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RESUMO

Devido as atuais crises politicas e ambientais causadas pelos combustiveis
fésseis, busca-se cada vez mais fontes alternativas de energia. Os biocombustiveis,
como o biodiesel, representam uma opcao viavel, sua producdo esta em expansao e
como consequéncia ha um aumento na formacao de bioprodutos secundarios, entre
eles o glicerol.

Objetivando reduzir futuros problemas ambientais pelo acumulo de glicerol e,
consequentemente, tornar a producdo de biodiesel mais rentavel, estdo sendo cada
vez mais pesquisadas alternativas biotecnolégicas que utilizam glicerol como Unica
fonte de carbono para obtencéo de produtos de alto valor agregado, atrativos ao
mercado, como 1,3-propanodiol (1,3-PD) e etanol, através da fermentacdo de
microrganismos. O meio contendo glicerol residual é bastante indspito a um
microrganismo, neste contexto, o objetivo deste trabalho foi promover a adaptacéo
gradativa de Klebsiella pneumoniae Blh-1 ao meio contendo glicerol residual com o
intuito de avaliar o efeito do processo adaptativo na producédo de 1,3-propanodiol,
etanol, acido acético e acido latico.

ApoOs a verificacdo da cinética de consumo de glicerol residual, a bactéria K.
pneumoniae Blh-1 foi cultivada em biorreatores operando em fluxo continuo, como
estratégia de engenharia evolutiva. Os biorreatores continham 1,5 L de meio de
cultivo em condicdes anaerdbicas com pH 7, temperatura de 37 °C e agitacdo de
300 rpm. As entradas e saidas de meio também foram controladas através do uso
de bombas com vazédo constante em que o meio contendo glicerol residual estéril foi
constantemente adicionado em concentracdes gradativas crescentes que mudavam
a cada 30 h: (g L™"): 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 e 100. Para testar o efeito da
engenharia evolutiva sobre a bactéria, as linhagens armazenadas de antes e de
depois do cultivo continuo foram inoculadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL,
com 50 mL de meio contendo 100 g L™ glicerol residual e testadas quanto a
eficiéncia de consumo e producédo em agitadores orbitais a 150 rpm.

O cultivo continuo, apesar de ter permitido a producédo de 1,3-PD e etanol,
provavelmente nao foi suficientemente longa para permitir uma adaptacdo ao nivel
de selecdo de mutantes. A linhagem de antes do cultivo continuo apresentou
melhores resultados quanto rendimento (0,47 g g™) e produtividade (1,51 g L'*h™) de
1,3-PD do que a linhagem apds o cultivo continuo (produtividade: 0,40 g g* e
rendimento 1,35 g L™* h™!) em agitador orbital 150 rpm, 37 °C em um meio contendo
100 g L™ de glicerol residual. Mais trabalhos s&o necessarios para aprimorar a
selecéo da bactéria utilizada ao glicerol residual.



ABSTRACT

Renewable energy sources are sought in substitution of the political and
environmental problems caused by fossil fuels. Biofuels, such as biodiesel, represent
a viable option for diesel alternative; its production is expanding and, as a result,
there is an increased formation of secondary products, including glycerol.

Aiming to reduce future environmental problems by glycerol accumulation and,
consequently, turn the biodiesel production more profitable, investigation is being
carried out of biotechnological alternatives using glycerol as single carbon source to
obtain high value products, attractive to the market, such as 1,3-propanediol (1,3-PD)
and ethanol through microbial fermentation. The medium containing raw glycerol is
quite inhospitable to a microorganism, in this context, the objective of this work was
to promote the gradual adaptation of Klebsiella pneumoniae Blh-1 to the medium
containing raw glycerol and rate the effect of the adaptive process in the production
of 1, 3-propanediol, ethanol, acetic acid and lactic acid.

After evaluating the consumption of raw glycerol by Klebsiella pneumoniae
was demonstrated, cultures were run in bioreactors operating under continuous flow,
as an evolutionary engineering strategy. The experiments were performed in 2L
stirred tank bioreactor fully equipped and controlled to pH 7, temperature of 37 °C,
stirring of 300 rpm, and flow controls. The medium with raw glycerol was added with
increasing concentrations every 30 h as follows (g L™ of glycerol) 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95, 100. In order to test the effect of the evolutionary experiment on K.
pneumonia, the original strain and the strain submitted to the continuous cultivation,
were both inoculated into 250 mL Erlenmeyer flasks with 50 mL medium containing
100 g L™ of raw glycerol and tested for the consumption and production efficiency in
rotary shaker at 150 rpm.

Although the bacterium was able to metabolize glycerol and convert it into 1,3-
PD and ethanol in continuous cultivation, this was possibly not long enough to allow
for a selection of true mutants The strain before consumption showed 0,47 g g™ of
yield and 1,51 g L™* h™* of productivity of 1,3-PD and the strain after respectively 0,40
g gt and 1,35 g L h* | both in rotary shaker at 150 rpm, 37 °C, with medium
containing 100 g L™ of raw glycerol. Further studies are required to improve the
evolutionary selection of this bacterium towards raw glycerol.



1. INTRODUCAO

O uso intensivo do petrdleo como combustivel provoca um desequilibrio
ambiental, uma vez que a combustdo de seus derivados € a principal responsavel
pelas alteragBes climaticas provocadas pelos gases do efeito estufa liberados na
atmosfera (DA SILVA et al.,, 2009). Atualmente, devido as atuais crises politicas
ambientais causadas pelo petrdleo e pelas matrizes energéticas com fontes finitas
de energia, busca-se cada vez mais fontes alternativas de energia e estratégias de
aproveitamento das fontes ja existentes (HAVLIK et al., 2011).

Os biocombustiveis, como o biodiesel, representam uma alternativa viavel e
menos prejudicial ambientalmente em relacdo aos combustiveis fosseis. O biodiesel,
em geral, é obtido através de craqueamento, esterificacdo ou transesterificacdo. O
processo consiste na reagcdo entre o material graxo, 6leo vegetal ou gordura animal,
e um alcool de cadeia curta (metanol ou etanol) na presenca de um catalisador (LIN
et al.,, 2011). Sua producdo esta em expansdo e como consequéncia, ha um
aumento na formacé&o de bioprodutos secundarios, entre eles, o glicerol (BERNAL et
al., 2012).

O glicerol é gerado em grandes quantidades durante a sintese de biodiesel e
€ caracterizado por ser o principal subproduto deste processo. O glicerol
corresponde a aproximadamente 10 % do volume total de biodiesel produzido
(DASARI et al , 2005).

Apesar das inumeras aplicacfes industriais, como aditivos para industria de
alimentos, quimica e farmacéutica, o glicerol residual encontra-se impuro e sua
purificacdo ndo é economicamente viavel. Por outro lado, o descarte do glicerol sem
nenhum tipo de tratamento é um problema para a industria e para o ambiente
(BRIGANTI, 2013).

Objetivando reduzir futuros problemas ambientais pela acumulacédo do glicerol
e, consequentemente, tornar a producdo de biodiesel mais rentavel, estdo sendo
cada vez mais pesquisadas estratégias biotecnolégicas que utilizem glicerol como
Unica fonte de carbono para obtencdo de produtos de maior valor agregado,
atrativos ao mercado (RIVALDI, et al., 2007).

A fermentacdo do glicerol tem sido estudada principalmente por

microrganismos procariontes, principalmente do género Klebsiella, Citrobacter,



Enterobacter e Clostridium. A assimilacdo do glicerol por tais microrganismos tem
sido relacionada a producdo de 1,3-propanodiol (1,3 PD). Entretanto outros
importantes produtos biotecnolégicos podem ser obtidos através da bioconverséo do
glicerol tais como: PHAs (polihidroxi-alcanoatos), acido citrico, bioplasticos e etanol
(BIEBL et al., 1998).

O 1,3-propanodiol (1,3-PD) é um mondmero viscoso, incolor, ndo é inflamavel
e apresenta baixa toxicidade, sua férmula quimica é CsHgO,. E um composto
miscivel em agua, alcoois e éteres (KAUR et al., 2012). O 1,3-PD € um importante
intermediario quimico, potencialmente usado na fabricacdo de polimeros
(poliésteres, polieteres, poliuretanos, entre outros), cosméticos, lubrificantes,
medicamentos e como um intermediario na sintese de componentes heterociclicos
(MENZEL et al., 1997). Polimeros gerados por 1,3-PD tém varias caracteristicas
vantajosas, tais como boa estabilidade, elasticidade e biodegradabilidade (HORNG
et al., 2010).

Dentre os bioprodutos oriundos da fermentacdo do glicerol destaca-se o
etanol, principal biocombustivel do planeta, um dos mais promissores substituintes
da gasolina e de importancia econdmica de consumo interno e exportativo para o
pais, que se destaca na sua producdo, alcancando 30 % do total mundial
(KOHLHEPP, 2010).

Para que um microrganismo se desenvolva em um meio contendo glicerol
residual como Unica fonte de carbono, € necessaria uma via metabolica especifica
deste. Para este fim, uma linhagem de Klebsiella pneumoniae utilizada foi isolada,
estudada e caracterizada por ROSSI e colaboradores em 2012 como uma bactéria
com habilidade de converter simultaneamente glicerol a 1,3-PD e etanol. O glicerol
residual possui uma grande quantidade de sais de cloreto, e através da prépria
fermentacao, geram-se inibidores do processo fermentativo (como o proprio etanol e
acidos organicos produzidos), o qual podem dificultar o crescimento microbiano e a
formacao dos produtos de maior valor agregado (ITO et al., 2005).

A adaptacgdo por engenharia evolutiva aplicada a K. pneumoniae permite a
obtencéo de cepas com maior tolerancia aos inibidores presentes no glicerol residual
e com maior eficiéncia na fermentacdo. As cepas adaptadas, cultivadas em
biorreatores de crescimento continuo com condi¢des controladas, podem evoluir ao

longo do tempo e deslocar a populagéo original como resultado do processo de



selecdo natural (SAUER, 2001). A adaptacdo por selecdo natural esta relacionada
com a reproducdo de células que possuem caracteristicas vantajosas sobre as
demais quando usada pressdo por selecdo adequada (ZHU et al., 2013). A
concentracéo crescente do glicerol exerce a pressao de sele¢cdao em K. pneumoniae
resultando na reproducdo de células adaptadas que garantem maior adaptacdo a
por¢cbes maiores de glicerol, objetivando maior aproveitamento deste e mais

eficiéncia na conversao de produtos.



2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a adaptacdo da bactéria
K. pneumoniae Blh-1 através de engenharia evolutiva, cultivada em meio contendo
glicerol inserido de modo crescente na fermentacdo, com intuito de aumentar a
produtividade de 1,3-PD, etanol e outros produtos de alto valor agregado.

Além de Determinar e otimizar as condi¢6es ideais de fermentacdo através do

aumento gradual da concentracéo de glicerol residual.



3. JUSTIFICATIVA

Visando minimizar atuais problemas ambientais e criar uma alternativa de
maior aproveitamento de um subproduto gerado na producédo do biodiesel, o glicerol
residual, busca-se adaptar, através de engenharia evolutiva, a bactéria Klebsiella
pneumoniae Blh-1, possibilitando um aumento na conversdo do glicerol a,
principalmente, 1,3-propanodiol e, também, etanol e &cidos organicos. Além de,

almejar uma maior resisténcia deste microrganismo aos inibidores no meio.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Biodiesel

Conforme o artigo 42 da Lei n°® 11.097/2005, que dispde sobre a introducéo do
biodiesel na matriz energética brasileira e modificou o art. 6°, XXV da Lei n°
9.478/97, o biodiesel € um “combustivel derivado de biomassa renovavel para uso
em motores a combustdo interna ou, conforme regulamento, para outro tipo de
geracdo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de
origem fossil”.

Os atuais esforcos em relacdo a redugcdo da poluicdo ambiental e a crise
energética tém estimulado o mercado mundial de biocombustiveis. A economia
global tem mantido o seu crescimento industrial e a demanda por energia limpa e
recursos renovaveis encontra-se em continuo aumento (BILGEN et al., 2008). A
utilizacdo dos biocombustiveis, em geral apresenta destacaveis beneficios, incluindo
sustentabilidade, energia renovavel, o que diminui a dependéncia do petréleo,
reducdo dos gases estufa, contribuindo para a reducdo da poluicdo atmosférica
desenvolvimento regional, social e agricola, podendo-se destacar ainda seu alto
ponto de fulgor e excelente lubricidade (DEMIRBAS, 2007). Assim, o uso de
biocombustiveis, como o biodiesel, tem sido visto como uma alternativa viavel.

O biodiesel normalmente é produzido a partir da reacédo de um 6leo que pode
ser vegetal ou gordura animal, com um &lcool, normalmente metanol ou etanol, na
presenca de um catalisador, que resulta na formacéo de glicerina e biodiesel. Esse
processo € conhecido como transesterificacdo (Figura 1). Além da transesterificacéo,
existem outros processos nos quais também €& possivel a obtencdo de biodiesel,
porém nao apresentam o mesmo rendimento, por exemplo, 0 cragueamento, a

esterificacdo e a hidroesterificagcdo (LOBO et al., 2009).
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Figura 1. Processo de transesterificacéo de 6leo vegetal; producéo de biodiesel (LOBO et al., 2009).

A cadeia produtiva do biodiesel gera uma série de subprodutos, como
glicerina, torta, farelo, baga, entre outros. Esses produtos se corretamente
aproveitados, podem agregar valor e gerar outras fontes de renda importantes para
os produtores, e ainda, serem utilizados como fontes alternativas de energia e de
alimentacéo animal (SOUZA, 2013).

O Brasil € o segundo maior produtor de biodiesel do mundo (Figura 2). Com o
avanco do programa nacional do biodiesel no ano de 2013 foram fabricados 2,9
bilhdes de litros do biocombustivel e a producdo estimada para 2020 é de 14,3
bilhdes de litros (ANP, 2013), mas ha um fator que preocupa frente a este
exacerbado crescimento: o destino do glicerol excedente. Uma vez que, para cada
tonelada de biodiesel obtido sdo gerados 100 kg de glicerol, provocando efeitos
adversos a economia do biodiesel (BOWKER et al., 2009).
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Figura 2. Porcentagem de biodiesel produzida por cada um dos 10 maiores produtores mundiais que
correspondem a 71,3% de toda produgdo mundial (ALMEIDA et al., 2012).

4.2. Glicerol

7

Glicerol € o nome comum do composto organico 1,2,3-propanotriol
descoberto, no final do século XVIII, resultado de uma mistura aquecida de éxido de
chumbo (PbO) e dleo de oliva (BEATRIZ et al., 2011). Na natureza, o glicerol é
encontrado em alguns vegetais tais como soja, mamona, babucu, girassol, palma,
algodao, coco, dendé e pinhdo (LAGES; LUCAS, 1997); outra fonte encontrada na
natureza é a gordura de origem animal. Em sua forma pura, o glicerol, apresenta-se
como um liquido viscoso, incolor, inodoro e higroscépio com sabor doce, solavel em
agua e alcool e insoluvel em éter e em cloroférmio (WANG et al., 2001).

O (glicerol pode ser aplicado na fabricagdo de diversos produtos, tais como
remédios, industria alimenticia, cerveja, vinhos, tabaco, resinas alquilicas, poliol-
poliéster, celofane e explosivos. As caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais
dependem da fonte oriunda de acido-graxo (animal ou vegetal) e do tipo de catélise
empregada na producédo de biodiesel. E convencionado considerar glicerol puro,
também chamado de glicerina, o que tenha grau de pureza acima de 95 % (ROSSI
et al., 2012).

A glicerina constitui uma fonte de matéria prima para produtos de alto valor

agregado, como polimeros, obtidos através de conversdo quimica e bioquimica,



aditivos para combustiveis, como ésteres e éteres de glicerina, antibioticos,
analgésicos e vermicidas (YAZDANI; GONZALEZ, 2007).

Porém este uso esta vinculado ao alto grau de pureza do glicerol. Para obter
grau de pureza superior a 95 % o glicerol deve ser submetido a destilacdo, mas o
custo é elevado. Por outro lado, o glicerol, abaixo desse grau de pureza, o dito bruto,
contém elementos nutricionais, como, fosforo, enxofre, magnésio, célcio, nitrogénio
e sodio o que viabiliza o uso de microorganismos para fermenta-lo (LIU et al., 2007).

A conversdo microbiana de glicerol por processos biotecnolégicos em
produtos de alto valor agregado como biomassa e biomoléculas, é uma alternativa
relevante para a maior valorizacdo e aproveitamento da producéo de biodiesel (ITO
et al., 2005). O glicerol € um composto considerado fundamental dentro do sistema
metabdlico de certos microrganismos, ele atua como precursor de numerosos
compostos e como regulador de varios mecanismos bioquimicos intracelulares
(Figura 3). Entretanto, este tipo de glicerol ndo puro tem como desvantagem em sua
utilizagdo em processos fermentativos a grande quantidade de sais de cloreto
presente, oriundos da producdo de biodiesel via catalise basica. Este tipo de sal é
um inibidor do processo fermentativo e pode interferir no crescimento microbiano e

assim diminuir a formacao de produtos de interesse (ITO et al., 2005).

Figura 3. Exemplos de produtos de interesse formados pela fermentagéo do glicerol (ALMEIDA et al.,
2012).

A fermentacdo do glicerol tem sido estudada principalmente em bactérias,
principalmente do género Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter e Clostridium. A



assimilacao do glicerol por tais microrganismos tem sido associada a producao de
1,3-propanodiol, etanol, acido latico e acido acético (SOUZA, 2013).

4.2.1. Impurezas do glicerol residual

O glicerol é uma promissora e abundante fonte de carbono para diversas
aplicacdes na industria microbiologica, entretanto o uso deste que é classificado
como residual, sem purificacdo prévia em processos fermentativos de bactérias é
dificultado em comparacdo ao glicerol puro. Impurezas neste material influenciam
rotas bioquimicas na bactéria e podem limitar a eficiéncia de producdo de
metabolitos (DESBOIS; SMITH, 2010).

Glicerol residual consiste basicamente em: glicerol, &lcool (normalmente
metanol), sais inorganicos (residuos de catalises), acidos graxos livres, mono-, di—
e triacilglicerois ndo reagentes, metil ésteres e agua. A composicdo do glicerol
residual depende, principalmente, do tipo de 6leo usado na producdo de biodiesel,
das condi¢cbes do processo de transesterificacdo e das condi¢des da separacao das
fases apolar e polar na transesterificacdo (HAJEK; SKOPAL, 2010).

Impurezas no glicerol interagem umas com outras 0 que gera um processo
sinérgico. O élcool influencia a membrana celular e aumenta sua permeabilidade.
Altas concentracdes de sais monovalentes diminuem as forcas de Van der Waals na
membrana lipidica e causa a dilatacdo da membrana celular. E este crescimento tem
um efeito negativo na barreira energética na camada lipidica da membrana e altera o
curso dos processos bioquimicos nas células, o que pode influenciar o transporte de
nutrientes. Os acidos graxos livres (linoleico, estearico e oleico) tém grande
influéncia na sintese de metabdlitos. Acidos graxos sdo componentes da membrana
celular e a presenca deles causa um distarbio no processo de sintese metabélica
(SAMUL et al., 2014).

Apesar de todas as impurezas do glicerol residual, € economicamente
vantajoso usa-lo em comparacdo ao purificado. Otimizacbes no processo
fermentativo sdo estudadas para minimizar o fator das impurezas, evitar a fase de
purificacdo e conseguir uma produtividade alta. Engenharia metabdlica e/ou
engenharia evolutiva do microrganismo fermentador sdo exemplos de estratégias de
melhoramento (POTT et al., 2014).



4.3. 1,3-Propanodiol

O 1,3 propanodiol (trimetileno glicol ou propileno glicol) € um composto
alifatico, linear, liquido, incolor, inodoro, indcuo, miscivel em agua, alcool e éter
(Figura 4). O 1,3-PD foi descoberto em 1881 pelo quimico August Freund em cultura
mista de fermentagdo contendo Clostridium pasteurianum. Porém o interesse
industrial por este intermediario quimico é relativamente recente, surgindo depois
que foram desenvolvidos processos para sua sintese quimica em larga escala,
principalmente com o advento do biodiesel, pois sua produgdo gera residuos de
glicerol, a partir do qual 1,3 propanodiol pode ser produzido (SILVA et al., 2014).

Adesivos Medicamentos
Resinas ﬁ.‘,osméticos
Laminados\::ﬁ /;ragre‘incias
[] ‘_'_'_._._,_..-3
. 1 1,3-Propanodiol
Solventes L? Detergentes
Revestimentos @ Repelentes

Politrimetileno tereftalato (PTT)
Fibras  Automéveis Carpetes Vestuario

Figura 4. Aplicacdes do 1,3-Propanodiol (SILVA et al., 2014).

O 1,3-PD pode ser usado na producdo de cosméticos, como anti-congelante
e como fluido para transferéncia de calor, bem como base em solucdes para
refrigeracdo de motores que requerem estabilidade em ampla escala de
temperaturas. Também pode ser aproveitado na fabricacdo de resinas baseadas em
poliésteres e aditivo na quimica de uretano, em areas como a automotiva,
engenharia de polimeros, fibras e revestimento. As propriedades fisico-quimicas

deste produto sdo apresentadas na Tabela 1.



Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do 1,3-propanodiol (SILVA et al., 2014).

Nome IUPAC Propan-1,3-diol
Outros Nomes 1,3-propanodiol, trimetilenoglicol,
1,3-di-hidroxi-propano
Numero CAS 504-63-2
Férmula Molecular CsHs0,
Solubilidade em agua 100g L™
Massa Molar 76.09 g mol™
Temperatura de ebulicdo 210-212°C
Temperatura de fuséo -28 °C
indice de refracéo 1,436 (20 °F)
Densidade 1,0597 g cm™
Calor especifico 0,53 BTU/Ib/°F
Viscosidade 52 ¢cp
Temperatura de fulgor 131°C
Temperatura de autoignicéo 405 °C
Presséo de vapor 0,08 mmHg

No passado 1,3-PD era produzido somente por métodos de engenharia
quimica e por dois métodos: o primeiro, através da hidratacdo da acroelina, o
segundo, através da hidroformilacdo do etileno. A sintese quimica, entretanto, tem
algumas desvantagens, tais como: requer altas pressfes, altas temperaturas e
presenca de catalisadores. Consequentemente, o custo de producdo € muito caro.
Uma alternativa viavel a sintese quimica € a conversao microbiana, este método é
atrativo, pois pode utilizar diferentes matérias-primas para a producdo e nao gera
subprodutos toxicos (SILVA et al., 2014).

Contudo, a maior limitacdo para a producao microbiana industrial de 1,3-PD é
o relativo alto custo de alguns substratos, como fonte de carbono, por exemplo,

glicose. Ainda busca-se uma solugcdo economicamente e ambientalmente atrativa



para producdo de 1,3-propanodiol. Uma alternativa pode ser o uso de glicerol
residual como substrato para a fermentacdo (MU et al., 2008).

4.4. Etanol

O etanol € o biocombustivel mais produzido do mundo. Uma crucial fonte que
pode substituir gradativamente os combustiveis fésseis com ainda favorecimento
ambiental, por ser renovavel. No Brasil o etanol é primordialmente produzido por
cana de acucar, nos Estados Unidos provém do milho, principalmente, e na Unido
Européia da beterraba (DA SILVA et al., 2009).

O Brasil, ndo apenas por ser o detentor de uma consolidada tradicao na
producao, distribuicdo e uso de alcool etilico (direto ou misturado na gasolina), como
também por dispor de excelentes condi¢cdes para um aumento em grandes
proporcdes, na fabricagdo desse produto e tornar-se o grande supridor mundial para
outros paises interessados, tornou-se a referéncia internacional nas discussdes
sobre a matéria. (CONAB, 2008).

A subita importancia do alcool etilico combustivel esta sendo ocasionada de
um lado pelo crescente interesse internacional e, de outro, pelo aumento da
demanda potencial associada a forte expansdo da frota de veiculos hibridos (que
podem ser abastecidos com alcool e gasolina) (CONAB, 2008). Paralelamente, com
o aumento da producdo de biodiesel no mundo, a producédo de etanol a partir de
glicerol se tornara interessante. Uma vez que, o etanol produzido pode ser utilizado
na transesterificacdo do biodiesel contribuindo para o desenvolvimento de processos
que possam permitir um maior e praticamente ciclico aproveitamento ambiental
(ROSSI et al., 2013).

4.5. Engenharia evolutiva

O termo engenharia evolutiva foi usado pela primeira vez em 1996 por
BUTLER e colaboradores aplicando uma técnica de sele¢cdo continua para

isolamento de bactérias resistentes a estreptomicina. Diferentes estratégias de

engenharia evolutiva tém sido empregadas nos ultimos anos para designar uma



estratégia de melhoramento de microrganismos que € baseado no principio da
variacao e selecéo natural, conforme proposto por Charles Darwin em 1859 em sua
Teoria da Origem das Espécies, em que consiste em selecionar 0s organismos mais
adaptados a determinada condicdo imposta pelo meio, e assim sobreviver e deixar
descendentes (SAUER, 2001).

Assim, desde que seja possivel impor um meio de cultura selecionador, por
assim dizer, adequado em laboratdrio, torna-se viavel induzir uma pressao seletiva
visando selecionar um fenoétipo desejado ao microrganismo de estudo. Esta
estratégia representa uma alternativa ou uma complementacdo a engenharia
metabdlica que se baseia em modificacdes genéticas dirigidas na busca de um
fendtipo desejado, diferente da Engenharia Evolutiva, que busca o fenétipo desejado
através da imposicdo de uma ou mais pressfes seletivas, contando com a
ocorréncia de mutacfes e de selecdo natural. A engenharia evolutiva é realizada,
através de experimentos longos com populacées do microrganismo em estudo, em
que através de varias geracfes transcorrem uma maior probabilidade de ocorrer
mutacfes (ELENA; LENSKI, 2003).

4.6. Fermentacgédo continua

Denominam-se biorreatores, reatores bioquimicos ou ainda reatores
bioldgicos, os reatores quimicos nos quais ocorre uma série de reacdes quimicas
catalisadas por biocatalisadores. Esses biocatalisadores podem ser enzimas ou
células vivas (microbianas, animais ou vegetais).

Biorreatores nos quais as reacfes ocorrem na auséncia de células vivas, sao
tipicamente reatores enzimaticos. Ja 0s que ocorrem na presenca de células vivas
sdo mais conhecidos e com o uso bastante difundido. Os reatores com
microrganismos estdo sendo empregados desde a década de 1940 para a producao
industrial de uma grande diversidade de produtos, tais como: enzimas, antibiéticos,
vitaminas, &cidos organicos, solventes, ou ainda no tratamento de residuos
organicos industriais ou domésticos.

O processo de fermentacdo continua caracteriza-se por possuir uma

alimentacdo continua de meio de cultura a uma determinada vazdo constante no



biorreator. O volume de reacdo é mantido constante através da retirada continua de

meio fermentado (Figura 5).
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Figura 5. Configuragdo geral do sistema de biorreatores para cultivos continuos: 1) Frasco contendo

meio de alimentacdo estéril; 2) Biorreator; 3) Frasco para coleta do meio de saida; 4) Bomba
peristaltica de alimentacdo de meio; 5) Bomba peristaltica pra retirada de meio; 6) Sistema de

agitacéo; (Basso, 2011).

A manutencdo de volume constante de liquido no reator € de primordial
importancia, a fim de que o sistema atinja a condicdo de estado estacionario ou
regime permanente. Nesta condi¢éo as variaveis do estado, tais quais concentracao
de células, concentracdo de substrato limitante e de produto permanencem
constantes ao longo do tempo de operacéo do sistema.

O processo continuo caracteriza-se por ser um sistema que pode operar por
longos periodos de tempo em estado estacionario, o que garante como vantagem
em relacdo ao processo descontinuo tradicional € uma reducdo dos tempos mortos
e nao-produtivos que gera um aumento de produtividade. Outro fato positivo é a
manutencdo das células em um mesmo estado fisioldgico, 0 que torna 0 processo
continuo uma excelente ferramenta para estudos de mecanismo de regulacéo
metabdlica. Por outro lado, um cuidado que deve se ter quanto a esse processo € a
maior probabilidade de contaminacbes (SCHMIDELL et al., 2001).

4.7. Crescimento de populagdes bacterianas

O crescimento microbiano € definido como um aumento do numero de células
em uma populagéo (Figura 6), onde durante a divisdo celular uma célula transforma-

se em duas. Durante 0 tempo necessario para que esse processo ocorra, que €



conhecido como tempo de geragcdo, o numero total de células e a biomassa
duplicam-se. Os tempos de geragcao variam amplamente entre 0s microrganismos.
Em geral, a maioria das bactérias apresenta tempos de geracdo menores que a
maioria dos eucariontes microbianos. O tempo de geracdo de um dado organismo

em cultura depende do meio e das condi¢cfes de incubacdao utilizados.
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Figura 6. Curva de crescimento microbiano (Tortora et al., 2010).

O aumento populacional, em que o numero de células é duplicado durante um
intervalo de tempo constante, € denominado crescimento exponencial. Durante o
crescimento exponencial, inicialmente o aumento no numero de células é
relativamente lento: fase de adaptacdo. Posteriormente, o crescimento torna-se cada
vez mais acelerado e quando ha limitagdo do meio de cultura e/ou um produto de
excre¢cdo do microrganismo se acumula no meio (inibindo o crescimento) o
organismo entra em fase estacionaria, em que nao ha crescimento nem diminuicdo
no numero de células. Mas ha manutencdo das funcbes vitais, incluindo
metabolismo energético e processos biossintéticos. Se uma populagdo que atingiu a
fase estacionaria permanecer em cultivo, as células poderdo permanecer vivas e
metabolizando, mas eventualmente morrerdo. Atingindo, assim, a fase de morte
(MADIGAN et al., 2010).

O tempo de geracdo de uma cultura em crescimento exponencial pode ser

calculado a partir da inclinacédo da funcao linear obtida em um gréafico semilogaritimo



de crescimento exponencial. Sendo assim, o calculo de estimativa do nimero de

geracdes € mostrado na equacéo (1).

g=In2/n (1)
Em que g € a estimativa do tempo de duplicacéo, logo tempo de geragéo. o u

€ a estimativa da taxa especifica de crescimento da populacéo.



5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Glicerol residual

O glicerol residual foi fornecido por Bianchini S.A., uma industria de biodiesel
localizada em Canoas (RS), com producéo obtida através da transesterificacdo de
0leo degomado de soja com metanol ou metilato de sédio. Este contém (baseado na
massa total): 82,97% de glicerol, 10,62% de umidade; 5,66% de cinzas; 0,75% de
monoacilglicerdis; e, 5,72% de NaCl. O apéndice 2 mostra o laudo recebido da
empresa com as especificagdes do produto.

5.2. Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi a bactéria Klebsiella pneumoniae
BLh-1, isolada e caracterizada a partir de efluente industrial de soja como produtora
de 1,3-PD (ROSSI et al., 2012). Isolados desta bactéria sdo mantidos na Colec¢éo de
Culturas Microbiolégicas do BiotecLab (ICTA, UFRGS). A cultura foi estocada em
tubos de microcentrifuga contendo 50 % de glicerina a -80 °C.

O meio utilizado para plagueamento e armazenamento foi o meio Agar Luria-
Bertani (LB) em placas de Petri. O meio utilizado para o crescimento e para o cultivo
de microrganismo foi otimizado pelo grupo em ROSSI et al., 2012.

O meio inicial é composto por: 65 g L ™ de glicerol, 5 g L™ de Extrato de
Levedura, 5 g L™ de peptona, 7 g L™ de KH,PO,, 7 g L™ de (NH,),SO4, 1 mL L™ de
solucéo de elemento traco e pH igual a 7. A solugdo de elemento traco, por sua vez,
contém: (g L™): 70 mg ZnCl; 0,1 g MnCl,. 4 H,0;60 mg H3BO3; 0,2 g CoCls. 2 H,0;
20 mg CuCl,.2 H,0; 25 mg NiCl,.6 H,0; 35 mg NazMoO,. 2 H,O; 0,9 mL HCI (9 M).



5.3. Cinética de consumo do glicerol em agitador orbital

Para avaliar o consumo do glicerol pela bactéria K. pneumoniae Blh-1 e poder
mensurar qual o tempo de cultivo da bactéria e quantas geracdes sdo necessarias
para engenharia evolutiva efetuaram-se cultivos em agitador orbital. Ou seja,
realizou-se este experimento para analisar qual a estimativa da taxa especifica de
crescimento de K. pneumoniae Blh-1 em meio de glicerol residual em agitador
orbital, extrapolando posteriormente o resultado e estimando-se quantas horas
seriam necessarias para atingir um ndmero satisfatorio de gera¢cdes em um cultivo
continuo; e também, para poder comparar os resultados obtidos em agitadores
orbitais com as linhagens apdés o cultivo continuo.

Para o inéculo, frascos erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de meio
estéril foram pré-inoculados com colbnia isolada de placas de petri, contendo meio
LB e cultivados, primeiro, por 12 h a 37 °C. E, novamente, pré-inoculados (10 % do
volume total) e cultivados por mais 2 horas para atingir DO 1,0 (densidade Optica,
absorbéancia) a 600 nm. Para entdo, ocorrer o inoculo de 10 % do meio total. Todos
0s experimentos foram realizados em duplicatas e as amostras foram retiradas a
cada 30 min nas primeiras 2 h (somente para leitura da absorbancia em 600 nm e
confeccdo da curva de crescimento), depois a cada 2 h de cultivo até 10 horas e,
finalmente, no tempo de 24 h. As amostras foram analisadas em espectrofotometro

e depois filtradas, guardadas e congeladas para posterior anélise.

5.4. Cinética de consumo do glicerol em biorreatores

Para avaliar o consumo do glicerol pela bactéria K. pneumoniae Blh-1 e poder
mensurar qual o tempo de cultivo da bactéria e quantas geracdes sdo necessarias
para engenharia evolutiva foi realizado outro teste de consumo, desta vez em
biorreatores para alcancar a escala e a propor¢cdo em que o cultivo continuo foi
realizado. Ou seja, a estimativa da taxa especifica de crescimento de K.
pneumoniae Blh-1 em meio de glicerol residual em batelada para depois estrapolar o
resultado e estimar quantas horas seriam necessarias para atingir um numero
satisfatorio de geracdes em um cultivo continuo. Os biorreatores (Biostat B model, B.

Braun Biotech International, Alemanha) possuem volume total de 2 L e o volume de



trabalho foi 1,5 L.. Para o in6culo e pré-indculo foi realizado procedimento igual ao
item 5.3 corrigido para volumes maiores.

O experimento foi conduzido em duplicata, a temperatura foi mantida a 37 °C,
o pH foi mantido 7 através de bombeamento continuo de NaOH 10M e H3PO,4 1M. A
agitacao foi de 300 rpm. As amostras foram retiradas de 2 em 2 h nas primeiras 10 h
de cultivo e, entdo, nos tempos de 24 h. As amostras foram analisadas em

espectrofotdbmetro e depois filtradas, guardadas e congeladas para analise.

5.5. Cultivo continuo

As fermentagOes foram realizadas em biorreatores de cultivo submerso com
capacidade total para 2 L (Biostat B model, B. Braun Biotech International,
Alemanha), contendo 1,5 L de meio sob condicGes anaerdbias, com controle de pH
através da adicdo de NaOH 10 M e H3PO4 1 M. Para as fermenta¢des continuas os
biorreatores operaram em fluxo continuo, através do uso de bombas com vazéo
controlada a uma taxa de diluicdo de 0,03 h*, ligada a frascos dumentadores
contendo meio com glicerol residual estéril (gradativamente em crescente
concentracfes) e a durans para a retirada dos produtos (mesma vazao), de forma a
sempre manter um volume de trabalho de 1,5 L nos biorreatores.

O indculo foi obtido através do estoque de linhagens de K. pneumoniae Blh-1
congeladas a — 80 °C crescidos em agitadores orbitais por 12 h, e depois, crescidos
em novos frascos com 150 mL de meio por mais 2 h, para atingir absorbancia em
600 nm igual a 1, para inocular o biorreator em 10 % de seu volume total (150 mL).

O regime no fermentador foi iniciado como um cultivo batelada e a adi¢cao e
retiradas continuas de meio passaram a ocorrer no momento de estimativa (baseado
nos itens 4.3 e 4.2) de exaustdo da fonte de carbono da etapa em batelada.

O cultivo iniciou com uma batelada de 65 g L™ de glicerol residual por 8 horas,
visando esgotar a quantidade de glicerol residual presente no meio e depois
comecou a ser alimentado com 70, 75, 80, 85, 90, 95 e 100 g L™ de glicerol residual
em um total de 250 horas. Os cultivos realizados foram mantidos a temperatura de
37 °C e a agitacao foi de 300 rpm. O tempo de cultivo foi determinado conforme a
cinética de consumo do glicerol, e estipulado a 30 h por concentracao de glicerol. No

final de cada ciclo de 30 h, amostras de meio eram retirados e armazenados em



glicerol para conservagédo do microrganismo. Amostras foram retiradas a cada 5 h,

para acompanhamento da fermentacéo, filtradas e congelas para posterior analise.

Figura 7. Biorreator operando em fluxo continuo.

5.6. Ensaio de comparacgéao entre as linhagens

Para avaliar o possivel éxito no processo de cultivo continuo de engenharia
evolutiva realizou-se um ensaio em agitador orbital para comparacdo entre as
linhagens. A linhagem armazenada em glicerol resultante da maior concentragéo de
glicerol residual no meio, ou seja, a linhagem que foi armazenada ao final do cultivo
continuo, foi posta em agitador orbital em frascos de 250 mL com 50 mL de meio,
contendo 100 g L™ de glicerol, em duplicata. Visando comparar a eficiéncia da
engenharia evolutiva no consumo de glicerol e na formagdo de produtos,
mensurando as mudancas fisiolégicas que ocorreram com a bactéria ao longo do
processo continuo, a linhagem inicial de K. pneumoniae Blh-1, antes da engenharia
evolutiva, foi utilizada em um cultivo com as mesmas condicdes fermentativas. A
temperatura foi controlada em 37 °C, a agitacdo se manteve constante em 150 rpm.

O indculo foi preparado igual ao item 5.4 e o pré-inoculo a partir de tubos de
microcentrifuga contendo 50 % de glicerol puro e 50 % de meio contendo a linhagem
desejada de K. pneumoniae Blh-1 crescida armazenados a -80 °C.



5.7. Métodos analiticos

5.7.1. Determinacéo da Densidade Optica (DO)

A avaliacdo da turbidez de uma cultura microbiana constitui um método
rapido de estimar a concentracdo celular. Um feixe de luz focado numa suspenséo
microbiana € parcialmente desviado (dispersdo da luz) pelas células, e a
percentagem de luz ndo desviada (transmitancia, T) € medida por recurso a um
espectrofotometro. Este método € utilizado para acompanhar o crescimento
microbiano com base no aumento da DO medida em um comprimento de onda
particular. Todos os in6culos foram padronizados em DO = 1. A medida de DO de
células foi realizada num espectrofotbmetro (Modelo Ultraspec 3100 pro, marca
Amersham Biosciences) com absorbancia medida a 600 nm.

5.7.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O consumo de glicerol e a producéo de 1,3-PD, etanol e outros subprodutos
foram analisados através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em
equipamento Shimadzu, empregando-se coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H a 45 °C,
utilizando H,SO, (0,05 M) como eluente, com fluxo de 0,6 mL min™ e detector por

indice de refracdo. O volume de amostra injetada foi de 20 uL. As amostras foram

centrifugadas e filtradas em filtros de membrana de acetato de celulose (diametro

dos poros 0,45 pM, Sartorius, Alemanha) e diluidas na proporgdo agua/meio de 1:10

e mantidas no congelador para conservacao.

5.7.3. Determinagado dos parametros fermentativos

A produtividade volumétrica (Qp g.L:.h™) dos produtos da fermentacdo e
rendimento (Yp;s g g™) da converséo de glicerol a 1,3 propanodiol e de etanol foram

calculados pelas seguintes equacdes:



Qp=(Cpi—=Cp) /T
Ypis = (Cpt — Cpi) / (Csi— Csy)

Onde:

Cps = concentragéo final de produto
Cpi = concentracao inicial de produto
Csi = concentracao inicial de substrato
Cst = concentracao final de substrato

T = tempo em horas



6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Cinética do consumo de glicerol em agitadores orbitais

A cinética do consumo do glicerol foi realizada durante 24 horas em agitador
orbital. A figura 8 mostra que ndo houve um consumo total de glicerol residual,
permanecendo mais de 13 g L™ no meio de cultivo. O 1,3-propanodiol méaximo
produzido foi de 19,9 g L™ desse tempo do cultivo. A maior producédo de etanol
alcancada foi de 2,30 g L™ no ponto final. O crescimento bacteriano, medido em
densidade 6ptica, estabilizou-se depois de 6 horas e permaneceu por volta de 2,0
até o fim do cultivo. A produtitividade volumétrica de 1,3 propanodiol foi de 0,80 g L™

h *e o rendimento de 0,37 g g™.
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Figura 8. Resultados dos cultivos em agitador orbital, apés 24 horas de cultivo: (H) glicerol
residual, (@) 1,3-PD, (4A) 2,3-BD, (O) acido aceético, (A) etanol, (V) acido latico, (*) biomassa.

Resultados representam a média de duplicatas.

Pode-se verificar a producdo de &cidos organicos, tais como acido latico e
acido acético em pequenas quantidades durante a fermentacdo. Esta producao pode
ter prejudicado a produtividade e consumo, além do crescimento da bactéria, uma

vez que o pH ndo é uma condicdo controlada no ensaio com agitador orbital.



Microrganismos sdo sensiveis a mudangas que ocorrem no microambiente e quanto
maior a producdo de acidos organicos, mais &cido ficara o meio de cultura podendo
influenciar a fisiologia da bactéria, dificultando a formacdo de produtos,
principalmente de 1,3-PD (BIEBL et al., 1998).

A presenca de glicerol residual ndo consumido no meio de fermentacdo pode
inibir a formacéo de 1,3-PD, porque pode ter direcionado a outras vias metabdlicas e
outros produtos podem ser formados, reduzindo o rendimento de 1,3-PD. A
acumulacdo de glicerol pode favorecer o aparecimento de substancias toxicas e
inibitérias a fermentacéo (ZENG; BIEBL, 2002).

O resultado obtido é consistente com o encontrado por SOUZA (2013) em
que nas mesmas condi¢des houve um acimulo de 15 g L™ de glicerol no meio de
cultura, apés 32 horas de cultivo. A producdo de 1,3-PD atingiu sua maxima
producdo em 16 horas e foi de 19,51 g L™, similar ao valor encontrado neste

trabalho.

6.2. Cinética de consumo de glicerol em biorreatores

Uma série de parametros sao controlados em biorreator e ndo em agitador
orbital, principalmente pH, adicdo de uma solucdo anti-espumante ao meio se
necessario e aeracao, ou a auséncia dela, que também é controlada. Nos
biorreatores uma condicdo de anaerobiose ao microrganismo pode ser efetuada,
pois necessita de auséncia de oxigénio, ja em agitador orbital a condicdo é de
microaerofilia, com baixa presenca de oxigénio. Por essas diferencas, além da
dimensao volumétrica do experimento, se fez necessario um ensaio de consumo de
glicerol pela linhagem de K. pneumoniae Blh-1 em biorreator, em duplicata.

A figura 9 mostra um consumo quase completo de glicerol, apés 24 horas de
cultivo, restando cerca de 3 g L™ no meio de cultura. A producédo de 1,3-PD atingiu
sua maior producdo no ponto de 24 horas, de 21,64 g L. O etanol méaximo
produzido foi no final do cultivo, um total de 12,07 g L™. Acidos organicos foram
produzidos, com destaque para &cido acético e acido latico, com 8,53 e 4,12 g L™,
respectivamente em 24 horas. A produtividade volumétrica de 1,3-PD foi de 0,87 g L

' h e o rendimento de 0,34 g g™
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Figura 9. Resultados dos cultivos em bioreatores, ap6s 24 horas de cultivo: (H) glicerol
residual, (@) 1,3-PD, (O) &cido acético, (A) etanol, (V) &cido latico, (*) biomassa. Resultados

representam a média de duplicatas.

Usando parametros otimizados e iguais ao presente trabalho com a mesma
linhagem de K. pneumoniae Blh-1, ROSSI e colaboradores (2013) atingiram um total
consumo do glicerol em 18 horas e um pico de producdo de 1,3-PD de 24 g L™ em
23 horas. O etanol produzido atingiu os mesmos 12 g L™. A producéo de &cidos foi
menor para aquele trabalho, justificando o maior rendimento da bactéria na
producado de 1,3-PD, uma vez que a rota metabdlica e o consumo de carbono teve
que ser direcionado para producdo de &cidos e ndo para producdo de 1,3-PD.
Podemos citar também o ndo consumo total do glicerol, pois apesar do pH ser
controlado a presenca de acidos no meio de cultura pode ter sido prejudicial a
bactéria (SAMUL et al., 2014).

Segundo XUE e colaboradores (2010) o acumulo de bioprodutos no meio de
fermentacao, especialmente acido latico, etanol e 2,3-BD, pode inibir o crescimento
celular, e também utiliza equivalentes redutores de NADH, que compete diretamente

com a formacéo do 1,3-PD, resultando em um menor rendimento. Estes autores



realizaram manipulacdo genética do microrganismo, para diminuir a formacéo de
bioprodutos visando o aumento do rendimento de 1,3-PD.

O metabolismo do glicerol é uma reacéo biologica de oxirreducdo (apéndice
1). O 1,3-PD é o produto final da rota redutiva, enquanto acetato, succinato, lactato,
2,3-BD e etanol séo produzidos na rota oxidativa. Ambas as rotas sdo mutuamente
conectadas pela formacdo NAD e pelo consumo de NADH (PETROV; STOYANOV,
2012).

6.3. Cultivo continuo

Para um processo de engenharia evolutiva, em que a concentracao de
glicerol no meio de cultivo aumenta gradativamente ao longo das geracdes de K.
pneumoniae Blh-1, aumentando assim a pressdo seletiva e também a taxa de
adaptacdo, foi elaborado um cultivo continuo de biorreatores, em que a
concentracéo de glicerol aumentou a cada 30 horas a uma concentragéo de 5 g L™.

De acordo com a figura 10, durante a batelada inicial, a bactéria teve um
consumo quase total do glicerol residual presente no meio, restando 1,12 g L*
depois de 8 horas, quando atingiu seu pico de producédo de 1,3 propanodiol: 9,79 g
L™ nesta batelada. A partir da alimentacdo e cultivo continuo de 70 g L™ a bactéria
possivelmente encontra-se em estado estacionario (Figura 11), uma provavel
resposta de adaptacdo ao meio, em que ndo ha aumento de producdo nem de
consumo. A partir das concentraces de 75 g L™ de glicerol residual (Figura 12) e
durante o tempo de alimentacdo da concentracédo de 80 g L™ de glicerol residual
(Figura 13) a bactéria resistiu ao aumento da concentragdo de glicerol e gerou
quantidades expressivas de produtos, por exemplo, producées de 12,23 g L™ de 1,3
propanodiol, 12,08 g L™ de etanol, 11,80 g L™ de acido acético e 7,57 g L™ de &cido
latico (Figura 12). Essa alta quantidade de produtos formados, principalmente acidos
e etanol que participam de uma rota oposta ao do 1,3 propanodiol (Apéndice 1) pode
ter prejudicado o metabolismo da bactéria, como descrito por SAMUL e
colaboradores (2014), fato que pode ter gerado uma instabilidade metabdlica no
meio, além de proporcionar acumulo do glicerol residual que alimentava o sistema
(Figura 13). Esta instabilidade perdurou os tempos das concentracdes de 85 g L™
(Figura 14) e 90 g L™ (Figura 15) de glicerol residual, quando a K. pneumoniae Blh-1



assimilou os acidos organicos e etanol do meio, possivelmente adaptando-se. Neste
periodo, entre as concentracbes de 90 g L™ e 95 g L™ (Figura 16) de glicerol
residual, a bactéria mostrou-se bastante eficiente no consumo de glicerol e producao
de 1,3-PD, porém, novamente, houve um acumulo de glicerol no meio e queda na

producdo de 1,3 propanodiol, tornando-se ainda mais evidente na alimentacdo de

Glicerol (gL™

Gliceral (gL™)

100 g L™ de glicerol residual (Figura 17).

Figura 10. Batelada em 65 g L™ de glicerol. :
(M) glicerol residual, (@) 1,3-PD, (O) acido
aceético, (A) etanol, (V) acido latico, (*)

biomassa. Resultados representam a média

de duplicatas. duplicatas.
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Figura 12. Cultivo continuo em 75 g L™ de
glicerol. : (M) glicerol residual, (@) 1,3-PD,
(O) &cido acético, (A) etanol, (V) &cido latico.
Resultados representam a média de
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Figura 11. Cultivo continuo em 70 g L™ de
glicerol. : (M) glicerol residual, (@) 1,3-PD,
(O) &cido acético, (A) etanol, (V) acido

latico. Resultados representam a média de

Figura 13. Cultivo continuo em 80 g L™ de
glicerol. : (M) glicerol residual, (@) 1,3-PD,

Resultados representam a média de

duplicatas.

(O) acido acético, (A) etanal, (V) acido latico.
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Figura 16. Cultivo continuo em 95 g L™ de
glicerol. : (M) glicerol residual, (@) 1,3-PD,
(O) &cido acético, (A) etanal, (V) acido

latico. Resultados representam a média de

Figura 17. Cultivo continuo em 100 g L™ de
glicerol. : (M) glicerol residual, (@) 1,3-PD,
(O) &cido acético, (A) etanol, (V) &cido latico.

Resultados representam a média de

duplicatas. duplicatas.

A figura demonstrada no Apéndice 1 (RIVALDI et al.,, 2007) é a rota de
metabolismo anaerobico de glicerol e os principais produtos formados em duas rotas
diferentes. Nota-se que o glicerol € fermentado por um processo de dismutacdo que
envolve duas rotas paralelas. Numa rota o glicerol é convertido em diidroxiacetona
(DHA) pela enzima glicerol dehidrogenase, a qual entdo seguindo via glicolitica até o
piruvato. A partir do piruvato, finalmente, varios coprodutos podem ser formados, tais
como acidos e alcoois. O glicerol é transformado na segunda rota pela coenzima
B12 que é dependente da enzima glicerol dehidratase para 3-hidroxipropionaldeido

(3-HPA), que por sua vez, é reduzido pelo NADH, para 1,3-PD, pela 1,3-PD:



oxiredutase. A segunda rota metabdlica, a qual mantém o balanco redox da célula, é
necesséria para converter glicerol em 1,3 propanodiol, e a glicerol dehidratase € a
enzima chave e limitante para esse processo hiologico (GENLIN ZHANG, 2007).
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Figura 18. Cultivo continuo de glicerol nas 250 horas: (H) glicerol residual, (@) 1,3-PD, (O)

acido acético, (A) etanol, (V) &cido latico. Resultados representam a média de duplicatas.

Sendo assim, a producao de 1,3 propanodiol é analogo a producao de etanol
e acidos organicos, por participarem de vias metabdlicas diferentes, como pode-se
ver nas figuras 20 e 21, onde os maiores resultados de producédo de etanol e acidos
organicos sao préximos ao tempo de 150 horas, quando o glicerol apresenta uma
das menores concentracdes no meio de cultura apds o inicio do cultivo continuo.
Segundo LIU e colaboradores (2007), as maiores producdes de etanol e acidos
organicos, obtidas utilizando K. pneumoniae, sdo em baixas concentracdoes de
glicerol. Ja para a rota de 1,3 propanodiol sdo necessarias altas concentragfes de
glicerol, como podemos comprovar na Figura 19. A maior producdo de 1,3
propanodiol se da no final do cultivo quando e, apds, inicia-se o acumulo de glicerol,
mas ndo ha um grande acumulo de modo a inviabilizar a bactéria, como, por
exemplo, nos pontos finais. Sabe-se que o melhor processo para producao
microbiana de 1,3 propanodiol a partir de glicerol é a batelada alimentada, em que a
adicao do substrato é controlada para atingir a maior densidade de células e a maior
producéo de 1,3-PD (JUN et al., 2010).
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Figura 19. Cultivo continuo de glicerol e produ¢do de 1,3-PD em 250 horas: (H) glicerol

residual, (@) 1,3-PD. Resultados representam a média de duplicatas.
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Figura 20. Cultivo continuo de glicerol e producao de etanol e acidos orgénicos em 250 horas: (H)
glicerol residual, (O) acido acético, (A) etanal, (V) acido latico. Resultados representam a média de

duplicatas.



6.4. Comparacdo de ensaios em agitador orbital da linhagem antes e apés o

cultivo continuo

Realizaram-se cultivos comparativos entre a linhagem ap6s o biorreator
continuo, que representaria uma linhagem pds-engenharia evolutiva, e a linhagem
antes do biorreator continuo em um meio com alta pressao seletiva, contendo 100 g
L de glicerol (Figuras 21 e 22). A linhagem selvagem, que n&o passou pelo
processo de engenharia evolutiva, apresentou melhor rendimento volumétrico e

melhor produtividade quando comparada com a adaptada (Tabela 2).
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Figura 21. Resultados dos cultivos em agitador orbital, ap6s 24 horas de cultivo da linhagem poés-
cultivo continuo em meio de 100 g L™ de glicerol residual: : (M) glicerol residual, (®) 1,3-PD, (O)
acido acético, (A) etanol, (V) acido latico, (*) biomassa. Resultados representam a média de

duplicatas.



100 o 50 20 4
T—m—n

50 _ \. _
4 -,
70 - \. .

80

| S
50 - :jg/“"w

o] o A

20 7 //fﬂ

io ] ]
Sl A G | o

- O
I S
f T T i T T T T

Y
Y

Glicerol (gL
1,3 PD{gL
DO

P
Ac. Latico, Etanol, &c. Acético (gl
1
%

\

0 T (/] -0 -0
a 5 4] 15 20

Tempa (h)

Figura 22. . Resultados dos cultivos em bioreatores, apos 24 horas de cultivo da linhagem
selvagem Blh-1 continuo em meio de 100 g L* de glicerol residual: : (M) glicerol residual, (®) 1,3-
PD, (O) acido acético, (A) etanol, (V) acido latico, (*) biomassa. Resultados representam a média

de duplicatas.

Numa tentativa de impor uma pressao seletiva a bactéria acabou-se expondo
demasiadamente o microrganismo aos seus inibidores (SAMUL et al., 2014), fato
que pode ter deixado a bactéria inviavel, perdendo a capacidade de producéo e

coNsSumMo que possuia antes do processo seletivo.

Tabela 2. Comparativo das linhagens.

Linhagem Produtividade de 1,3-PD | Rendimento de 1,3-PD
(Ypss)
Ap6s o cultivo continuo 1,349 gLt h™ 0,405gg™
em100gL*
Antes do cultivo continuo 1,51 gLt h? 0,469 gg™
em100gL*
(Blh-1)
Ensaio em 65 g L, antes 0,80gL*h™ 0,379gg™*
do cultivo continuo (Blh-1)




A bactéria K. pneumoniae Blh-1 apesar de produzir mais 1,3 propanodiol em
100 g L * em comparacéo a 65 g L ™ de glicerol residual, ndo apresenta rendimento
suficientemente significativo que justifigue o uso de alta quantidade de glicerol. A
condicdo de 65 g L™ de glicerol residual é uma condicdo otimizada pelo grupo em
(ROSSI et al., 2013) e somente uma engenharia evolutiva eficiente e/ou engenharia

metabdlica podera alterar essa condicao.



7. Concluséao

O cultivo continuo, que tinha como objetivo, expor a bactéria Klebsiella
pneumoniae Blh-1 ao processo de engenharia evolutiva, pode ter se tornado
prejudicial ao metabolismo do microrganismo. As grandes propor¢des de glicerol
residual inserido de modo crescente ao meio de cultivo, o alto tempo de exposigcao
da bactéria aos seus inibidores do processo fermentativo, possivelmente tornaram o
meio indspito a esta linhagem e podem ter inviabilizado-a, ao impor uma pressao
seletiva muito forte.

Entretanto, antes de acumular glicerol residual no meio, por volta do tempo de
200 horas de cultivo continuo, a bactéria mostrou-se bastante adaptativa e
produtiva, ao longo de mais de 150 horas de cultivo e em concentracdes de glicerol
residual que chegaram a 95 g L™. Esta cepa est4 armazenada e mais estudos s&o
necessarios para mensurar os possiveis efeitos positivos quanto a resisténcia que
esta adaptacéo progressiva imposta pode ter causado.

A partir deste trabalho, pode-se constatar que 1,3 propanodiol e etanol
participam de rotas metabdlicas diferentes, quanto ao consumo de glicerol, logo
seus modos de producdo sdo analogos, a otimizacdo na producdo de um pode
diminuir a formacédo do outro, como € trazido pela literatura. Pode-se inferir, também,
que a linhagem K.pneumoniae Blh-1 apresenta melhor rendimento de producao de
1,3-PD, quando em meio com 65 g L™ de glicerol residual em comparacdo ao meio
de 100 g L™
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9. Apéndice

8.1. Metabolismo do glicerol mostrando os principais produtos formados em duas
rotas diferentes (RIVALDI et al., 2007).
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8.2. Laudo enviado pela empresa fornecedora de glicerol residua
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