeracdo. Enquanto houve oxigénio dissolvido no meio, ndo houve formacéao de
produtos. Quando valores de K a altos foram utilizados, obteve-se Xs igual a 10,9 g/L e
pv 0,81 g/L/h, ao contrario de condigbes intermediarias, X: igual a 6,2 g/L,
pv 1,49 g/L/h.

Experimentos de Beronio & Tsao (1993) com K. oxytoca mostraram melhor
produtividade em 2,3-butanodiol em cultivos com uma velocidade de transferéncia de
oxigénio média, que permita limitacdo de oxigénio. A produtividade foi 18% maior que
em cultivos onde ndo se teve o controle na oxigenacao. Estudos de De Mas et al. (1988)
mostraram que OTR acima de 15 mmol/L/h ja diminuem a producdo de 2,3-butanodiol,
de forma semelhante a observada nos Ensaios 08 e 09 do presente trabalho.

Resultados de Jansen et al. (1983) mostraram comportamento semelhante para
K. oxytoca em xilose. Quando baixas concentracfes de oxigénio se encontravam no
meio de cultivo, menor foi a respiracdo e o crescimento celular, possibilitando uma
maior producdo de 2,3-butanodiol. O mesmo ocorreu em experimentos descritos por
Sablayrolles & Goma (1983), utilizando glicose, com a mesma linhagem. Com K. a de
300 h?, obtiveram-se 12,1 g/L de células e 7,6 g/L em 2,3-butanodiol, enquanto
concentracdes maximas de 3,3 g/L de células e 22,7 g/L de produto foram atingidas com
um Kca de 30 h.

O Kia e a velocidade especifica de respiracdo sdo parametros importantes e

dificeis de controlar em cultivos fermentativos (Zeng et al., 1994). Toda a atividade
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metabolica do microrganismo inclui a formacdo de produtos e é influenciada pelo
oxigénio presente dentro da célula e ndo no meio externo, o que torna 0 meio interno
independente do Kra. Um Kia mais alto, entretanto, permite que mais oxigénio
atravesse a membrana celular, ativando vias aerdbias e diminuindo a formacdo do
produto em aerobiose (Silveira et al., 1993).

Deste modo, avaliou-se a demanda de oxigénio do cultivo (OUR) e a velocidade
especifica de respiracdo do microrganismo (Qo2) nos cultivos realizados. Durante as
primeiras horas de cultivo, na fase ndo limitada de oxigénio, foram determinadas as
mais altas OUR e Qo2. No final do cultivo, com a auséncia de crescimento (Ux), 0 Qo2
atingiu seus valores minimos, correspondendo ao proprio coeficiente de manutencao
(mo), com valores de mo de 3,2, 1,6 e 4,2 mmol/g/h para os Ensaios 07, 08 e 09,
respectivamente. Na fase limitada em oxigénio, os valores de Qo2 diminuem, e ocorre a
limitagdo do crescimento celular. Na fase hiperlimitada, com Qo2 = mo, a velocidade de
formacdo de produtos diminui na auséncia de crescimento celular.

Estudos de Zeng et al. (1994) mostram que otimas producdes de 2,3-butanodiol
foram alcangadas com 32 horas de cultivo e um Qo2 controlado em valores baixos,
4 mmol/g/h, obtendo 102 g/L em produto. Silveira et al. (1998), por sua vez, mostraram
que, embora na fase hiperlimitada em oxigénio o fluxo de substrato é quase totalmente
dirigido para a formacdo de 2,3-butanodiol, a maxima velocidade de formacdo deste
produto ocorre com velocidade de crescimento baixa (cerca de 0,15 h™t), mas néo nula.

A partir das discussdes apresentadas, optou-se pela OTR intermediaria testada,

17,0 mmol/L/h, para a sequéncia dos experimentos realizados.

4.4 Avaliacdo do efeito da concentracéo inicial de glicerol sobre o processo em

regime descontinuo

Para a obtencdo de rendimentos elevados em 2,3-butanodiol em regime
descontinuo, é necessario que se utilizem concentrac@es iniciais de substrato também
elevadas baseado nos calculos de conversdo. Por outro lado, concentracdes acima de
50 g/L podem ser inibitorias ao crescimento de K. oxytoca com glicose e xilose (Yu &
Saddler, 1983), podendo assim ser também para glicerol, diminuindo a producéo de 2,3-
butanodiol.

Inicialmente, foram realizados experimentos em regime descontinuo em agitador

de bancada, empregando-se concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 g/L de glicerol



41

(Ensaios 10 a 14), em pH controlado com CaCOs, com o0 objetivo de obterem-se
informagdes réapidas sobre o eventual efeito inibidor do glicerol sobre o crescimento
celular. Todos os ensaios foram conduzidos até 24 horas, independentemente da
quantidade de substrato consumido, visto que o foco principal era avaliar a velocidade
de crescimento microbiano durante a fase exponencial, que acontece nas primeiras horas
de processo. Os resultados destes ensaios sao resumidos na Tabela 7.

Com relacdo a concentracdo celular atingida nestes ensaios, os valores finais
foram relativamente baixos, entre 3,1 e 4,0 g/L, e se justificam pela ja explicada
dependéncia entre o crescimento e o suprimento de oxigénio. Em concentracdes de 20,
40 e 60 g/L de substrato, valores de pxmax foram praticamente iguais, 0,72-0,73 h™,
Entretanto, concentraces de 80 e 100 g/L ja evidenciaram a ocorréncia de inibi¢do no
desenvolvimento da biomassa na fase exponencial, com redugdo de pHxmax (0,52 —
0,56 h'"). Nota-se, ainda, que, quanto maior a concentracéo de glicerol, menor foi Y xs e
maior Ypss.

A formacgédo de 2,3-butanodiol e etanol ndo foram detectadas em concentragGes
de até 40 g/L de glicerol. Os melhores resultados em termos de formacdo de produtos
foram obtidos no Ensaio 14 (17,7 g/L de 2,3-butanodiol e 2,5 g/L de etanol), com
rendimentos em relagdo ao maximo tedrico de 57,2 e 7,6%, respectivamente.

Resultados em agitador de bancada tém como caracteristica o fato de alguns

parametros de processo, como pH e a oxigenacao do meio, serem dificeis de controlar.
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Tabela 7. Resultados de cultivos de Klebsiella oxytoca em meios contendo diferentes

concentracdes de glicerol em agitador de bancada. Temperatura, 37°C; frequéncia do

agitador de bancada reciproco, 300 rpm.

Ensaio 10 11 12 13 14
So  (g/L) 20 40 60 80 100
St (g/L) 0 6 15 19 36

t  (h) 24 24 24 24 24
X (g/L) 31 3,3 38 4,0 3,4
Mxmax  (h™) 0,72 0,72 0,73 0,56 0,52
Yws  (9/9) 0,15 0,10 0,080 0,061 0,052
But (g/L) - - 6,9 14,7 17,7
Yeisout  (9/Q) - - 0,16 0,24 0,28
pout (%) - - 32,7 49,0 57,2
pvout  (g/L/h) - - 0,29 0,61 0,74
Et (g/L) - - 1,6 1,7 2,5
Yrset  (9/9) - - 0,036 0,027 0,038
Pet (%) - - 7,2 5,4 7,6
pvet  (g/L/h) - - 0,066 0,071 0,104

So - concentracdo inicial de glicerol;
St - concentracdo final de glicerol,

t - tempo;

Xz - concentracdo celular final;

Mxmax - Maxima velocidade especifica de crescimento;

Yws - fator de conversdo em células;

But - concentracdo em 2,3-butanodiol;

Yerss ot - fator de conversdo em 2,3-butanodiol;
pout - rendimento em 2,3-butanodiol;

Pvbut - produtividade volumétrica em 2,3-butanodiol;

Et - concentracdo em etanol;

Yeiset - fator de conversdo em etanol;

pet - rendimento em etanol,

Pvet - produtividade volumétrica em etanol.
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Em vista disto, optou-se por testar a condugdo do processo em biorreator de
bancada. Foram realizados, entdo, cultivos com concentragdes iniciais de glicerol entre
20 a 160 g/L (Ensaios 15 a 21), cujos resultados sdo mostrados na Tabela 8, enquanto os
perfis cinéticos sdo apresentados na Figura 10.

Avaliando-se o crescimento de K. oxytoca nas diferentes concentracoes,
observa-se que os Ensaios 15, 16 e 17 apresentaram valores de pxmax proximos a
0,80 h, indicando néo ter ocorrido inibicdo pelo glicerol com So até 60 g/L. O maior
Yx/s ocorreu quando a menor concentracdo de substrato foi utilizada de 0,28 g/g, isto
porque grande parte do substrato foi utilizado para o crescimento celular durante a fase
ndo limitada em oxigénio. Quando se tem baixa concentragéo inicial de glicerol, a maior
parte ou mesmo a totalidade do substrato, dependendo da OTR, é disponibilizada para a
geracdo de ATP, biomassa e CO2, havendo pouca formacdo de 2,3-butanodiol. Com
isso, 0s Ensaios 15, 16 e 17 apresentaram baixos rendimentos para 2,3-butanodiol de
35,9 a 56,2%, e também para etanol, 18,0 a 22,0%. Quanto as produtividades, valores
reduzidos também sdo mostrados na Tabela 7, o que é explicado pelo fato de este
parametro ser dependente do tempo de processo e da concentracdo final de produto.

Com as concentracfes iniciais de substrato superiores (Ensaios 18 a 20), 0s
valores de pxmax foram reduzidos significativamente — 0,63, 0,42 e 0,50 h?,
respectivamente —, indicando a ocorréncia de inibi¢do por substrato. Da mesma forma,
os valores de Y x/s foram reduzidos em média 2,5 vezes em relagdo aos outros ensaios, 0
que se deve ao fato de a quantidade de substrato disponivel para o processo
fermentativo, apds a limitacdo de oxigénio, ter sido utilizada, de forma crescente, para a
formacdo de produtos atraves de metabolismo anaeroébio.

Deste modo, concentracBes superiores de glicerol e um baixo crescimento
celular, até certo ponto, podem ser importantes para a geracdo de produtos. A inibicdo
pela concentracao inicial de substrato faz com que o crescimento celular e o consumo de
glicerol sejam mais lentos. Em consequéncia, a partir da fase de limitacdo de oxigénio,
mais substrato estara disponivel para a conversdo em produto, como pode ser observado
pelos valores finais de 2,3-butanodiol nos Ensaios 18, 19 e 20: 32,9, 37,8 e 53,6 g/L,

respectivamente.
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Figura 10. Variacdo das concentracdes de biomassa celular, glicerol e oxigénio
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Tabela 8. Resultados de cultivos de Klebsiella oxytoca em meios contendo diferentes

concentracOes de glicerol em biorreator. Temperatura, 37°C; pH, 5,5; fluxo especifico

de ar, 0,375 vvm; frequéncia dos agitadores, 600 rpm.

Ensaio 15 16 17 18 19 20 21

So  (g/L) 18 37 60 94 105 129 160

St (g/L) 0 0 0 0 0 0 98

t () 10 24 24 27 48 48 72

Xs  (g/L) 5,2 5,6 6,8 4,5 4,6 5,5 2,1
Mxmax  (h) 0,80 0,84 0,81 0,63 0,42 0,50 0,21
Yxs (9/9) 0,28 0,15 0,12 0,045 0,042 0,041 0,031
But (g/L) 4,0 9,2 17,3 32,9 37,8 53,6 17,9
Yeisout  (9/9) 0,18 0,23 0,28 0,34 0,35 0,41 0,28
P but (%) 35,9 46,4 56,2 69,9 72,0 83,7 56,3
pvout  (g/L/) 0,32 03 069 1,19 077 1,10 0,24

Et  (g/L) 2,2 2,9 5,0 6,5 3,5 6,2 0,4
Yese (g/g) 0,122 0,078 0,083 0,069 0,033 0,048 0,006

D et (%) 22,0 16,0 18,0 14,0 6,0 10,0 2,0
pvee  (g/L/h) 0,22 012 021 024 0073 013 0,005

So - concentracdo inicial de glicerol;
St - concentracdo final de glicerol,

t - tempo;

Xz - concentracdo celular final;

Mxmax - Maxima velocidade especifica de crescimento;

Yws - fator de conversdo em células;
But - concentracdo em 2,3-butanodiol;

Yerss ot - fator de conversdo em 2,3-butanodiol;

pout - rendimento em 2,3-butanodiol;

Pvbut - produtividade volumétrica em 2,3-butanodiol;

Et - concentracdo em etanol;
Yersset - fator de conversdo em etanol;
pet - rendimento em etanol,

Pvet - produtividade volumétrica em etanol.
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Em comparacdo com o Ensaio 17 (60 g/L), com a concentragdo inicial mais alta
em que ndo se observou inibicdo por substrato (60 g/L), os Ensaios 18, 19 e 20
apresentaram 1,9, 2,2 e 3,1 vezes mais formagdo de 2,3-butanodiol, respectivamente,
alcancando rendimentos de até 83,7% e produtividade de 1,1 g/L/h. Com relagdo ao
etanol, as produgdes foram baixas, apresentando os melhores resultados no Ensaio 18,
com produtividade de 0,24 g/L/h.

No Ensaio 21, em que foi avaliada uma concentragdo ainda mais elevada de
glicerol (160 g/L), observou-se que 0 microrganismo ndo consumiu todo o substrato,
determinando-se 98 g/L de glicerol residual, ap6s 72 horas de processo. No final do
processo ocorreu a liberacdo de metabdlitos alcalinos, indicada pelo aumento do pH no
cultivo e a hiperlimitacdo de oxigénio.

Nestas condicdes, observou-se forte reducdo na producdo de biomassa, sendo
aproximadamente um ter¢o ao obtido no ensaio com 60 g/L de glicerol, com menor
conversdao de substrato em células. A geracdo de 2,3-butanodiol foi, também,
severamente prejudicada, e a formacdo de etanol foi insignificante. Cabe ressaltar que
0s resultados de biomassa obtidos no Ensaio 21 sdo inferiores aos encontrados em
concentragdes baixas de glicerol (20 g/L), como no Ensaio 15.

Deste modo, constatou-se que concentracdes iniciais de glicerol, da ordem de
160 g/L, afetam negativamente o processo, sob todos os aspectos, ndo se tratando,
apenas, de uma gqueda na velocidade global do cultivo, devida a inibicao pelo substrato,
mas sim sua total inviabilizacao.

Na sequéncia, sdo discutidos alguns resultados encontrados na literatura em que
é enfocado o efeito da concentracdo de diferentes substratos, e do produto formado,
sobre o cultivo de K. oxytoca.

Sablayorolles & Goma (1983) avaliaram o efeito da concentracdo de glicose no
processo conduzido com A. aerogenes NRRL B199 (K. oxytoca ATCC 8724). Os
autores ndo observaram inibicdo do crescimento celular pela glicose com concentracdes
de até 45 g/L. Ja na concentracao inicial de substrato mais alta que foi avaliada, 195
g/L, ocorreu uma forte reducdo da velocidade especifica de crescimento, mas, por outro
lado, os rendimentos em 2,3-butanodiol foram elevados, alcangando 90%, com 88 g/L
de produto. Em contrapartida, as concentracdes de biomassa celular e de etanol
diminuiram, verificando-se que o metabolismo de formacéo de etanol é mais sensivel ao

excesso de substrato quando comparado ao de 2,3-butanodiol.
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Em estudos com xilose, Jansen et al. (1983) relataram que concentragdes de até
20 g/L ndo provocam inibicdo do crescimento celular, sendo que acima de 160 g/L de
substrato, a concentracdo de xilose se tornou critica para o crescimento celular e a
formacdo de 2,3-butanodiol. Os autores observaram, ainda, que concentragdes de 5 g/L
de xilose resultam em total consumo do substrato no sentido do crescimento celular.

Silveira et al. (1998), utilizando o meio PC contendo sacarose, ndo constataram
inibicdo até 95 g/L, tendo ainda observado o consumo completo deste substrato em
ensaio com 213 g/L de concentragdo inicial e OTR de 16 mmol/L/h, ap6s 40,5 h de
processo. Berbert-Molina (1995), por sua vez, em cultivo em meio constituido por caldo
de cana-de-aclcar suplementado com fosfato de aménio, obteve 71 g/L de 2,3-
butanodiol com 181 g/L de agUcares redutores totais.

Para o uso de glicerol, Cheng et al. (2005) estudaram o efeito de concentracfes
crescentes deste substrato sobre o cultivo de K. pneumoniae em condi¢fes aerobias e
anaerébias. Na auséncia de oxigénio, os autores determinaram um pxmax de 0,19 h em
meio com 110 g/L de glicerol, enquanto que com 133 g/L de glicerol, na presenca de
oxigénio, a Pxmax foi de 0,17 h™t. Com relagdo aos produtos, concentracdes de 15, 19 e
26 g/L de acetato, lactato e etanol, respectivamente, tornam-se inibitérias para o
microrganismo em cultivos anaerobios. Em aerobiose, K. pneumoniae é mais resistente
ao acetato e ao lactato, suportando concentracGes de 24 e 26 g/L, respectivamente,
enquanto que o etanol se torna toxico em uma concentracdo de 17 g/L.

Através de modelagem matematica, Zeng et al. (2004) avaliaram o efeito
inibitorio do glicerol e de alguns produtos de fermentacéo formados por K. pneumoniae.
Para uma faixa de pH entre 53 e 8,5 o0s resultados mostraram as seguintes
concentracdes criticas de substancias que se mostraram toxicas para a célula: 0,35 g/L
de acetato, 16,6 g/L de etanol, 71,4 g/L de 1,3-propanodiol e 187,6 g/L de glicerol. Os
dados deste trabalho mostram que a partir de 160 g/L, houve uma inviabilizacdo no
crescimento celular, valores mais baixos ao modelo matematico.

Como visto, a literatura mostra que elevadas concentracdes de carboidratos,
usados como substrato, da ordem de 200 g/L, embora inibidoras para o crescimento de
K. oxytoca, podem ser em alguns casos completamente consumidas pelo
microrganismo. Para o glicerol, no entanto, os dados deste trabalho indicam um efeito
inibidor muito mais intenso, como foi o caso do Ensaio 21 (So = 160 g/L). O glicerol é
utilizado ha mais de 100 anos, como agente antibacteriano e, segundo Saegeman et al.

(2008), concentragdes de 25% (m/v) desta substancia sdo suficientes para interromper o
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metabolismo celular de bactérias. Este estudo, o efeito do glicerol sobre bactérias
patogénicas Gram-positivas e negativas foi avaliado, constatando-se maior sensibilidade
das bactérias Gram-negativas, como é o caso de K. oxytoca.

A andlise dos resultados mostra que, com o uso do regime descontinuo, a
obtencdo de uma concentragcdo de produto elevada o suficiente para permitir que o
processo seja considerado para uma escala industrial é invidvel. Desta forma, a
conducdo do processo em regime descontinuo alimentado representa como uma opcao a
ser avaliada para a conversao de glicerol em 2,3-butanodiol.

Nos ensaios em biorreator descritos neste item, realizou-se o balango de
oxigénio na fase gasosa do sistema, permitindo o célculo da demanda de oxigénio pelo
cultivo (OUR) e da velocidade especifica de respiracdo (Qo2). Com estes dados,
construiu-se a Figura 11, que relaciona Qo2 com a velocidade especifica de crescimento
(M)

Uma maior Qo2 possibilita uma maior i, devido a ativacdo das vias aerdbias,
incrementado a formacdo de ATP e, em consequéncia, de biomassa microbiana, devido
a maior disponibilidade de oxigénio.

Os maiores valores de Qo2 sdo obtidos com concentragfes de oxigénio acima de
zero, quando também se encontra pxmax. Como discutido no item 4.3, quando o
crescimento celular é nulo (ux = 0), 0 microrganismo utiliza o oxigénio somente para a
manutengdo celular. Nesta condigdo, Qo2 corresponde ao coeficiente de manutengéo

para o oxigénio (mo).
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Figura 11. Variacdo da velocidade especifica de crescimento e velocidade especifica de
respiracio em cultivo de Klebsiella oxytoca nos Ensaios 15, 16, 17, 18, 19 e 20 (R? =
0,90241).

O valor obtido para m, de K. oxytoca ATCC 8724 em glicerol foi 2,9 mmol/g/h,
com o fator de conversdo real de oxigénio em células (Yco), determinado pelo inverso
do coeficiente angular da reta mostrada na Figura 11, sendo igual a 0,029 g/mmol.
Silveira et al. (1993), em cultivos do mesmo microrganismo em sacarose, relataram
valor de mo inferior, 0,72 mmol/g/h, e Yco superior, 0,049 g/mmol. Apesar da pouca
precisdo da comparacdo, os dados sugerem que, para o glicerol, ha menor formacao de
biomassa celular por oxigénio consumido, sendo menos favoravel para o crescimento
celular. Considerando a estrutura quimica dos compostos, o glicerol apresenta maior
quantidade de hidrogénio, e possivelmente necessita de mais oxigénio para a sua

metabolizacdo, formando assim grande quantidade de NADH+H".
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4.5 Avaliagéo do processo em regime descontinuo alimentado

Para viabilizar a producdo de 2,3-butanodiol em escala industrial, é necessario
que sejam atingidas elevadas concentracdes de produto no processo fermentativo. Como
visto no item 4.4, a obtencdo de uma quantidade significativa de produto tem relagédo
com a massa de substrato utilizada. Em regime descontinuo, observou-se que 0s
melhores resultados em termos de formacdo de 2,3-butanodiol foram verificados com
glicerol inicial de 129 g/L, obtendo-se 53,6 g/L do produto, concentracdo considerada
insatisfatoria.

Deste modo, como ja discutido, a alternativa aparentemente mais viavel para o
processo é a sua conducdo em regime descontinuo alimentado, evitando, assim, a
inibicdo provocada pelo substrato, tanto sobre crescimento celular quanto sobre a
propria formacao de produto.

Os Ensaios 22 e 23, em regime descontinuo alimentado, foram iniciados com
concentracdo de glicerol ndo inibitdria para a formacdo de biomassa, 60 g/L, e OTR de
17 mmol/L/h. Na sequéncia, sempre que a concentracdo do substrato decresceu a
valores em torno de 40 g/L, o reator foi alimentado com lotes de meio PC contendo
massas de glicerol que resultassem na presenca de concentragdes nao inibitorias do
substrato ao longo de todo o processo. No Ensaio 22, utilizou-se uma massa total de
glicerol equivalente a 176 g/L em relacdo volume final no reator, enquanto no Ensaio 23
esta concentracao equivalente foi de 202 g/L.

Como pode ser observado nas Figuras 12 e 13, ambos 0s ensaios mostraram
perfis de crescimento e formacdo de produto semelhantes, mas com o Ensaio 22 (40
horas) tendo durado menos da metade do tempo do Ensaio 23 (84 horas).

Nos dois ensaios, a formacdo de produtos iniciou-se a partir de cerca de
5,5 horas, quando OD atingiu valor nulo. Assim, como visto em regime descontinuo, na
fase limitada em oxigénio, o glicerol passou a ser convertido em produto, enquanto o
crescimento celular foi progressivamente se tornando limitado. Os valores de Ypss
medidos ao longo do processo aumentaram com 0 passar do tempo, com a maxima
conversao em 40 horas, 0,42 g/g (Ensaio 22) e 84 horas, 0,46 g/g (Ensaio 23). Os dados

para a formacdo dos produtos de fermentacdo sdo resumidos na Tabela 9.
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)

8 100 3

S

36 gk

) T

: w0 25

2 4 £ 2

o] S o

e 40 3 5

2, EoN
- o

@ L20 — 3

>S5

=1

0+ T =T —— —- 0 6\\

0 20 40 60 80 >

Tempo (horas)

—— Biomassa —— Glicerol —— OD

—— 2,3-butanodiol = —— Etanol

Figura 13. Variacdo das concentracbes de biomassa celular, glicerol, oxigénio
dissolvido e produtos em cultivo de Klebsiella oxytoca no Ensaio 23. Temperatura,
37°C; pH, 5,5; fluxo especifico de ar, 0,375 vvm; frequéncia dos agitadores, 600 rpm.



52

Tabela 9. Fatores de conversdo em 2,3-butanodiol e em etanol em cultivos de Klebsiella
oxytoca em meios contendo glicerol em regime descontinuo alimentado. Temperatura,
37°C; pH, 5,5; fluxo especifico de ar, 0,375 vvm; frequéncia dos agitadores, 600 rpm.
Ensaio 22 Ensaio 23
t But  Yessbut Et Yeiset | t But  Yesouw Et Yese
(hy (9lL) (9/g) (L) (a9fg) | () (/L) (9/9) (g/L) (9/9)
7,5 8,0 0,19 0 0 10 11,7 0,15 0,7 0,008
14 23,7 0,19 1,9 0,016 | 23 22,2 0,17 1,9 0,015
21 36,2 0,23 24 0015 |38 61,7 0,39 2,1 0,013
40 74,1 0,42 3,9 0,022 | 69 81,7 0,49 2,8 0,017
84 92,1 0,45 24 0,012

t - tempo (h);

Yrssbut - fator de converséo em 2,3-butanodiol (9/9);
But — 2,3-butanodiol (g/L);

Et - concentracdo em etanol (g/L);

Yrss et - fator de conversédo em etanol (g/g).

Os resultados gerais dos Ensaios 22 e 23 séo apresentados na Tabela 10.

Avaliando-se o tempo de cultivo, observa-se que, no Ensaio 22, todo o substrato
foi consumido em 40 horas, enquanto no Ensaio 23 este tempo foi de 84 horas. A
concentracdo final de biomassa, 7,2-7,3 g/L, foi praticamente igual nos dois ensaios,
proporcionada pelo OTR e pela manutencdo do substrato em niveis ndo inibitérios. As
méaximas velocidades especificas de crescimento, 0,8 h*, foram medidas nas horas
iniciais de processo, durante a fase ndo limitada em oxigénio. Os fatores de conversdo
de substrato em células e em 2,3-butanodiol seguiram 0s comportamentos previstos nos
ensaios em batelada; ou seja, no Ensaio 23, com maior massa de glicerol sendo
adicionada ao meio, Yx;s foi menor que o do Ensaio 22, com comportamento inverso

para Ypss.
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Tabela 10. Resultados de cultivos de Klebsiella oxytoca em meios contendo glicerol em

regime descontinuo alimentado. Temperatura, 37°C; pH, 5,5; fluxo especifico de ar,

0,375 vwm; frequéncia dos agitadores, 600 rpm.

Ensaio 22 23
So (g/L) 176 202
St (g/L) 0 0
t (h) 40 84
Xt (g/L) 7,2 7,3
Wxmax (D7) 0,80 0,80
Yxis (9/9) 0,039 0,035
But  (g/L) 74,1 92,1
Yeisout  (9/9) 0,42 0,45
Phut (%) 85,9 92,6
pvbut  (9/L/h) 1,83 1,09
Et  (g/L) 3,9 2,8
Yesee  (9/Q) 0,02 0,01
Pet (%) 4,0 2,0
Pv et (9/L/n) 0,09 0,03

So - concentracdo inicial de glicerol;
St - concentracdo final de glicerol,

t - tempo;

Xs - concentracéo celular final;

Mxmax - Maxima velocidade especifica de crescimento;
Yws - fator de conversdo em células;

But - concentracdo em 2,3-butanodiol;

Yrss ot - fator de conversdo em 2,3-butanodiol;

pout - rendimento em 2,3-butanodiol;

Pvbut - produtividade volumétrica em 2,3-butanodiol,
Et - concentracdo em etanol;

Yersset - fator de conversao em etanol;

pet - rendimento em etanol,

Pvet - produtividade volumétrica em etanol.
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Em comparacdo com o Ensaio 17, em regime descontinuo e com concentragéo
inicial de glicerol de 60 g/L, ndo houve muita variagdo dos valores de biomassa, mesmo
com concentracdes mais elevadas de glicerol em regime descontinuo alimentado. Com
relagdo ao 2,3-butanodiol, embora o rendimento no Ensaio 20 tenha sido semelhante ao
do Ensaio 22, a concentracédo final de produto neste ultimo foi cerca de 40% maior. Em
comparacdo ao melhor resultado em regime descontinuo (Ensaio 20), o Ensaio 23 gerou
uma produtividade de 1,09 g/L/h, rendimento de 92,6% e formagdo de 92,1 g/L de
produto, ou seja, 70% maior formacdo de produto que a do cultivo descontinuo. Quanto
ao etanol, os rendimentos de produto foram menores nos ensaios em regime
descontinuo alimentado, com baixas produtividades.

Em comparacdo com resultados para o processo em regime descontinuo
alimentado encontrados na literatura, Silveira et al. (1998) realizaram um cultivo com a
mesma linhagem, utilizando concentragéo equivalente a 219 g/L de sacarose. COm pixmax
de 0,8 h?, obtiveram 80 g/L de 2,3-butanodiol, com rendimento de 90,2%, em
30,4 horas de processo. Os valores de etanol alcancaram 1,7 g/L, também com baixos
rendimentos. Sugere-se que a sacarose € um carboidrato de mais facil absor¢do que o
glicerol e, provavelmente, por isso houve um consumo mais rapido durante a fase
fermentativa; porém, em comparacéo ao glicerol, houve menor concentracdo de produto
final.

Wong et al. (2014) avaliaram o processo em regime descontinuo em Klebsiella
sp., mostrando um crescimento acelerado nas primeiras 24 horas e formacdo do produto
a partir das 12 horas, sendo que a maxima velocidade de formacéo de produto ocorreu
apos 36 horas. Com 146 g/L de glicose, 57 g/L de 2,3-butanodiol foram produzidos,
com um rendimento de 82%. Ja em regime descontinuo alimentado, a producdo de 2,3-
butanodiol aumentou para 110 g/L, com rendimento de 94%, utilizando a mesma
concentracdo equivalente de glicose em meio suplementado com 2,3 g/L de ureia como
fonte de nitrogénio. Embora a producéo usando a glicose como fonte de carbono tenha
sido maior que a obtida nos experimentos mostrados neste item para glicerol, observou-
se que o rendimento em 2,3-butanodiol foi semelhante. Estudos de Petrov & Petrova,
(2010) e Cheng et al. (2013), em regime descontinuo alimentado com glicerol,
mostraram concentracdo de 70 e 77 g/L, respectivamente em 2,3-butanodiol, com

rendimentos inferiores aos descritos nestes resultados.
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Os resultados deste trabalho demonstram claramente que o glicerol é uma
adequada fonte de carbono para K. oxytoca ATCC 8724, permitindo que sejam
atingidas, em regime descontinuo alimentado, expressivos rendimento e concentracao
final de produto. Pode-se, deste modo, afirmar que a producdo fermentativa de 2,3-
butanodiol a partir de glicerol, substancia formada em consideraveis volumes na
producdo de biodiesel, apresenta grande potencial de ser levada a escala industrial,
justificando-se, portanto, a continuacgao destes estudos.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados deste trabalho demonstram que Klebsiella oxytoca ATCC 8724 é
capaz de metabolizar glicerol como substrato em processos fermentativos, com
rendimentos e produtividades em 2,3-butanodiol/acetoina comparéveis aos encontrados
na literatura com carboidratos de facil assimilagdo, como glicose e sacarose.

Experimentos com baixa velocidade caracteristica de transferéncia de oxigénio
(OTR) resultam em baixo crescimento celular e maior formagdo de produto em um
tempo maior. Ao contrario, valores altos de OTR permitem um maior crescimento e
baixo rendimento de produto em tempo mais curto. A alternativa mais vidvel para obter-
se uma alta produtividade é, portanto, utilizar-se um OTR intermediéario.

Em regime descontinuo, concentracbes de glicerol de até 60 g/L, ndo séo
inibitorias para o crescimento celular. Porém, concentragdes elevadas, da ordem de 160
g/L, reduzem significativamente o crescimento celular e o rendimento em 2,3-
butanodiol/acetoina, ndo ocorrendo consumo completo do substrato.

Em qualquer condicdo, dentre as testadas, a formacdo de etanol se mostrou
pouco relevante, provavelmente em razéo de esta ndo ser uma via metabdlica favoravel
para oxidag@o de coenzimas reduzidas por K. oxytoca.

K. oxytoca apresenta, em meios com glicerol um coeficiente de manutencao para
0 oxigénio maior que o descrito na literatura para a sacarose e um fator de conversdo
real de oxigénio em células menor.

Em cultivos em regime descontinuo alimentado, com 60 g/L de substrato inicial
e alimentacdo com massa de glicerol equivalente a 202 g/L de substrato em relagcdo ao
volume final, € possivel alcangar concentracdo de 2,3-butanodiol/acetoina de 92,1 g/L,
com rendimento de 92,6% e produtividade de 1,09 g/L/h.

Como perspectivas para a continuidade desta pesquisa, sugere-se a avaliacdo do
uso do glicerol residual da producdo de biodiesel como substrato e a otimizacdo do
meio de producdo, como formas de reduzir os custos dos insumos utilizados no
processo, e, ainda, a definicdo da estratégia ideal de alimentacdo de substrato em regime

descontinuo alimentado, visando ao aumento da produtividade.
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