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Producédo de 1,3-Propanodiol em biorreatores com células imobilizadas
de Klebsiella pneumoniae BLh-1 utilizando glicerol residual proveniente

da producao de biodiesel .
Autor: Elisangela Aquino de Souza

Orientador: Prof. Dr. Marco Anténio Zachia Ayub

RESUMO

O glicerol é gerado em grandes quantidades durante a producao de biodiesel e
tem se tornado um substrato potencialmente atrativo para a producéo
microbiana de produtos de valor agregado como 1,3-propanodiol (1,3-PD). O
presente trabalho teve como objetivo estudar a producao de 1,3-PD por células
imobilizadas de K. pneumoniae BLh-1, utilizando glicerol residual como fonte
de carbono. Primeiramente, foi estudado o efeito da concentracéo celular e do
didmetro das esferas no sistema de imobilizacdo. Os resultados mostraram que
a melhor combinacéo foi 100 mg de biomassa por mL de suporte e o diametro
de 3,40 mm, pois apresentaram a maior produtividade. Em experimentos
realizados para comparar a produgéo de 1,3-PD com células imobilizadas e em
suspensdao, a producdo de 1,3-PD foi similar nos dois experimentos. Mas 0 uso
de células imobilizadas levou a obtencdo de maior produtividade de 1,3-PD,
devido a alta densidade celular utilizada, uma das vantagens da utilizac&o
desta técnica. Foram realizados experimentos de reutilizagdo das células
imobilizadas, para avaliar a estabilidade de producéo de 1,3-PD durante cinco
bateladas, nos experimentos com intervalo de tempo entre as bateladas a
producdo de 1,3-PD foi mais estaveis em relacdo ao uso das esferas sem
intervalo entre as bateladas e no final da quinta batelada as esferas de alginato
de célcio estavam com sua estrutura danificadas. Para os experimentos em
biorreatores melhorias na imobilizacdo foram realizadas, para aumentar a
durabilidade e a resiténcia das esferas. Nos experimentos em biorreatores a
producdo de 1,3-PD foi aproximadamente de 25 g L' em batelada, os
biorreatores continuos atingiram o regime estacionario, apés 40 h de cultivo.
Este resultado foi influenciado pela queda do pH do meio de cultivo, que
dificulta a producédo de 1,3-PD. O controle de pH, é essencial na producao de
1,3-PD por K. pneumoniae BLh1l, mas este desestabiliza a estrutura das
esferas de alginato de calcio. Para trabalhos futuros havera a necessidade de
buscar novas alternativas de suportes de imobilizacdo, para que se possa
controlar o pH dos experimentos, pois a imobilizagcdo celular mostrou ser uma
alternativa biotecnolégica viavel na producéo de 1,3-PD.

1. Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (74 p.). Abril,
2013.



1,3-Propanediol production by Klebsiella pneumoniae BLh-1 in
immobilized-cell bioreactors using residual glycerol from biodiesel

synthesis as substrate
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Supervisor: Prof. Dr. Marco Antdnio Zachia Ayub

ABSTRACT

Glycerol is generated in large amounts during the production of biodiesel and it
IS becoming a potentially attractive susbstrate for microbial production of value-
added products such as 1,3-propanediol (1,3-PD). This research aimed at
studying the production of 1,3-PD using immobilized cells of K. pneumoniae
BLh-1 on residual glycerol as the carbon source. First, we studied the effect of
cell concentration and the diameter of the beads in the immobilization system.
The results showed that the best combination is 100 mg biomass by mL of
support and diameter of 3.40 mm, as presented in increased productivity. In the
experiments to compare the production of 1,3-PD with immobilized cells and
suspension cells the production of 1,3-PD was similar in both experiments. But
the use of immobilized cells led to obtaining greater productivity 1,3-PD, due to
the high cell density used, one of the advantages of using this technique.
Experiments were conducted reuse of immobilized cells, to assess the stability
of production of 1,3-PD for five batches, in the experiments with interval
between batches to the production of 1,3-PD was more stable in relation the
use of beads without interval between batches and at the end of the fifth batch
of the calcium alginate beads were with its damaged structure. In experiments
in bioreactors the production of 1,3-PD was approximately of 25 g L™ in batch,
continuous bioreactors reached steady state after 40 h of cultivation.The control
of pH is essential in the production of 1,3-PD K. pneumoniae BLh-1, but this
destabilizes the structure of the spheres of calcium alginate. Future studies will
be necessary to seek new alternatives supports of the immobilization, for can
control the pH of the experiments, because the immobilization cellular proved to
be a viable alternative biotechnological production of 1,3-PD.

1. Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (74 p.). April,
2013.
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1. INTRODUCAO

A busca por fontes alternativas de energia e processos sustentaveis,
visando a reducao da poluicdo ambiental, tem estimulado o mercado mundial
de combustiveis tais como, bioetanol e biodiesel. Os biocombustiveis, como o
biodiesel, representam uma alternativa viavel e ambientalmente melhor em
relacdo aos combustiveis fOsseis. Sua producdo encontra-se em crescimento,

e como consequéncia, ha um aumento na quantidade de subprodutos gerados.

O glicerol é o principal subproduto gerado na sintese de biodiesel,
sendo que aproximadamente 10 % do volume total de biodiesel produzido
correspondem a esse subproduto (DASARI et al., 2005). O grande aumento na
producdo de biodiesel ja surtiu efeito no preco do glicerol, o qual caiu

drasticamente nos ultimos anos (YAZDANI & GONZALEZ, 2007).

Com o objetivo de reduzir futuros problemas ambientais pela
acumulacdo do glicerol e tornar a producdo de biodiesel mais rentavel, a
implementacdo de estratégias biotecnoldgicas, que utilizem o glicerol como
Unica fonte de carbono para obtencdo de produtos de maior valor agregado,
vem sendo estudada como uma promissora alternativa (RIVALDI et al., 2007).

Este subproduto, na forma pura, possui indmeras aplicacdes industriais, como



aditivos para a industria de alimentos, quimica e farmacéutica (ARRUDA et al.,

2007).

Varias estratégias, baseadas nas transformacbes quimicas e
biol6gicas, estdo sendo propostas para converter o glicerol residual em
produtos com maior valor agregado. A conversdo biolégica tem gerado
bastante interesse nos ultimos anos, principalmente na producdo de biomassa
e biomoléculas (ITO et al., 2005), assim como para a producdo de uma grande
faixa de produtos quimicos, que poderiam ser usados como produtos finais ou
como precursores para a producao de outras substancias (KOUTINAS et al.,

2007).

Alguns dos bioprodutos resultantes da conversdo microbiana do
glicerol séo 1,3-propanodiol, monémero béasico na industria de polimeros, PHAs
(polihidroxi-alcanoatos), acido citrico, bioplasticos, etanol e enzimas como as

lipases.

O 1,3-propanodiol (1,3-PD) é um mondmero que pode ser usado
para a sintese industrial de uma variedade de compostos, incluindo poliésteres,
polieters e poliuretanos. Polimeros gerados por 1,3-PD tém varias
caracteristicas vantajosas, tais como boa estabilidade, biodegradabilidade e

elasticidade (HORNG et al., 2010).

A tecnologia de imobilizacdo celular em bioprocessos tem sido
amplamente estudada e difundida nas Uultimas décadas, favorecendo

numMerosos processos biotecnoldgicos devido as vantagens que estes sistemas



proporcionam, como, por exemplo, o0 aumento da produtividade, diminuicdo do

tempo de fermentacédo e reducgao dos riscos de contaminacao.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo principal a

investigacdo da producdo de 1,3-propanodiol (1,3-PD) utilizando glicerol

residual como fonte de carbono em biorreatores com células imobilizadas de

K. pneumoniae BLh-1. Visto que, em trabalhos anteriores do grupo de

pesquisa, houve a producédo de 1,3-PD utilizando células livres em bioreatores

submersos, operados em regime batelada e batelada alimentada.

1.

2.

3.

4.

Os objetivos especificos foram:

Determinar as condi¢fes ideais de imobilizacdo, em relacdo a
concentracdo de células e o didmetro das esferas a ser utilizados

na imobilizacéo celular utilizando alginato de sédio como suporte;

Avaliar a producdo de 1,3-PD por K. pneumoniae BLh-1 em
experimentos realizados em agitador orbital, utilizando células
imobilizadas e em suspensédo, além de avaliar a reutilizacdo das

células imobilizadas;

Avaliar a producdo de 1,3-PD em biorreatores com células
imobilizadas de K. pneumoniae BLh-1 em leito fluidizado operados

em regime batelada e batelada alimentada;

Avaliar a producdo de 1,3-PD em biorreatores com células
imobilizadas de K. pneumoniae BLh-1 em leito fixo e fluidizado

operados continuamente em diferentes taxas de diluicéo;



5. Avaliar microscopicamente a distribuicdo da biomassa na superficie
das esferas de alginato de célcio através de microscopia eletrénica

de varredura.

Assim, pretende-se agregar valor ao processo de sintese de
biodiesel, pela recuperacdo do glicerol, além de contribuir para processos
ambientalmente mais limpos. Adicionalmente contribuir com mais informagdes
sobre a producao deste composto neste sistema de bioreatores com células
imobilizadas. Este trabalho foi desenvolvido no laboratério de Biotecnologia
(BiotecLab), do Instituto de Ciéncias de Tecnologia de Alimentos (ICTA), da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biodiesel e glicerol

O biodiesel é definido pela ANP (Agéncia Nacional do Petréleo, Géas
Natural e Biocombustiveis) e pela ASTM (American Society for Testing and
Materials) como um combustivel composto de mono-ésteres alquilicos de
acidos graxos de cadeia longa derivados de Oleos vegetais ou gorduras

animais (ANP & ASTM, 2013).

O biodiesel normalmente é produzido a partir da reacdo de um Oleo
vegetal ou gordura animal, com metanol ou etanol, na presenca de um
catalisador, que resulta na formacéo de glicerina e biodiesel. Esse processo é
conhecido como transesterificacdo (Figura 1). Além da transesterificacéo,
existem outros processos nos quais também é possivel a obtencdo de
biodiesel, porém, sdo menos utilizados como, por exemplo, o craqueamento, a

esterificacao e a hidroesterificacao.
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Figura 1. Produc&o de biodiesel a partir da transesterificacéo de 6leo vegetal (LOBO &
FERREIRA, 2009).

A cadeia produtiva do biodiesel gera uma série de subprodutos,
como glicerina, torta, farelo, baga, entre outros. Esses produtos podem agregar
valor e gerar outras fontes de renda importantes para os produtores, e ainda,

serem utilizados como fontes alternativas de energia e de alimentag&o animal.

Com o avanco do programa nacional do biodiesel no ano de 2011
foram fabricados 2,6 bilhdes de litros do biocombustivel e a producao estimada
para 2020 é de 14,3 bilhdes de litros (Figura 2), sendo que o volume gerado de
glicerol é muito acima da demanda. Em 2011 atingiu cerca de 260 mil
toneladas apenas como subproduto do biodiesel, volume gquase oito vezes
superior a demanda, estimada em cerca de 40 mil toneladas (REVISTA

FAPESP, 2012). Os mercados tradicionais do glicerol, popularmente conhecido

como glicerina, termo usado para referir-se ao produto na forma comercial com



pureza acima de 95 %, séo as industrias de cosméticos, de medicamentos, de

alimentos e quimica.

Até 1949, todo o glicerol produzido no mundo era proveniente da
indastria do sabdo, também como um subproduto. Depois surgiu a glicerina
sintética obtida do petrdleo. A partir de meados do ano 2000, quando o
biodiesel comecou a ser produzido em grandes volumes por varios paises,
houve uma exploséo na producéo e oferta de glicerol. Hoje, estima-se que 1,5
milndo de toneladas de glicerol sdo provenientes apenas das usinas de
biodiesel instaladas. A Argentina, com 3,3 bilhdes de litros, tornou-se, em 2011,
0 maior produtor mundial de biodiesel, superando os Estados Unidos (3,1
bilhdes de litros), assim como o Brasil e a Alemanha (2,4 bilhdes de litros
cada), segundo informacfOes da Associacdo dos Produtores de Biodiesel do
Brasil (Aprobio), entidade que detém entre 60 % e 70 % da capacidade

instalada de biodiesel no pais (REVISTA FAPESP, 2012).

PRODUCAO DE BIODIESEL NOS ULTIMOS ANOS PROJECOES*

em metros cubicos
2,672.760 B Biodiesel
M Clicerol

143

L]

2014 2020

2.386.399
*em bilhdes

de litros

1.608.448

1167128

736 69.002 4043

A

2005 2006 2007 2008 2009 2010 20m

Figura 2. Producdo de Biodiesel e projecbes futuras de producdo.
(REVISTA FAPESP, 2012).



A utilizacdo ou eliminacao deste glicerol é complexa, cara e torna-se
um fator de impacto na situacdo econémica da industria. Um eficiente uso do
glicerol gerado neste processo ainda ndo existe. Existem varias abordagens
para converter glicerol em produtos de maior valor agregado por meio da

biotecnologia ou processos quimicos (WILLKE & VORLOP, 2008).

Uma alternativa promissora para valorizar este subproduto seria a
sua utilizacdo como substrato na conversdo em bioprodutos como 1,3-PD
(mondmero basico na industria de polimeros), PHAs (polihidroxialacanoatos),
acido citrico, bioplasticos, enzimas tais como lipases e etanol. Quanto a este
altimo, se for possivel reintroduzir no processo do biodiesel a utilizacdo do
glicerol excedente como substrato para a producgéo de etanol, utilizado durante
a esterificacdo dos Oleos vegetais, seria modificada de forma importante a
matriz de custos, reduzindo-a significativamente, além das reducbes de

residuos gerados (WILLKE & VORLOP, 2008).

As caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais do glicerol bruto
dependem do tipo de acido graxo (gordura animal ou 6leo vegetal) ou do tipo
de semente utilizados, do processo e do tipo de catdlise empregada na
producdo do biodiesel. Entretanto, o seu uso € condicionado ao seu grau de

pureza, que deve estar usualmente acima de 85 % (SBRT, 2007).

A utilizacdo de glicerol em processos microbianos é uma alternativa
de grande importancia. O glicerol € um composto considerado fundamental
dentro do sistema metabdlico de microrganismos, onde atua como precursor de

numerosos compostos e como regulador de varios mecanismos bioquimicos



intracelulares. Entretanto, o principal problema para a sua utlizagdo em
processos fermentativos é a grande quantidade de sais de cloreto presente,
oriundos da producdo do biodiesel via catélise basica, o qual pode inibir o
crescimento microbiano e diminuir a formac¢éo de produtos (ITO et al., 2005).
Por outro lado, o glicerol bruto contém elementos nutricionais como fésforo,
magnésio, calcio, enxofre, nitrogénio e sodio que sdo passiveis de serem
utilizados pelos microrganismos para 0 seu crescimento durante processos

fermentativos (ITO et al., 2005).

A fermentacdo do glicerol tem sido estudada principalmente em
microrganismos procariontes, principalmente do género Klebsiella, Citrobacter,
Enterobacter e Clostridium. A assimilacdo do glicerol por VAarios
microrganismos procarionticos tem primeiramente sido ligada a producdo de
1,3-PD, entretanto ha uma variedade de metabdlitos que também podem ser

sintetizados, como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Diferentes metabdlitos obtidos pela conversdo de glicerol por diferentes
microrganismos.

Microrganismo Produto Referéncia
Klebsiella pneumoniae Xu et al., 2009
K. pneumoniae BLh-1 Rossi et al., 2012; 2013
K. pneumoniae DSM 4799 Jun et al., 2010
K. oxytoca LDH3 Yang et al., 2007
K. oxytoca ZG36 1,3-Propanodiol Zhang et al., 2011
K. oxytoca Lin Homann et al., 1990
Clostridium butyricum AKR 102a Wilkens et al., 2012
Citrobacter freundii Zu Homann et al., 2012
Enterobacter agglomerans Barbirato et al., 1997
K. pneumoniae G31 2,3-Butanodiol Petrov & Petrova, 2010
Kluyvera cryocrescens Etanol Choi et al., 2011
K. pneumoniae GEM 167 Oh etal., 2011
E. coli AC-521 Acido latico Hong et al.,2009
Anaerobiospirillum succiniciproducens Acido succinico Silva et al., 2009

Propionibacterium acidipropionic Acido propibnico Silva et al., 2009
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2.2.Caracteristicas, Producdo e aplicacf6es de 1,3-Propanodiol

O 1,3-Propanodiol (1,3-PD) é um composto viscoso, incolor, ndo é
inflamavel e apresenta baixa toxicidade. E um composto miscivel em agua,
alcoois e éteres, sua formula quimica é C3HgO, (KAUR et al., 2012). O 1,3-PD
€ um valioso intermediario quimico, potencialmente usado na fabricacdo de
polimeros (entre outros, poliésteres, polieteres, poliuretanos), cosméticos,
lubrificantes, medicamentos e como um intermediario na sintese de
componentes heterociclicos (MENZEL et al., 1997; BIEBL et al., 1999), além de

outras aplica¢des (Figura 3).

Adesivos Medicamentos

Resinas
it ™

Filmes «—

/ Cosmeéticos

1,3-propanodiol Fragrancias

Solventes Detergentes

Laminados Repelentes

Politrimetileno tereftalato (PTT)

/]

Fibras Carpetes Vestuario

Figura 3. Aplicacdes do 1,3-propanodiol (adaptado de KAUR et al., 2012).

Recentemente, 1,3-PD comecou a ser usado como um mondémero
para sintese de um novo tipo de poliéter, o politrimetileno tereftalato (PTT)
(BIEBL et al., 1999; ZENG & BIEBL, 2002; LIU et al., 2007; ZHANG et al.,

2007). Polimeros gerados por 1,3-PD tém varias caracteristicas vantajosas, tais
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como boa estabilidade, biodegradabilidade e elasticidade (HORNG et al.,

2010).

O 1,3-PD foi identificado em 1881 por August Freund, como um
produto da fermentacdo do glicerol por Clostridium pasterianum. Em 1914, o
Bacillus sp. que produzia esta substancia foi descrita por Voisent. Em 1928, a
Escola de Microbiologia de Delft comegou a analisar o processo fermentativo
de diferentes Enterobactérias produtoras de 1,3-PD. Entretanto o primeiro
Clostridium sp. produtor de 1,3-PD foi descrito somente em 1983 (NAKAS et

al., 1983; BIEBL et al., 1999).

No passado, 1,3-PD era produzido somente quimicamente por dois
métodos: a hidratagcdo da acroelina ou a hidroformilagéo do etileno. A sintese
guimica, entretanto, tem muitas desvantagens: requer altas pressoes, altas
temperaturas e presenca de catalisadores. Consequentemente, o custo de
producdo do 1,3-PD é muito alto (IGARI et al., 2000). Uma atraente alternativa
a sintese quimica é a conversdao microbiana, este método é particularmente
atrativo, pois pode utilizar diferentes matérias-primas para a producéo de 1,3-

PD e nao gera subprodutos toxicos.

Porém, a maior limitacdo para a producdo microbiana industrial de
1,3-PD é o relativo alto custo de alguns substratos tais como a glicose. Uma
solucdo economicamente atrativa para este problema pode ser o uso de
glicerol residual como substrato de fermentacdo (NAKAMURA et al., 2000; MU

et al., 2006).
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2.3.Producéo microbiana de 1,3-propanodiol

As pesquisas mais importantes na utilizagdo biotecnologica do
glicerol bruto apontam principalmente a producdo do 1,3-PD. Atualmente, este
composto € produzido a partir de derivados do petréleo, éxido de propileno,

mediante processos quimicos convencionais (RIVALDI et al., 2007).

A biotransformacédo de glicerol residual é principalmente baseada na
transformacéo do glicerol por microrganismos incluindo os géneros Clostridium,
Citrobacter e Klebsiella em produtos de valor agregado. Comparada a sintese
guimica, a biotransformacdo tem como vantagem a utilizacdo de recursos
renovaveis mais baratos como o glicerol e ndo gera bioprodutos toxicos

(HORNG et al., 2010).

Nas rotas envolvendo o metabolismo anaerébico do glicerol
(Figura 4), é demonstrado que este é fermentado por um processo de
dismutagéo que envolve duas rotas paralelas. Numa rota o glicerol & convertido
em diidroxiacetona (DHA) pela enzima glicerol dehidrogenase, a qual entédo
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 — dependente da enzima
glicerol dehidratase para 3-hidroxipropionaldeido (3-HPA), o qual entdo é
reduzido pelo NADH; para 1,3-PD, pela 1,3-PD:oxidoredutase. A segunda rota
metabdlica, a qual mantém o balanco redox da célula, é necesséaria para

converter glicerol em 1,3-PD, e a glicerol dehidratase ¢ a enzima chave e

limitante para este processo bioldgico (ZHANG et al., 2007) .
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Figura 4. Metabolismo do glicerol mostrando os principais produtos formados em duas
rotas diferentes (RIVALDI et al., 2007).
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Um processo utilizado para a producdo de 1,3-PD € a batelada
alimentada, em que a adicdo do substrato é controlada para atingir a maior
densidade de células e a maior producéo de 1,3-PD (JUN et al., 2010). Embora
existam inumeros trabalhos demonstrando a maior producéo de 1,3-PD usando
batelada alimentada, poucos trabalhos avaliam a viabilidade do glicerol residual
como substrato para producao de 1,3-PD com espécies Klebsiella. MU et al.
(2008) utilizaram K. pneumoniae, para a producdo de 1,3-PD com glicerol
comercial e glicerol residual subproduto da producdo de biodiesel em
fermentagdo em batelada alimentada. Os resultados obtidos pelos autores
mostraram que houve producdo de 53 g L de 1,3-PD utilizando glicerol
residual e 62 g L™ de 1,3-PD com glicerol comercial. Demosntrando assim a
possibilidade de se utilizar o glicerol residual como substrato para produgéo

microbiana de 1,3-PD.

No estudo realizado por HOMANN et al. (1990), foram
caracterizados microrganismos anaerobios fermentadores de glicerol, como
Citrobacter freundii, Klebsiella oxytoca e K. pneumoniae. As Citrobactérias
formaram 1,3-PD e acetato, enquanto Klebsiellas produziram etanol em
guantidades elevadas e uma baixa producdo de 1,3-PD. Os estudos foram
conduzidos em biorreatores de 1 L, com concentracdes de glicerol de 2 e 5 %
(fracé@o volumétrica) e com pH controlado a 7,0. Outros autores também citam a
producdo de elevados valores de etanol, por Klebsiella, em baixas
concentracdes de glicerol (CHENG et al., 2004; CHENG et al., 2005; YING MU

et al., 2006).
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Diferentes estratégias de aeracdo também s&do encontradas na
literatura para a producdo de 1,3-PD. CHENG et al. (2004), estudaram a
producédo de 1,3-PD em sistemas com fluxo de N, e a diferentes fluxos de ar
em biorreatores a 37 °C, 150 rpm e 50 g L™ de glicerol usando K. pneumoniae
Mb5al. Os autores relataram a formacdo de diferentes bioprodutos sob
diferentes condicOes de aeracdo. O resultado obtido com cultivo em batelada
alimentada, onde houve a combinacéo de fase aerada e auséncia de oxigénio,
houve producdo de 70 g L* de 1,3-PD, resultado superior aos cultivos
aerobicos (53,6 g L™) e anaerébicos (58,8 g L™). Com o aumento do fluxo de
ar, mais glicerol foi utilizado e mais biomassa formada, porém o rendimento em
1,3-PD decresceu gradualmente. Ja as maiores concentracdes de etanol e

acido acético foram encontradas em cultivos com batelada em anaerobiose.

CHEN et al. (2003), estudaram a producéo microbiana de 1,3-PD em
batelada e batelada alimentada sob condicbes microaerdbicas, usando
K. pneumoniae DSM 2026. Foi verificado que as condigcbes microaerobicas séo
mais favoraveis para o crescimento celular quando comparados com condi¢cdes
anaerobicas. A concentracdo final e rendimento de 1,3-PD sob condicbes
anaerobicas e microaerdbicas foram similares, entretanto, a produtividade de
1,3-PD aumentou marcadamente em condicdes microaerébicas (1,57 g L * h™)
em contraste com o cultivo anaerdbico (0,8 g L™ h™). Isto se deve ao fato de
que, a fermentacdo microaerdbica requer menos tempo do que a cultura

anaerobica para utilizar a mesma quantidade de glicerol.

Outro aspecto importante que vem sendo considerado é a

imobilizacdo de células em diferentes polimeros. O encapsulamento de células
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de K. pneumoniae em celulose-sulfato de sodio e policloreto de metil dialil
amonia, desenvolvido por ZHAO et al. (2006), permitiu realizar cultivos em
batelada repetidas, batelada alimentada e processo continuo, realizadas em
agitador orbital e biorreatores de leito fixo. Os resultados mostraram que, as
microcapsulas possuem desejaveis propriedades tais como, aumento da
biomassa na microcapsula e maior tolerdncia a quantidades excessivas do
substrato. Os autores relataram que a producéo de 1,3-PD foi de 63 g L™* em
biorreator de leito fixo em batelada e 52 g L™ em batelada alimentada com
células imobilizadas, mostrando a viabilidade de producdo de 1,3-PD com

células imobilizadas.

Em estudo realizado por JUN et al. (2010), foram utilizadas células
imobilizadas de K. pneumoniae por mais de 40 ciclos em biorreatores leito fixo
operados em batelada alimentada, os autores observaram o0 aumento da
produtividade de 1,06 g L™ h™ para 1,61 g L™ h™ ja a apartir da quarta corrida
utilizando glicerol residual como substrato. Isso demonstrou que o glicerol
residual pode ser utilizado para produzir 1,3-PD, sem efeitos inibitérios na

producao.

E particularmente importante prestar atencdo em todos os aspectos
envolvendo a producédo biotecnolégica de 1,3-PD. Existem muitas barreiras
técnicas e desafios econémicos que necessitam ser levados em conta para a
realizacao deste processo. Atualmente, o maior problema é o baixo rendimento
e produtividade, primeiramente porque 0S processos sdo realizados a
temperatura fisiol6gica, pressdo atmosférica e em modo batelada. Este

problema pode ser superado pela otimizagdo de processos, utilizando modo
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continuo e batelada alimentada de operacao. Cultivos continuos com reciclo de
células imobilizadas poderiam aumentar a produtividade do processo. A
utilizacdo de engenharia genética, também pode ser usada para aumentar a
produtividade por superexpressado das enzimas chaves ou limitantes para a

formacgao do produto (SAXENA et al., 2009).
2.4.Imobilizacéo celular

A imobilizacdo celular (IC) consiste no confinamento fisico das
células em uma regido definida no espaco, na qual sdo mantidas suas
atividades cataliticas em processos de operacdo continua e descontinua,

possibilitando, ainda, a reutilizagdo das mesmas.

A maioria dos processos fermentativos industriais convencionais
utiliza células livres em suspensdo, porém o0 uso de microrganismos
imobilizados permite um aumento da produtividade, devido a elevada
concentracdo de ceélulas. A maior concentracdo de células microbianas no
suporte garante a sintese dos metabdlitos e aumenta a eficiéncia da
fermentacdo. Além disso, facilita a recuperacdo dos produtos do metabolismo
de interesse na fase de “downstream” e ajuda a manutengdo dos

fermentadores (COVIZZI et al., 2007).

A reutilizacdo das células imobilizadas é considerada uma das
grandes vantagens da IC, principalmente quando sdo escolhidos suportes

inertes e apresentam alta resisténcia mecanica (DEVI & SRIDHAR, 2000).

O aprimoramento e o desenvolvimento de novas técnicas de IC,

associadas ao uso de novos materiais como suporte, tém permitido que os
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processos fermentativos com células imobilizadas, fossem realizados em
condi¢cdes adversas de pH, de esterilidade e agitacdo. O que seria dificil se

utilizadas células livres (COVIZZI et al., 2007).

Entre as diferentes técnicas de imobilizacdo, encontram-se quatro
categorias principais com base no mecanismo fisico empregado: ligacdo a
superficies sélidas, aprisionamento em matrizes porosas, floculacao (natural ou
artificial) e contencdo por membranas (Figura 5) (PILKINGTON et al., 1998;

KOURKOUTAS et al., 2004; ZHANG & FRANCO, 2002).

Sucintamente, o método de imobilizacdo por superficies soélidas
consiste na interacdo entre a superficie celular e a superficie do suporte,
através de ligacbes idnicas ou ligacbes covalentes. A técnica de
aprisionamento em matrizes porosas caracteriza-se pela inclusdo das células
em uma matriz porosa que contenha poros menores do que as células,
viabilizando, dessa forma, a permanéncia das células na matriz e a troca de
fluidos no compartimento. A floculacdo é baseada na capacidade de adeséo e
agregacdo que alguns tipos de células apresentam quando em suspensao,
podendo ser de forma natural ou artificial. Outra forma de imobilizar células
consiste na contencdo por barreiras, que pode ser realizada pelo uso de uma
membrana microporosa, pela compartimentalizacdo das células em uma
microcépsula, ou ainda, através de uma superficie originada da interacdo entre
dois liquidos imisciveis (PILKINGTON et al., 1998; PRADELLA, 2001;

KOURKOUTAS et al., 2004; VERBELEN et al., 2006).
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Figura 5. Diferentes métodos de imobilizacdo celular de microrganismos, adaptado de
(PILKINGTON et al., 1998).

Os sistemas de imobilizacdo apresentam vantagens como:

possibilidade de utilizar alta densidade celular por unidade de volume do

biorreator, o que leva ao aumento da produtividade, diminui o tempo de

fermentacdo, proporciona a protecdo contra o0 estresse ambiental (pH,

temperatura), ha maior toleréncia por altas concentragbes de substrato, ha
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diminuicdo da inibicdo pelo produto final, permite o reaproveitamento das
células imobilizadas, além de possibilitar projetos de biorreator com menor
escala, reduzindo, portanto, os custos de processo (PRADELLA, 2001; ZHANG
& FRANCO, 2002; JUNTER & JOUENNE, 2004; VERBELEN et al., 2006;

KOURKOUTAS et al., 2004; COVIZZ] et al., 2007).

O aprisionamento em matrizes porosas € um dos métodos mais
amplamente estudados, sendo a técnica de imobilizacdo em alginato de célcio
uma das mais empregadas devido as inUmeras vantagens que apresenta como

matriz-suporte.

Os géis de alginato de célcio sdo bastante interessantes pela
facilidade da técnica, alta capacidade de retencéo e preservacao da viabilidade
celular, além de serem baratos e nao toxicos. O alginato € um polissacarideo
natural, extraido de algas marrons (Phaeophyceae), que apresenta cargas
negativas devido a presenca dos acidos D-manurénico e L-gulurdnico, os quais

contém grupos carboxilicos em sua estrutura (GROBOILLOT et al., 1994).

O procedimento de imobilizacdo consiste, basicamente, na mistura
da suspensédo celular com o alginato, seguido do contato dessa mistura,
através do gotejamento, com uma solu¢do contendo ions divalentes, como por
exemplo, o célcio (Ca®"), que leva a formac&o de um gel (geleificacéo) devido a
ligacdo dos polieletrélitos dos grupos carboxilicos com os ions célcio presentes
em solucdo, formando uma rede tridimensional (GROBOILLOT et al., 1994;
VELINGS & MESTDAGH, 1995; AMSDEM & TURNER, 1999; SERP et al.,

2001).
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2.5.Biorreatores com células imobilizadas

A escolha do biorreator depende do suporte utilizado, do método de
imobilizag&o, dos requerimentos de operagéo e viabilidade celular, da natureza
do substrato, da cinética de reacdo envolvida, da facilidade de regeneracdo do
biocatalisador e dos requerimentos de transferéncia de massa (KOSSEVA

et al., 2009).

Os biorreatores de células imobilizadas possuem configuracao
diferente do tradicional tanque agitado continuo (CSTR). De acordo com o
padrdo de escoamento, 0s reatores utilizados para o cultivo de células
imobilizadas podem ser divididos em trés grandes categorias: reatores de
tanque agitado (STR), reatores de leito empacotado e reatores de leito

fluidizado (FUKUDA, 1994; BARON et al., 1996).

O reator de tanque agitado (STR) ideal, também chamado de reator
de mistura, se caracteriza por ndo apresentar gradientes de concentracdo no
meio de cultivo. A temperatura e o pH séo facilmente controlados, além de
oferecer Otimas caracteristicas de mistura. A principal desvantagem deste tipo
de biorreator consiste na elevada tensdo de cisalhamento exercida sobre as

matrizes de imobilizacdo (GROBOILLOT et al., 1994; KOSSEVA et al., 2009).

Em reatores de leito fixo (empacotado) a coluna é preenchida com o
suporte por meio da qual a alimentacédo passa de forma ascendente. Esse tipo
de biorreator se caracteriza pela pequena ou praticamente inexistente
movimentacdo das particulas na coluna (compactacdo) e pela variagdo da

concentracdo do meio ao longo do comprimento do biorreator, além de
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apresentar simplicidade de operagdo, baixo custo e altas produtividades
volumétricas. Pode ocorrer acumulo de gases e de biomassa suspensa que
podem levar a formagdo de caminhos preferenciais, prejudicando a
transferéncia de massa e, consequentemente, levando a reducao das taxas de

producao.

O reator de leito empacotado é o tipo de reator mais frequentemente
utilizado em sistemas de imobilizacdo, especialmente com cultivos em
batelada. RIVALDI et al. (2008) estudaram a producdo de bioetanol por dois
sistemas de biorreatores diferentes (CSTR e reator de leito empacotado),
utilizando como suporte PVA e verificaram melhor eficiéncia de converséo e
produtividade em biorreator do tipo CSTR em virtude da agitacdo do meio, 0

qgual permitiu uma melhor transferéncia de massa.

Os reatores de leito fluidizado se caracterizam pela movimentagao
das particulas ao longo da coluna devido a agitacdo do meio. Esta agitacéo
pode ser obtida pela injecdo de ar ou de um gas inerte, ou pode ser obtida
através recirculacado de meio no biorreator (SCHMIDELL & FACCIOTTI, 2001).
Essa movimentacao contribui para a diminuicdo das limitacdes de transferéncia
de massa do sistema. Pode-se dizer que os biorreatores de leito fluidizado
representam uma fusdo entre reatores de mistura completa e reatores de leito
fixo, com boas condicbes de mistura e baixas tensbes de cisalhamento. A
transferéncia de massa € facilitada devido a homogeneizacdo do meio e a
movimentacdo das particulas, removendo, dessa forma, gases mais facilmente
e evitando a decantacdo de células no fundo do biorreator. Reatores de leito

fluidizado com células imobilizadas tem sido utilizados em trabalhos para a
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producédo de gas hidrogénio (AMORIN et al., 2009) e etanol (KRISHNAN et al.,

1999).

2.6. Limitagdes de transferéncia de massa em sistemas de

imobilizac&o celular

A utilizagdo de biocatalisadores imobilizados vem sendo bastante
estudada, especialmente com o emprego de alginato de calcio como suporte
em virtude das vantagens que a técnica confere, contudo, esses sistemas
também apresentam limitacdes, como resisténcia a difusdo de substratos e
produtos na particula (ESTAPE et al., 1992; AMSDEM & TURNER, 1999;

BARRANCO-FLORIDO et al., 2001).

Os sistemas de biorreatores com células imobilizadas podem ser
caracterizados por dois compartimentos diferentes, ou seja, uma fase liquida
gque compde o meio de cultivo e uma fase solida, na qual se encontram o0s
biocatalisadores imobilizados. Ambos os compartimentos séo locais de reaces
metabolicas e de crescimento celular que se comunicam atraves de fenébmenos

difusivos.

As limitacbes de transferéncia de massa que causam efeitos
negativos nas transformacfes bioquimicas das células sédo resisténcias que
podem ser decorrentes da difusdo externa, ou seja, pela resisténcia a
transferéncia de substratos e produtos em direcdo a particula, devido ao filme
de fluido que se forma ao redor da mesma. Podem também ocorrer pela
difusé@o interna, devido a resisténcia a transferéncia de massa no interior da

propria particula (QUIROS et al., 1995; PILKINGTON et al., 1998).



24

De forma geral, a difusdo externa depende das condicdes
hidrodinAmicas do fluido e de suas propriedades fisicas; e a difusdo interna
depende de fatores como concentragao celular, estrutura e tamanho da matriz-
suporte e do tamanho das moléculas que se difundem através da particula
(QUIR()S et al., 1995; PILKINGTON et al., 1998; PRADELLA, 2001; ZHANG &

FRANCO, 2002).

Dessa forma, os efeitos da transferéncia de massa em biorreatores
de células imobilizadas séo caracterizados como fatores criticos do sistema. Os
nutrientes que se encontram no meio de cultivo devem atravessar a fase
liquida até alcancar a superficie da particula, onde entdo, estes devem
atravessar 0 interior da mesma, chegando finalmente as células.
Contraditoriamente a isso, o produto celular deve realizar o caminho oposto, ou
seja, sendo liberado das células e partindo em direcdo a fase liquida externa

(PILKINGTON et al., 1998; ZHANG & FRANCO, 2002).

Particularmente em sistemas de aprisionamento em matrizes
porosas, como esferas de alginato de calcio, as limitacbes a transferéncia de

massa interna séo de especial importancia.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Glicerol Residual

O glicerol residual foi fornecido por uma industria de biodiesel
localizada em Passo Fundo, RS e continha (baseado na massa): 81,78 % de
glicerol, 5,82 % de cinzas, 6,0 % de NaCl, umidade de 11,72 %, 0,68 % de
monoacilglicerois, pH 5,37. O apéndice 1 mostra um laudo recebido da

empresa com as especificacdes do produto.

A produgéo do biodiesel foi obtida através da transesterificacdo de

0leo degomado de soja com metanol ou metilato de sodio.
3.2.Microrganismo e meio de cultivo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi a bactéria
K. 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 Colecdo de Culturas Microbiolégicas do BiotecLab (ICTA,

UFRGS). A cultura foi mantida em agar Luria-Bertani (LB) inclinado a 4 °C.

O meio utilizado para o crescimento e para o cultivo do
microrganismo (ROSSI et al., 2013) esta apresentado na Tabela 2. A solugéo

de elementos traco era composta por (g L™): 70 mg ZnCl,; 0,1 g MnCls. 4 H,0;
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60 mg HgBO3; 0,2 g COC|2. 2 Hzo; 20 mg CUC|22 H20; 25 mg NIC|26 Hzo; 35

mg Na;MoO,. 2 H,0; 0,9 mL HCI (12 M).

Tabela 2. Composicdo do meio de cultivo utilizado para crescimento e cultivo do
microrganismo.

Componentes Composicéo (g L™
Glicerol 65

Extrato de Levedura 5
Peptona 5

KH,PO, 7
(NH4),SO, 7
Elemento traco 1mL

pH 7,0

3.3.0btencédo da biomassa celular para imobilizacao celular

A biomassa usada na etapa de imobilizacdo, foi obtida
assepticamente através da transferéncia de colbnias isoladas do
microrganismo da cultura estoque para frascos Erlenmeyers de 1 L, contendo
500 mL de meio de cultivo. O cultivo foi realizado a 37 °C, pH inicial 7,0 e com
rotacdo de 150 rpm, em agitador orbital, por 18 h. As células cultivadas foram
recuperadas por centrifugacdo a 3500 g por 20 min a 4 °C. Apdés este periodo,
0 sobrenadante era descartado e a biomassa Umida dentro do frasco da
centrifuga eram pesados para obter uma quantidade pré determinda de
biomassa que foi misturada ao alginato de sodio para realizar a imobilizacao.
Foi utilizada neste trabalho a massa Umida para estabelecer a quantidade de

biomassa.
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3.4.Técnica de imobilizacdo celular

A imobilizacdo das células foi realizada sob condi¢des assépticas,
utilizando alginato de sédio a 4 % (massa em volume) e 0,1 M de solucéo de
CacCl,, que foram previamente autoclavados a 121 °C por 15 min. Em seguida,
uma quantidade pré determinda de biomassa foi misturada imediatamente a

solucao de alginato de sédio para a imobilizacao.

A mistura (suspensao celular/alginato) foi adicionada por
gotejamento, através de uma bomba peristéltica, em frasco contendo uma
solucao estéril de CaCl, 0,1 M a 35 °C. As gotas geleificadas, pelo contato com
os ions Ca?*, formaram as particulas esféricas contendo as células da bactéria
no seu interior. ApGs o gotejamento as esferas foram estabilizadas agitando-se
suavemente por 30 min. Posteriormente as esferas obtidas foram recolhidas e
lavadas com agua destilada para serem utilizadas nos cultivos. O diametro das
esferas foi determinado pelo uso de agulhas descartaveis de tamanho
diferentes, com o auxilio de um paquimetro foi medido o diametro de 200

esferas para fazer a média do diametro das esferas.

Nos primeiros experimentos foi utilizada a solucdo 1 % de CaCl,
para imobilizacdo das células. Nos experimentos posteriores, a imobilizacéo foi
conduzida com uma solucdo de CaCl, a 4 %, com o intuito de aumentar a

durabilidade das esferas.
3.5. Cultivos com células imobilizadas em agitador orbital

Primeiramente foram realizados experimentos para estabelecer o

didmetro das esferas de alginato de célcio e a concentracdo de biomassa a ser
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utilizadas no processo de imobilizagcdo. Foram testados dois diametros para as
esferas (D1 = 2,69 mm e D2 = 3,40 mm) e duas concentracdes de biomassa
imobilizada (50 mg e 100 mg de biomassa Umida por mL™ da solucdo de
alginato). Em seguida, 30 mL de esferas medidas em proveta foram
adicionadas a 100 mL de meio de fermentagdo estéril, em frasco Erlenmeyer
de 250 mL e incubadas a 37 °C sob agitacao orbital, a 150 rpm, durante 28 h.
Neste experimento foi utilizado um erlemmeyer para cada ponto, e o

experimento foi realizado em duplicata.

Foram testadas duas formas de reutilizacdo das células
imobilizadas, para isso foram realizados cinco bateladas de forma repetida
(reciclo) em Erlenmeyer. Primeiramente, apos 12 h de cultivo as esferas eram
recuperadas do meio de cultivo, com auxilio de uma peneira estéril, lavadas
com agua destilada estéril, eram colocadas em agua peptonada e mantidas a 4
°C por 12 h, apos este periodo as esferas eram novamente lavadas com agua

destilada estéril e outro ciclo de cultivo iniciava.

No segundo experimento, ao final de cada ciclo, apos 12 h de
cultivo, as esferas com células imobilizadas eram diretamente transferidas para
meio fresco e estéril, assim outro ciclo comecava imediatamente. Estes dois
experimentos de reciclo foram realizados para investigar a estabilidade
operacional do sistema quando utilizados esta duas formas de reciclo e a
capacidade de reutilizacdo das mesmas esferas na producdo de 1,3-PD. Os
experimentos foram realizados em duplicata utilizando 75 mL de esferas,
medida em proveta, em 250 mL de meio de cultivo, as amostras foram

retiradas a cada 4 h de cultivo por 32 horas.
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Nos experimentos em agitador orbital foram avaliados os seguintes
parametros: o diametro das esferas, a concentragéo celular a ser utilizados por
mL de solugédo de alginato no processo de imobilizacdo, assim como a

reutilizacdo das esferas em bateladas repetidas.
3.6. Cultivo com suspenséo celular em agitador orbital

Para poder comparar os resultados obtidos com células imobilizadas
e com células em suspensdo, foi realizados experimentos onde frascos
Erlenmeyer de 1 L, contento 500 mL de meio estéril foram inoculados com
10 % (fracdo volumétrica) de in6culo, crescidos overnight a 37 °C e 150 rpm. O
indculo foi padronizado a DO 1,0 (Densidade 6tica) a 600 nm antes de ser
inoculado, o que corresponde a 0,78 g L™ de peso seco. Todos o0s
experimentos foram realizados em duplicata e as amostras foram retiradas a
cada 4 h de cultivo por um tempo de 32 h. As amostras foram filtradas e

guardadas em freezer para posterior analise.
3.7.Cultivos em biorreatores tubulares com células imobilizadas

Estes experimentos foram realizados em biorreatores de coluna de
vidro projetado para experimentos com células imobilizadas (Figura 6). O
biorreator possui volume total de 370 mL, este foi preenchido com 300 mL de

meio de cultivo e 60 mL de esferas, em todos os experimentos.

A temperatura da camisa que reveste o reator foi mantida constante,
por um banho-maria com temperatura controlada que era conectado ao

biorreator e recirculava agua aquecida. O pH inicial do meio de cultivo e do
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meio de alimentagdo dos experimentos continuos foi de 7,0. Durante os

experimentos o ph néo foi controladao.

Os cultivos em batelada em leito fluidizado foram realizados durante
32 h, a 37 °C, com recirculacdo de meio através da coluna por uma bomba

peristéltica, promovendo a fluidizacao do sistema (fluxo ascendente).

No experimento em batelada alimentada fluidizado, foi observada a
cinética do cultivo para avaliar o comportamento do microrganismo frente ao
aumento da quantidade de glicerol no meio de cultivo, foram realizadas duas
alimentagées com glicerol residual estéril numa quantidade de 40 g L™ em cada

tempo, a alimentac¢éo ocorreu com 12 e 24 h de cultivo.

Os cultivos em leito fluidizado continuo e de leito fixo foram
realizados utilizando taxas de diluicdes de 0,05 h*, 0,1 hte 0,2 h*, a 37 °C,
por 100 h de cultivo. A fluidizacéo foi realizada por meio de recirculacéo atraves
do biorreator, utilizando uma bomba peristéltica, com uma taxa de fluidizacéo
de 160 mL mint. Os biorreatores comecaram como uma batelada, e a
alimentacdo com meio estéril comecou em 10 h de cultivo, para o biorreator de
leito fluidizado, e em 24 h de cultivo para o biorreator de leito fixo. Todos os

experimentos foram realizados em duplicada.
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Figura 6. Desenho do biorreator tubular utilizado nos experimentos de producéo de

1,3-PD por K. pneumoniae BLH-1.

3.8. Testes com diferentes meios de cultivo

Foi realizado um experimento comparando quatro meios de cultura
diferentes (Tabela 3), variando principalmente, a quantidade de K;HPO,
(fosfato de potassio), para avaliar o seu efeito na producdo de 1,3-PD e na
durabilidade das esferas de células imobilizadas, pois este reagente pode
afetar a durabilidade das esferas. Foram utilizados Erlenmeyers de 250 mL
com 100 mL de meio e 30 mL de esferas em agitador orbital & 37 °C e agitacéo

de 150 rpm.
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Tabela 3. Composicdo dos meios de cultivo utilizados nos experimentos com
guantidades diferentes de K,HPO,.

Composicéo (g L™)

Componentes Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4
Extrato de Levedura 5 15 5 5
Peptona 5 1 5 5
K,HPO, 0 0,52 1,4 7
(NH,),SO, 7 4 7 7
KH,PO, 0 0,25 0 0
MgS0O,.7H,0 0 0,2 0 0
Glicerol 65 65 65 65

Elemento Traco 1 mL 1mL 1mL 1mL

3.9.Métodos analiticos
3.9.1. Determinacéao de 1,3-PD, glicerol e bioprodutos

As andlises do consumo de glicerol e dos produtos formados foram
determinadas por cromatografia de alto desempenho (HPLC), equipamento
SHIMADZU (Shimadzu Corp), equipado com uma coluna Aminex HPX-87H
(300 x 7,8 mm, Bio-Rad, EUA) e detector de indice de refracdo RID-10A. As
condi¢des de trabalho foram: 0,005 M de H,SO,4 como fase movel, fluxo de 0,8

mL min™ e a temperatura da coluna controlada a 65 °C.

As amostras dos cultivos foram preparadas por centrifugacéo a 3000
g por 15 min, seguida de filtracdo utilizando filtros de membrana de acetato de
celulose (diametro dos poros 0,22 mM, Sartorius, Alemanha). As amostras

foram mantidas em freezer para conservacao.
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3.9.2. Microscopia eletrénica das esferas com células imobilizadas

A distribuicdo da biomassa e a colonizagdo das esferas contendo
células imobilizadas de K. pneumoniae BLh-1, foi investigada por microscopia
eletrébnica de varredura (MEV), utilizando-se um microscopio eletrénico (JSM-

6060, Tokyo, Japan).

As amostras foram coletadas no tempo zero e no ponto final com
100 h de cultivo. As esferas foram preparadas seguindo as instrugbes do
técnico responséavel pelo centro de Microscopia Eletrbnica da UFRGS, as
esferas foram congeladas em ultrafreezer e liofilizadas por 24 h. As amostras
foram fixadas em bases de aluminio e revestidas com ouro antes de serem

analisadas.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Influéncia da concentragdo celular e do diametro das esferas

na eficiéncia do sistema de imobilizacédo

Para determinar as condicfes 6timas de operacdo do sistema de
imobilizacdo com alginato de calcio, o efeito da concentracdo celular e do

didmetro das esferas foram estudados.

A Tabela 4 apresenta o efeito de diferentes concentragdes celulares
e do diametro das esferas na producédo de 1,3-PD. Diferenca na producao de
1,3-PD foi observada entre os dois didmetros para cada concentracdo de
células imobilizadas. As esferas com concentracdo celular de 100 mg mL™* de
alginato e diametro de 3,40 mm, apresentaram a maior producéo de 1,3-PD,
15,52 g L™, com rendimento de 0,35 mol mol™* e produtividade de 1,30 g L™ h™.
As esferas com concentracdo celular de 50 mg mL™ apresentaram a menor
producdo para os dois diametros estudados: o diametro D, = 3,40 mm teve a
producdo méaxima de 10,98 g L™ de 1,3-PD, 0,22 mol mol™* de rendimento e
uma produtividade de 0,69 g L™ h™®. O diametro D; = 2,69 mm apresentou a

menor producgao para duas concentracdes celulares (Tabela 4).
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Tabela 4. Resultados da concentracdo, produtividade e rendimento de 1,3-PD quando
utilizadas células imobilizadas de K. pneumoniae BLh-1 sob diferentes condi¢cbes de
imobilizacdo, apos de 12 h de cultivo em agitador orbital.

Condices Concenﬁa(;éo Rendimeplto Produt_ilviqlade
(gL™) (mol mol™) (gL~ h™)
D, _X; 9,71+ 0,03 0,21 0,81
DX, 10,98 + 0,06 0,22 0,69
D, _X; 11,40 £ 0,54 0,25 0,95
D; Xz 15,52 + 0,18 0,35 1,30

D;= 2,69 mm, D,= 3,40 mm, X;= 50 mg de biomassa Umida por mL de solu¢édo de
alginato, X,= 100 mg de biomassa Umida por mL de solucdo de alginato, D e X
representam didmetro e biomassa, respectivamente. Os resultados representam a
média de duplicatas.

Comparado com culturas de células em suspenséo, as culturas com
células imobilizadas levaram a obtencdo de 1,3-PD em menor tempo,
consequentemente uma produtividade mais elevada em comparacdo com as
células em suspensdo. Em 4 h de cultivo com células imobilizadas (D,_X,),
houve producdo de 9,45 g L™ de 1,3-DP, com produtividade de 2,36 g L* h™
(Figura 7). Por outro lado, com 4 h de cultivo com células em suspensao
(Figura 9) a producao foi de 1,26 g L™ de 1,3-PD e produtividade de 0,32 g L™
h™. Isto ocorre, pois nos processos onde ha imobilizacdo de células, a

fermentacdo € acelerada por causa da alta densidade de célula fixada no

suporte, que permite um aumento na produtividade do processo.
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Figura 7. Resultados dos cultivos realizados com células imobilizadas em agitador
orbital, apds de 28 h de cultivo: (m) glicerol Residual (e) 1,3-PD, (V) pH (¢) etanol. D1=
2,69 mm, D2= 3,40 mm, X1= 50 mg de biomassa umida por mL de solugcdo de
alginato, X2= 100 mg de biomassa Umida por mL de solu¢do de alginato, D e X
representam didmetro e biomassa, respectivamente.Resultados representam a média
de duplicatas.

Na Figura 7 € demonstrado que a maior influéncia na producéo de
1,3-PD foi devido a quantidade células imobilizada, ou seja, quanto maior
guantidade de biomassa utilizada maior a producéo de 1,3-PD. Com relacdo ao
diametro, apresentou maior producdo o diametro de 3,40 mm junto com a
maior concentracdo celular. Em estudos que leveram em consideracdo o
didmetro da esfera na producdo de um determinado produto, ABDEL_NABY et
al. (2000) demonstraram em seu estudo que diametros entre 3-4 mm foram os

gue apresentaram maior rendimento na producdo de CGTase por Bacillus
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Amyloliquefaciens quando utilizaram como suporte o alginato de calcio. Nas
condi¢cbes que foram realizados os experimentos apresentados na Figura 7, foi

0 maior diametro que apresentou o melhor resultado.

A utilizacdo do sistema com ceélulas imobilizadas tem sido
considerada uma alternativa viavel para o aumento da produtividade devido as
elevadas densidades celulares utilizadas nos suportes de imobilizagdo, que
assegura a sintese de metabdlitos, aumenta a eficiéncia da fermentacdo e
proporciona o decréscimo do tempo de fermentacdo (RAMAKRISMA et al.,

1999, COVIZZI et al., 2007).

Segundo HAMDY et al. (1990) a imobilizacdo celular aumenta a
estabilidade do biocatalisador em relacdo a variagdo do pH, temperatura,
concentracdo de nutrientes ou do meio de fermentacdo aumentando a
eficiéncia da fermentagdo. Além disso, as ceélulas imobilizadas sdo mais
resistentes a condi¢cdes adversas, uma vez que 0 suporte de imobilizacdo

geralmente aumenta protecdo das células (LEE et al., 1983).

Sendo assim, para selecionar o melhor sistema de imobilizacdo, foi
utilizada a condicao que apresentou a maior produtividade. A combinacdo mais
eficiente foi concentracédo celular de 100 mg de biomassa Umida por mL de

solucdo de alginato e diametro de 3,40 mm (D,_X5).

4.2.Comparacdo entre sistema com células imobilizadas e com

suspensdo celular em agitador orbital

Biotecnologicamente, a producéo de 1,3-PD utilizando glicerol como

substrato foi principalmente produzida em culturas utilizando células em
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suspensado (células livres) (BARBIRATO et al.,, 1998; CHENG et al., 2006;
DECKWER, 1995; OH et al.,, 2012; ZHANG et al.,, 2007). Neste trabalho,
comparou-se a producdo de 1,3-PD utilizando células imobilizadas e células

em suspensao.

Quantidades similares de 1,3-PD foram produzidas nos dois
experimentos, com células imobilizadas e células em suspensdo, com
resultados apresentados na Figura 8 e Figura 9. Na figura 8 apresentados o0s
resultados dos experimentos realizados com células imobilizadas, utilizando os
parametros (diametro= 3,40 mm e biomassa= 100 mg de biomassa Umida por

mL de alginato ) estabelecidos em experimentos anteriores em agitador orbital.
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Figura 8. Resultados dos cultivos realizados em agitador orbital com células
imobilizadas: (m) Glicerol Residual (e) 1,3-PD, (V) pH (A) 2,3-BD e (¢) etanol.
Resultados representam a média de duplicatas.

A maxima producdo de 1,3-PD foi 22,22 g L™ em 12 h de cultivo.

Nao foi observado o total consumo do glicerol residual depois de 28 h de
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cultivo, permanecendo mais de 14 g L™ no meio de cultivo. O pH apresentou
um declinio de 7,0 para 4,75 ao fim do cultivo. Os principais bioprodutos foram
2,3-butanodiol (2,3-BD), etanol, acido latico e acido acético em menores
concentragdes. O resultado foi um pouco maior quando comparado com 0S
experimentos realizados com células em suspenséo (Figura 9) onde a maxima
producdo de 1,3-PD foi 19,51g L' em 16 h de culvo e com glicerol
permanecendo no meio, sem ser consumido, depois de 28 h de cultivo, o pH

também apresentou queda ficando em 4,99.
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Figura 9. Resultados dos cultivos em agitador orbital com células em suspencéo, apds
28 h de cultivo: (m) glicerol residual, (e) 1,3-PD, (A) 2,3-BD, (V) pH e (¢) etanol.
Resultados representam a média de duplicatas.

Microrganismos sao sensiveis a mudancas que ocorrem no
microambiente onde eles se encontram assim as variacbes que ocorrem nos
principais parametros de cultivo (por exemplo, pH) podem afetar seu

crescimento e produtividade (FORAGE et al., 2003).
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O pH foi o principal parametro que influenciou no cultivo com células
em suspenséo, porque o decréscimo do pH do meio de fermentacao influencia
a fisiologia do microrganismo, dificultando a formacé&o dos produtos

principalmente de 1,3-PD (BIEBL et al., 1998).

Por outro lado, a influéncia do pH nas células imobilizadas séo
menores, pois elas sdo mais resistentes as adversidades no meio de cultivo,
pois o suporte de imobilizacdo protege o microrganismo (LEE et al., 1983).
Além disso, a imobilizagéo celular aumenta a atividade fermentativa e promove

a adaptacao das células ao meio de fermentacao (DURAN & BAILEY, 1986).

A presenca de glicerol residual que ndo € consumida no meio de
fermentacdo pode inibir a formacdo de 1,3-PD, porque outros metabdlitos
podem ser formados (DROZDZYNSKA et al., 2011), reduzindo o rendimento
de 1,3-PD. A acumulacdo do glicerol pode favorecer também o aparecimento
de substancias téxicas tais como 3- hidroxipropionaldeido (3-HPA) que inibe o

crescimento do microrganismo (ZENG & BIEBL, 2002).

Na Tabela 5 sdo mostrados os resultados de concentracao,
rendimento e produtividade de 1,3-PD. A maxima produtividade com células
imobilizadas foi 3,35 g L™ h™, maior que a encontrada com as células em
suspensdo atingindo 1,48 g L™ h™. BORENSTEIN, (2003) relatou que, em
experimentos com células imobilizadas, a um elevado desempenho, pois
grandes quantidades de células séo fixadas ao suporte de imobilizacdo, o que

aumenta a eficiéncia da fermentacéo resultando em produtividades elevadas.
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Tabela 5. Resultados de concentracdo, rendimento e produtividade de 1,3-PD com
células imobilizadas de K. pneumoniae BLh-1 comparada com células em suspensao
em agitador orbital.

Células Concent_ga(;éo Rendimeplto Produt!\llid_fl;lde
(gL (mol mol™) (gL"h)
Imobilizada 22,22 +0,13 0,65 3,35
Suspenséo 19,51 + 0,28 0,54 1,48

Resultados representam as médias de duplicatas.

Na literatura, utilizando fermentacdo em batelada com células em
suspenséao foi obtida produtividade de 1,68 g L™ h™* (HOMANN et al., 1990). Em
cultivos continuos geralmente se obtém produtividades mais elevadas, mas a
concentracéao final de 1,3-PD geralmente € mais baixa (PAPANIKOLAU et al.,
2000). ZHANG et al. (2006) demonstraram em seus estudos que quando
utilizaram batelada alimentada a concentracao final e o rendimento de 1,3-PD
foram superiores aos resultados encontrados em bateladas simples. No
entanto, como os resultados sdo muito diferentes em varios estudos com
células em suspensédo, e buscando melhorar os resultados em termos de
produtividade em biorreatores compactos, surge o conceito de imobilizacéo

celular.

GUNGORMUSLER et al. (2011) relataram em seu estudo, quando
foi utilizado anéis de ceramica e bolas de ceramica (Meadow Pet) como
suporte de imobilizacdo, a produtividade de 1,3-PD foi maior em experimentos
com células imobilizadas do que em experimentos com células em suspensao.
ZHAO et al. (2006) obtiveram uma produtividade de 4,49 g L™ h' em seu
estudo utilizando células imobilizadas em microcapsulas constituidas por

sulfato de sédio de celulose/cloreto poli-dimetil-dialil-aménio. Estes resultados
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indicam que a utilizacdo de células imobilizadas, possuem vantagens em

relacdo a cultura em suspensao, principalmente em relacao a produtividade.

4.3.Avaliacdo de repetidos cultivos com células imobilizadas em

agitador orbital

Em funcéo dos resultados apresentados e discutidos anteriormente,
foi também avaliada a producéo de 1,3-PD durante cinco bateladas repetidas.
Dois experimentos diferentes foram realizados, a fim de investigar a influéncia
do emprego de células imobilizadas diretamente, apds cada batelada ou 4pos o
intervalo de tempo (12 h) entre as bateladas, ficando por 12 h em &gua

peptonada em refrigeracéo.

Na Figura 10a, sdo demostrados os resultados obtidos das cinco
bateladas utilizando as mesmas esferas, com intervalo de 12 h entre as
corridas. A producédo de 1,3-PD e dos bioprodutos (2,3-BD e atanol) foram
similares em todas as bateladas, demonstrando uma estabilidade do sistema
de imobilizado. A taxa de consumo do glicerol residual aumentou a partir da
segunda batelada (Figura 10a). A maior produtividade ocorreu durante terceira
batelada com valor de 3,80 g L™ h™* (Tabela 5), que foi superior a obtida em

experimentos com células em suspensdo em agitador orbital, 1,48 g L™ H™.
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Figura 10. Resultados dos cultivos realizados em agitador orbital com células
imobilizadas utilizando reciclo com intervalo de tempo entre as bateladas (a) e reciclo
realizado diretamente (b): (m) glicerol residual, (e) 1,3-PD, (A) 2,3-BD e (¢) etanol. Os

resultados representam a média de duplicatas.

A Figura 10b mostra os resultados dos experimentos realizados com

células imobilizadas, utilizadas diretamente ao fim de cada batelada. A

concentragédo final de 1,3-PD foi diferente em cada corrida e a maior
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produtividade ocorreu durante a terceira batelada com valor de 6,29 g L™ h™
(Tabela 6), sendo maior que a encontrada nos primeiros experimentos de
reciclo utilizando as esferas com células imobilizadas com intervalo de tempo

entre as bateladas.

Tabela 6. Resultados de concentragédo, rendimento e produtividade de 1,3-PD em
bateladas repetidas com intervalo de tempo entre as bateladas e uso direto das
células imobilizadas, apos cada batelada.

Concentracédo Rendimento Produtividade
Bateladas (gL (mol mol™) (gL*h?h

Intervalo Direto Intervalo  Direto Intervalo Direto
1 11,69 16,11 0,36 0,54 0,99 1,39
2 19,26 24,29 0,37 0,58 3,32 4,48
3 18,70 24,99 0,40 0,58 3,80 6,29
4 17,75 18,93 0,38 0,58 3,03 3,88
5 16,19 17,82 0,38 0,56 3,58 3,66

Os resultados representam a media de duplicatas.

Na Tabela 6 se observa que a producéo de 1,3-PD e a produtividade
foram proximas nos experimentos com intervalo de tempo entre as bateladas, a
partir da segunda batelada. JA nos experimentos com utilizacdo direta das
esferas apds o fim de cada batelada, a producao e a produtividade mostraram

uma variagdo maior no final dos cultivos.

Esta queda de produgdo pode ser por causa do decréscimo da
atividade celular depois de prolongado periodo de fermentacéo, que pode ter
sido influenciado fortemente pela queda do valor de pH durante os cultivos, que

apresentou um valor final de 4,88.
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O glicerol n&o foi totalmente consumido em todas as corridas, outro
fato que pode influenciar na producéo de 1,3-PD, a presenca de glicerol ndo
consumido no meio pode inibir a producdo de 1,3-PD porque outros
metabdlitos podem ser formados (DROZDZYNSKA et al., 2011). O que pode
ser observado na Figura 10b, é que a producdo de 2,3-butanodiol (2,3-BD) e
etanol foram maiores quando comparadas com reciclo com intervalo de tempo

(Figura 10a), onde houve um maior consumo de glicerol.

Neste trabalho, o reciclo com intervalo de tempo entre as bateladas
parece ser mais estavel na producédo de 1,3-PD, mas o uso de reciclo direto
nao esta descartado em futuros trabalhos usando biorreatores, onde outros
parametros possam ser testados, tais como o pH, em um ambiente de

fermentagao totalmente diferente do encontrado em Erlenmeyers.

WONG et al. (2011) e ZHAO et al. (2006) observaram em seus
estudos que o uso de células imobilizadas é efetiva na producéo de 1,3-PD,
mostrando eficiéncia e estabilidade na producdo quando utilizadas por longos
periodos de fermentacdo. JUN et al. (2010) também relataram em seu estudo
gue, o uso de células imobilizada de K. pneumoniae é viavel para a producéo

de 1,3-PD, quando realizadas bateladas alimentadas por longo periodo.

Os resultados demonstram que o reuso de células imobilizadas é
possivel por longos periodos. Algumas adaptacdes na forma de imobilizacao
serdo melhoradas para os préoximos experimentos, como por exemplo, alterar a
solucdo de CaCl, para 4 % deixando assim as esferas mais resistentes,

dificultando que as esferas se dissolvam durante os cultivos por longos



46

periodos, visto que nestes experimentos no final da quinta batelada as esferas

estavam com sua estrutura danificada.

Células imobilizadas em géis de alginato produzem sistemas com
altos niveis de converséao, pois este sistema apresenta alta atividade catalitica,
durabilidade e sdo estaveis em altas temperaturas. Mas um ponto muito
importante é que as esferas de alginato sdo afetadas por cations, tais como:
Na®, Mg*™" e K, bem como por anions tais como: acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), citratos e fosfatos, porque causa a perda do Ca’" que

diminuem a resisténcia das esferas (BARRANCO-FLORIDO et al., 2001).

4.4.Avaliacdo de diferentes meios de cultivos na producédo de

1,3-PD e melhorias no sistema de imobilizacéo

Neste trabalho, ocorreram problemas na durabilidade das esferas
principalmente no final dos primeiros cultivos em agitador orbital e nos
primeiros testes em biorreatores com controle de pH, isto pode ter sido
influenciado pelo meio de cultivo utilizado, que possui elevada quantidade de
fosfato (7 g de K;HPO,) e pelas solu¢cbes de controle de pH, principalmente o

NaOH que possui o cation Na*, que diminuiem a resisténcia das esferas.

Na tentativa de avaliar diferentes meios de cultivo em relacédo a sua
acao na durabilidade das esferas e na producéao de 1,3-PD, foi realizado um
experimento com quatro meios de cultivos com proporcdes diferentes de

KoHPO,, entre outros componentes (Tabela 3).

Na Figura 11 sdo apresentados os resutados obtidos neste

experimento, indicando que o fosfato de potassio é importante na producao
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de 1,3-PD. O meio 4, o qual j& é utilizado como meio de cultivo nos
experimentos, levou a obtencdo da maxima producao de 1,3-PD, que foi de
22,54 g L e 0 meio 1 sem K,HPO, foi 0 que apresentou a menor producéo
(3,18 g L™). O gréfico demostra que quanto maior a quantidade de fosfato no

meio de cultivo maior a producao de 1,3-PD, nas condi¢des testadas.

25
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1,3-PD (gL

10
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Figura 11. Producdo de 1,3-PD comparando diferentes meios de cultivo, com
guantidades diferentes de K,HPO, em agitador orbital.

ZHENG et al. (2010), relataram que a conversao de glicerol em 1,3-
PD por K. pneumoniae foi superior em meio de cultivo com limitacdo de
amonia do que quando utilizado meio de cultivo com limitacdo de fosfato,

demonstrando a sua importancia no metabolismo deste microrganismo.

Sendo assim, 0 meio 4 continuarda sendo utilizado nos proximos
experimentos. Entretanto, como se pretende controlar o pH nos experimentos
para se obter melhores resultados, a quantidade de cloreto de calcio (CacCl,) foi

aumentada na solucdo de imobilizacéo de 1 % para 4 % (massa em volume),
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com o intuito de aumentar a durabilidade das esferas. O aumento da
quantidade de CaCl, aumenta a estabilidade da ligacdo entre o Ca'™ e o

alginato.

Para avaliar o efeito na durabilidade das esferas com a mudanga na
solucéo de imobilizac&o, foi imobilizado um novo lote de esferas, para serem

utilizadas em experimentos em biorreator com e sem controle de pH.

O resultado obtido no experimento acima citado, foi que no
biorreator com controle de pH as esferas ndo mantiveram-se integras, e foram
afetadas ja nas primeiras horas de cultivo. No biorreator sem controle de pH

(Figura 12), as esferas mantiveram-se integras até o fim do cultivo.

Figura 12. Aparéncia das esferas de alginato de calcio imobilizadas em nova solucao
de CaCl, em biorreatores sem controle de pH.

Sendo assim, nos experimentos seguintes em biorreatores nao
havera controle de pH, pois este afeta a durabilidade das esferas de alginato

de calcio.
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4 .5.Biorreatores com células imobilizadas em leito fluidizado

operados em batelada

Neste trabalho, o0 aumento de escala dos cultivos para biorreatores,
permitiu uma analise mais precisa do metabolismo do microrganismo, pois em
biorreatores geralmente o ambiente € mais homogéneo durante a fermentacéo,

pois alguns parametros (temperatura e fluidizagéo) sao mantidos constantes.

Na Figura 13 é apresentada a producdo de 1,3-PD e de outros
metabdlitos durante uma fermentacdo de 32 h, realizada em batelada. O
glicerol foi rapidamente consumido, restando no meio de cultivo uma
quantidade em torno de 5 g L™*. O pico de producéo de 1,3-PD ocorreu em 12 h
de cultivo atingindo um valor de 25,52 g L™, produtividade de 2,13 g L* h™*, com
rendimento de 0,54 mol mol™*. Também foi identificada a producéo de 2,3-BD
de aproximadamente 11 g L™ e etanol em torno de 3 g L™, durante o cultivo.
Outros metabdlitos como acido latico e acido acético foram produzidos, mas

em menores concentracdes, dados ndo mostrados.
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Figura 13. Produgéo de 1,3-PD em biorreatores com células imobilizadas operados em
batelada. (m) glicerol residual, () 1,3-PD, (A) 2,3-BD e (¢) etanol. Os resultados
representam a média de duplicatas.

O pH apresentou novamente uma queda, chegando ao final do
cultivo a um valor de 4,75. Analisando o gréafico percebe-se que houve uma
elevada produgédo de 2,3-BD, o que ja havia sido observado em outros
experimentos, sendo, provavelmente devido ao baixo valor de pH. Esta alta
producado interfere na producdo do 1,3-PD, pois esta relacionado com um

desvio na rota metabdlica do microrganismo.

Segundo XUE et al. (2010) com o acumulo de bioprodutos no meio
de fermentacao, especialmente acido latico, etanol e 2,3-BD, ocorre inibicdo do
crescimento celular, mas também ocorre 0 consumo de muitos equivalentes
redutores de NADH, que compete diretamente com a formacdo do 1,3-PD,

resultando em um menor rendimento. Estes autores realizaram manipulacao



51

genética de microrganismo, para diminuir a formacgéo de bioprodutos visando o

aumento do rendimento de 1,3-PD.

O metabolismo do glicerol é uma reacao biolégica de oxirreducao
(Figura 4). O 1,3-PD é o produto final da rota redutiva, enquanto acetato,
succinato, lactato, 2,3-BD e etanol s&o produzidos na rota oxidativa. Ambas as
rotas sdo mutuamente conectadas pela formacdo NAD e pelo consumo de

NADH, (PETROV & STOYANOV, 2012).

A fermentacdo do glicerol por K. pneumoniae ocorre com
acumulacdo de mais de cinco metabdlitos liquidos: diols, &cidos orgéanicos, e
etanol, a taxa de producédo depende das condigcbes do processo. Os fatores
mais significativos séo regime de aeracdo e o pH (PETROV & STOYANOV,
2012). Estes mesmos autores demonstraram que a manutencéo do pH em 7,0
favorece a producédo de 1,3-PD e que valores de pH inferiores a 6,0 favorece o

acumulo de bioprodutos, reduzindo o rendimento de 1,3-PD

Ja foram isoladas varias linhagens de Klebsiella capazes de
fermentar o glicerol, pertencentes as espécies pneumoniae, oxytoca, e
planticola (BIEBL et al., 1998; HAO et al., 2008). Em todos estes processos, 0
produto principal € o 1,3-propanodiol (1,3-PD) e 2,3-butanodiol (2,3-BD) é
produzido em quantidade menor juntamente com lactato, acetato, succinato, e

etanol (PETROV & PETROVA, 2010).

Geralmente, o0 2,3-BD aparece com o decréscimo do pH do meio de

cultivo, sendo que a secrecdo de 2,3-BD compreende a uma resposta de
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adaptacado a mudanca de pH do meio, mas este processo de redirecionamento

do metabolismo é um processo lento (PETROV & PETROVA, 2010).

O 2,3-BD possui propriedades similares com o 1,3-PD, como alto
ponto de ebulicdo e solubilidade em agua. O 2,3-BD ndo somente compete
com o fluxo de carbono e o NADH com o 1,3-PD, mas serve como um
obstaculo para obter um 1,3-PD com alta pureza na recuperacao do produto do

meio de fermentacdo (ZHANG et al., 2011).

Com os resultados apresentados € possivel perceber que o controle
do pH é importante nestes cultivos, pois sem controle de pH a producéo de 1,3-

PD fica prejudicada.

4.6. Biorreatores com células imobilizadas em leito fluidizado

operados em batelada alimentada

Estes experimentos tiveram como objetivo verificar o comportamento
do microrganismo, frente a  alimentagbes em tempos diferentes. As
alimentacOes foram realizadas com 12 e 24 horas de cultivo, sendo alimentada

uma quantidade de 40 g L™ de glicerol residual em cada tempo.

Na Figura 14 é apresentado o perfil da fermentacdo realizada
durante 54 h de cultivo. Houve acumulo de glicerol residual, pois o glicerol
adicionado no biorreator nao foi consumido pelo microrganismo, a producéo se

manteve constante, apos a primeira alimentacéo e durante todo o cultivo.

A maxima producdo de 1,3-PD ocorreu em 12 h de cultivo
apresentando um valor de 25,49 g L™ e manteve, aproximadamente, neste

valor até o final. A producéo foi similar a obtida em batelada, indicando que
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nestas condicdes a alimentacdo com glicerol residual ndo influenciou a
producdo, mas o seu acumulo pode ter prejudicado o desenvolvimento do

microrganismo.

Houve a producéo de 2,3-BD e etanol, e em menores concentracdes
acido latico e acido acético. Houve queda acentuada do pH ficando no final no

cultivo num valor de 4,53.
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Figura 14. Producéo de 1,3-PD em biorreatores com células imobilizadas operados em
batelada alimentada. (m) glicerol residual, (e) 1,3-PD, (A) 2,3-BD e (¢) etanol. Os
resultados representam a média de duplicatas.

O acumulo de glicerol pode favorecer o aparecimento de
substancias toxicas como o 3-hidroxipropanaldeido (3-HPA), que pode inibir o
crescimento do microrganismo e a formacgéo de 1,3-PD. O 3-HPA ¢é excretado
no meio de cultivo quando ha excesso de glicerol (ZENG & BIEBL, 2002). O

3-HPA é um metabdlito intermediario na rota de sintese de 1,3-PD, a sua
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acumulacdo cessa o crescimento celular, causa decréscimo do consumo do

substrato e inibe a formacéo de produtos (BARBIRATO et al., 1998).

Segundo CHENG et al. (2005), concentracdes acima de 70 g L™ de
glicerol no meio de cultivo tende a cessar o crescimento celular, ou seja o
acumulo de glicerol ndo consumido inibe o crescimento celular, conhecido
como o fendmeno de inibicdo pelo substrato. A chamada repressdao de
producdo que pode ocorrer em uma fermentacdo, ocontece por alguns fatores
como: repressao pelo préprio produto devido a alta quantidade no meio de
cultivo, pela presenca de metabdlitos toxicos (acido latico, acido acético e

etanol), falta de nutrientes e pH.

4.7.Biorreatores com células imobilizadas em leito fluidizado

continuo

As culturas continuas foram realizadas em biorreatores fluidizados
com diferentes taxas de diluicdes (0,05, 0,1 e 0,2 h), mas aqui serdo
apresentados somente os resultados com taxa de diluicdo de 0,05 h™, pois nas
outras condi¢des avaliadas, foi observado a destruicdo das esferas com células
imobilizadas. A concentracdo de glicerol no meio de alimentacao foi fixada em

659 L™
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Figura 15. Producédo de 1,3-PD em biorreatores com células imobilizadas em sistema
continuo fluidizado. (m) glicerol residual, () 1,3-PD, (A) 2,3-BD, (¢) etanol e (V) pH.
Os resultados representam a média de duplicatas.

Na Figura 15 sdo apresentados os resultados obtidos com taxa de
diluicdo de 0,05 h™*. O experimento tem inicio como uma batelada e a partir de
10 h de cultivo foi iniciada a alimentacdo do sistema. O regime estacionario foi

alcancado a partir de 56 h de cultivo.

A partir do inicio da alimentacdo do sistema, percebe-se que houve
um periodo de muita instabilidade no metabolismo do microrganismo.
Problemas difusionais podem ter ocorrido, pois o microambiente dentro das
esferas pode ser completamente diferente do ambiente externo, pode haver
diferenca de pH externo e interno, e acumulo de produtos toxicos, que influem
negativamente no desenvolvimento do microrganismo. Pelo grafico observa-se

gue o microrganismo leva em torno de 40 h até atingir o regime estacionario.
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A nao possibilidade de controle de pH nestes experimentos dificultou
muito a obtencdo de um regime estacionario, que é o que se espera de culturas

continuas, pois o pH ideal para este microrganismo é pH 7,0.

Os problemas com a instabilidade do suporte frente aos
componentes do meio de cultivo e ao controle de pH, influenciaram a obtencé&o
de resultados mais consistentes. A escolha pela utilizacdo do alginato de sédio
como suporte de imobilizacdo neste trabalho, deve-se ao fato deste ja ter sido
utilizado em trabalhos anteriores pelo grupo de pesquisa (GABARDO et al.,
2012, SILVEIRA, 2007), ser uma técnica de imobilizacao relativamente facil, de

baixo custo e de facil obtencdo no mercado.

Os trabalhos realizados anteriormente com esferas de alginato,
foram realizados utilizando soro de queijo como substrato, que nao afetou a
durabilidade das esferas. Os resultados obtidos, sugerem que este suporte,
nas condicbes em que foram realizados os experimentos, ndo pode ser usado
para imobilizac&o celular em reatores para converséao biologica de glicerol, pois
a durabilidade das esferas vai depender do meio sintético que € utilizado, pois

0s componentes do meio pode influenciar na durabilidade das esferas.
4.8.Biorreatores com células imobilizadas em leito fixo continuo

Foram realizados experimentos em biorreatores leito fixo para
avaliar o desenvolvimento do microrganismo durante a fermentacdo. Foram
utilizados 60 mL de esferas e 300 mL de meio de cultivo, o experimento foi
conduzido a 37 °C. A taxa de diluicéo usada foi 0,05 h™, o meio de alimentacéo

possuia 65 g L™ de glicerol.
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A Figura 16 mostra a cinética deste experimento, a partir das 10 h de
cultivo quando comeca o sistema continuo, ocorre um periodo de instabilidade
e ndo ocorre um regime estacionario. Com 72 h de fermentagcdo comeca um

regime estacionario.
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Figura 16. Producéo de 1,3-PD em biorreatores com células imobilizadas em leito fixo
continuo. (m) glicerol residual, (e) 1,3-PD, (A) 2,3-BD, (¢) etanol e (V) pH. Os
resultados representam a média de duplicatas.

Pode-se observar que por ser leito fixo, onde n&o ocorre recirculagao
de meio de cultivo a batelada € mais lenta. Quando comparada ao leito
fluidizado (Figura 15), onde o sistema interno é homogéneo devido a mistura
gue ocorre em funcao da fluidizacdo, aqui no cultivo em batelada leva-se em

torno de 24 h para ter a mesma producéo de 1,3-PD. Por este motivo o regime

continuo comecgou com 24 h de cultivo.

A melhor performace dos biorreatores em leito fluidizado reflete uma

eficiente transferéncia de massa deste sistema em relacdo aos biorreatores em
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leito fixo, devido a homogenizacdo do meio que é realizado através da

recirculagdo, com auxilio de bomba peristéltica (GABARDO et al., 2012).

Com relacdo ao pH, durante o sistema continuo ndo foi observado
uma alteracdo significativa, devido ao fato de sempre estar entrando no
sistema meio de alimentacdo novo. Como ja foi visto anteriormente, valores de

pH inferiores a 6,0 ndo favorecem a producéo de 1,3-PD.

A partir dos resultados aqui apresentados e discutidos, torna-se
necessario o aprofundamento de estudo sobre outros suportes de imobilizacéo,
gue nao sejam prejudicados pela composi¢cdo do meio de cultivo utilizado para

a producédo de 1,3-PD e para que seja possivel o controle de pH do sistema.

Outro ponto que de certa forma é positivo, é que este
microrganismo é capaz de produzir grandes quantidades de 2,3-BD. E que o
pH é o principal fator que influencia sua producdo. Sendo assim, este produto

pode ser outra linha de pesquisa possivel de ser estudada.

A producao biotecnoldgica de 2,3-BD tem apresentado um grande
interesse por parte de pesquisadores e uma alternativa a sintese quimica.
2,3-BD possui diversas aplicacbes praticas como: producdo de borracha
sintética, plastificantes, fumegantes, agente anticongelante, aditivo de

combustivel e muitos outros (CELINSKA & GRAJEK, 2009).
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4.9 Avaliagdes das imagens obtidas com microscopia eletronica

(MEV)

Pela observacdo das imagens de microscopia eletronica de
varredura, observa-se a imobilizagdo do microrganismo. A Figura 17a e 17b
mostram a estrutura da esfera (setas brancas) e as células imobilizadas de
K. pneumoniae BLh-1 (setas pretas) no tempo zero, pelas imagens do MEV

células imobilizadas.

.

18kl KZ, - 181m

XS5, 588 ZMm

Figura 17. Imagem de Microscopia Eletrénica com esferas no inicio do experimento.
(a) aumento de 2,500 X e (b) aumento de 5,500 X.
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A Figura 18a e 18b mostram as imagens obtidas das esferas com
células imobilizadas no final da fermentagdo, mostrando a colonizacdo do
microrganismo em toda a esfera. Sugerindo um crescimento vigiroso nas

condicdes do presente trabalho.

18kl

Figura 18. Imagem de Microscopia Eletronica com esferas no final do experimento.
(a) aumento de 2,000 X e (b) aumento de 3,500 X.

Estas imagens estdo ilustrando e confirmando que houve

imobilizagdo do microrganismo no suporte de imobilizacéo.



5. CONCLUSOES

Neste estudo foram determinados como parametros a serem
utilizados no processo de imobilizacéo, a concentracéo celular é de 100 mg de
biomassa umida por mL da solucédo de alginato de calcio e diametro de 3,40
mm como diametro das esferas com células imobilizadas, pois apresentaram a

melhor produtividade em relacdo aos parametros estudados.

A partir dos resultados apresentados nesse trabalho, pode-se
observar a producdo de 1,3-PD a partir de glicerol residual utilizando K.
pneumoniae BLh-1 na forma imobilizada em agitador orbital e que a
produtividade de 1,3-PD com células imobilizadas foi melhorada em relacdo as
produtividades obtidas com células em suspensdo, sendo a imobilizacdo

celular uma opcao biotecnolégica relevante para a producéo de 1,3-PD.

Pela analise dos resultados, foi observado que a reutilizacdo das

células imobilizadas por longos periodos de cultivo é possivel.

Foi observado a producdo de 1,3-PD nos experimentos em
biorreatores com células imobilizadas e o controle de pH se configura como

necessario para obtencdo de melhores resultados em relacdo a producédo de
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1,3-PD e para diminuir a producédo de outros metabdlitos que possam interferir

no metabolismo da K. pneumoniae BLh-1.

A utilizacdo de alginato de sédio como suporte de imobilizacdo
celular ndo se mostrou adequado, nas condi¢cdes testadas, devido a sua
instabilidade em funcdo da composicdo do meio de cultivo utilizado nos

experimentos e a solucao de controle de pH utilizadas.

Através das imagens de microscopia eletrbnica observou-se a

imobilizac&o e a colonizagdo do microrganismo no suporte de imobilizagao.



6. PERSPECTIVAS

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, sugerem-se

como continuidade da pesquisa com imobilizacao celular:
e A busca por novos suportes de imobilizacéo.

e Um estudo mais aprofundado da rota metabdlica deste
microrganismo, relacionados as enzimas, cofatores e genes

envolvidos no metabolismo do microrganismo.

e Busca por outros microrganismos capazes de produzir

1,3- propanodiol.

e Aprofundamento de estudos sobre a producdo de

2,3-butanodiol por K. pneumoniae BLh-1.

e Avaliar reciclos com células imobilizadas em biorreatores.
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