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Este trabalho investiga o uso de glicerol residual como substrato e melago de
cana-de-agucar como co-substrato para a producdo de (2R,3R)-butanodiol pela bactéria
Paenibacillus polymyxa PM 3605, um micro-organismo considerado GRAS (geralmente
reconhecido como seguro). Para isso, ensaios de fermentacdo foram conduzidos em
frascos agitados, objetivando a selecdo de condices adequadas de cultivo em termos
de: fontes de carbono e de nitrogénio, tipo de substrato (comercial ou residual),
concentracdo inicial de substrato e de in6culo. Ensaios preliminares foram conduzidos
em biorreator, a partir do qual foi evidenciada a necessidade de se realizar a otimizacgéo
dos parametros pH, agitacdo e aeracao, considerados criticos ao processo. Os melhores
resultados encontrados em frascos agitados foram: producdo de 18,9 g.L™*; rendimento
de 0,39 g.g™ e produtividade de 0,13 g.L"".h™ de 2,3-butanodiol, em meio contendo 50
g.L™ de glicerol residual e 10 g.L™" de melaco. Os ensaios em biorreator ndo foram
eficientes, devido as dificuldades impostas pelas condi¢des fermentativas “ndo-
Otimizadas” adotadas. Mesmo assim, a partir dos resultados citados, foi possivel
conhecer um pouco o comportamento metabdlico da P. polymyxa PM 3605, bem como
as vias para as quais o carbono foi direcionado e que culminaram na producéo de &cidos
organicos, como succinico, acético, latico e formico, alem das formas levo e meso de
2,3-butanodiol. Por fim, um levantamento de patentes para esta investigacdo permitiu a
verificagdo do nivel de desenvolvimento tecnolégico do processo fermentativo,

demonstrando o qudo promissor ele €, do ponto de vista produtivo e econémico.



Abstract of Dissertation presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the
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(2R,3R)-BUTANEDIOL PRODUCTION BY Paenibacillus polymyxa PM 3605 USING
ALTERNATIVE SUBSTRATES AS CARBON SOURCES

Daniel Tinco Campos Neto
October/2017

Advisors: Denise Maria Guimaraes Freire
Leda dos Reis Castilho

Department: Chemical Engineering

This work investigates the use of residual glycerol as substrate and sugarcane
molasses as a co-substrate for the production of (2R,3R)-butanediol by the bacterium
Paenibacillus polymyxa PM 3605, a GRAS microorganism. For this, fermentation tests
were conducted in shaken flasks, aiming the selection of suitable conditions of
cultivation in terms of: carbon and nitrogen sources, substrate type (commercial or
residual), initial substrate concentration and inoculum size. Preliminary tests were
conducted in a bioreactor, from which it was evidenced the need to perform the
optimization of pH, agitation and aeration parameters, considered critical to the process.
The best results found in shaken flasks were: production of 18.9 g.L™; yield of 0.39 g.g"
! and productivity of 0.13 g.L™.h™ of 2,3-butanediol, in medium containing 50 g.L™
residual glycerol and 10 g.L™* molasses. The bioreactor trials were not efficient, due to
the difficulties imposed by the "non-optimized” fermentation conditions adopted.
Nevertheless, from the mentioned results, it was possible to know a little the metabolic
behavior of P. polymyxa PM 3605, as well as the pathways to which the carbon was
directed and which culminated in the production of organic acids, such as succinic,
acetic, lactic and formic, in addition to the levo and meso forms of 2,3-butanediol.
Finally, a survey of patents for this research allowed the verification of the level of
technological development of the fermentation process, demonstrating how promising it

is, from a productive and economic point of view.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de processos biotecnologicos para a producdo de produtos
quimicos, sobretudo, os chamados “quimicos de plataforma” (bulk chemicals), tem
ganhado especial atengdo nas Ultimas décadas, em razdo do aumento das pressdes
ambientais sobre as tradicionais fontes de energia, principalmente o petréleo, bem como
do futuro esgotamento e dos altos precos de mercado associados a essas fontes fosseis.
Além disso, 0s processos produtivos convencionais requerem uma alta quantidade de
energia e uma catalise de alto custo (WONG et al.,, 2012), onerando, como
consequéncia, a producdo. Diante disso, as rotas biologicas para producdo comercial em
larga escala surgem como alternativa econdmica e produtiva, capaz de integrar,
inclusive, a producdo de combustiveis com a geracdo de energia, de maneira eficiente
(NAN et al., 2014).

Dentre os produtos obtidos por rotas bioldgicas, o 2,3-butanodiol se destaca,
uma vez que apresenta aplicacGes industriais multifacetadas, que incluem: perfumaria,
explosivos, plasticidas, alimentos, farmacos, tintas e combustiveis. Adicionalmente, seu
potencial para geracdo de 1,3-butadieno, principal constituinte das borrachas sintéticas,
e sua possibilidade de desidratacdo, levando a metil-etil-cetona, um eficiente aditivo a
gasolina, usado também como solvente em resinas e tintas, vem contribuindo para o seu
destaque, cada vez mais expressivo, na industria biotecnologica (CELINSKA e
GRAJEK, 2009).

O 2,3-butanodiol pode ser sintetizado sob trés diferentes formas isoméricas:
meso, levo e dextro rotatorias. Dessas, a forma levo é considerada a mais interessante
industrialmente, devido as suas propriedades fisico-quimicas, com destaque ao ponto de
congelamento de -60°C, que a permite ser aplicada como anti-congelante, e a sua
natureza quiral, que contribui para uma melhor conversao nos diferentes derivados ja
mencionados (YU et al., 2011). Diferentes micro-organismos sdo capazes de sintetizar o
2,3-butanodiol, no entanto, as bactérias sdo conhecidas como os melhores produtores,
principalmente dos seguintes géneros e espécies: Klebsiella; Paenibacillus; Bacillus

licheniformis e B. amyloliquefaciens; Serratia; e Enterobacter (JI et al., 2011).

A espécie Paenibacillus polymyxa tem se mostrado promissora na producéo de

2,3-butanodiol, ndo somente por sua capacidade fermentativa, mas também por algumas



caracteristicas, como: ndo-patogenicidade (bactéria classificada no grupo de risco 1, que
indica uma baixa capacidade de contaminagdo humana); producédo preferencial da forma
levo (com cerca de 98% de pureza em detrimento as demais formas isoméricas); e uso
de substratos ndo-convencionais (como glicerol comercial e residual — com e sem sebo).
Essas particularidades tém contribuido para o aumento das investigacdes de 2,3-

butanodiol utilizando esse micro-organismo (YU et al., 2011).

Apesar dos avancos obtidos nos estudos de producdo de 2,3-butanodiol, a
viabilidade econémico-produtiva dessa biomolécula ainda é bastante questionavel, uma
vez que a alta concentracdo final do composto no meio de fermentacdo é um pré-
requisito critico para sua comercializacdo e alguns fatores limitam essa condigdo
(OKONKWO et al., 2017). Dentre eles, a presenca de sub-produtos, como: formato,
lactato e etanol, que deslocam o carbono para suas sinteses, comprometendo o
rendimento de 2,3-butanodiol. Além do fator metabdlico, a produgdo de
exopolissacarideos (EPS), em determinadas condi¢des de cultivo, promove um efeito
negativo sobre a etapa downstream, em que a recuperacdo do 2,3-butanodiol se torna
dispendiosa e complexa, em razdo da elevada viscosidade e pouca homogeneidade do
meio (HARLER et al., 2012; LI et al., 2013). Como consequéncia, o custo global do

processo aumenta.

Diferentes estratégias, no entanto, tém sido adotadas para melhorar a producéo
de 2,3-butanodiol, como: melhoramento de linhagens microbianas produtoras do diol;
otimizacdo das condi¢des fermentativas; construcdo de modelos matematicos para
controle do processo; e uso de fontes de carbono e de nitrogénio de baixo custo. A
priori, para que um eficiente processo industrial em larga escala seja estabelecido, €
necessario um meio nutricionalmente adequado para a sintese de 2,3-butanodiol e 0 uso
de parametros operacionais otimizados. Nesse contexto, as matérias-primas residuais da
agroindustria surgem como opcdes viaveis, capazes de fornecer os nutrientes e a energia
necessarias a atividade metabolica microbiana. Ademais, se associadas as condi¢des
Otimas de cultivo, como pH e temperatura, a producdo de 2,3-butanodiol pode ser
significativamente melhorada (PRIYA et al., 2016).

O glicerol em substituicdo a glicose pura, com destaque ao glicerol residual,
também conhecido como glicerina e glicerina loira, € um exemplo de substrato de baixo

custo, capaz de fornecer carbono e energia suficientes para varios micro-organismos. A
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sintese de 2,3-butanodiol a partir de glicerol também apresenta carater acido-misto,
porém a geracdo de piruvato ndo esta condicionada as enzimas da glicolise. Logo,
existem menos intermediarios na via metabdlica, fazendo com que a sintese ocorra com
maior rapidez, se respeitadas as condi¢fes 6timas de pH e temperatura. Além disso, o
glicerol residual, ao ser aproveitado na fermentagédo, tem seu problema de disposi¢édo
minimizado, uma vez que, atualmente, sua producdo é resultante do processo de
transesterificacdo, que da origem ao biodiesel. Nessa reacdo, o glicerol é produzido na
concentracdo de 10,0% (m/v), sob a forma de sub-produto, o que o caracteriza como um
residuo (ANITHA et al., 2016). Portanto, sua fermentacdo ndo somente agrega valor ao
produto, como também garante o uso de uma tecnologia de aproveitamento de
biomassa, considerada limpa e que permite o estabelecimento da sustentabilidade de

processos.

A fonte de nitrogénio, por sua vez, também tem sido substituida. O uso de
extrato de levedura é considerado economicamente inviavel aos processos industriais,
devido ao seu elevado custo. Logo, a busca por alternativas, como o uso do licor de
milho e de extratos de levedura produzidos de maneira menos custosa, tem sido
priorizada (ADLAKHA e YAZDANI, 2015). Em ambos os casos, a disponibilizacdo de
nitrogénio é fundamental para a sintese proteica microbiana, a partir da qual novas
enzimas podem ser obtidas, bem como biomassa, de modo que a producdo de 2,3-
butanodiol ocorra de forma equilibrada e eficiente. A quantidade adequada de
nitrogénio no meio é fundamental, ainda, para evitar a formacdo de EPS, que
compromete o rendimento de 2,3-butanodiol, além de prejudicar a oxigenacdo e a
viscosidade do meio (LEE et al., 1997).

Em relagdo as condicBes de pH e temperatura, é sabido que cada micro-
organismo apresenta valores 6timos, nos quais a producdo de 2,3-butanodiol ¢ maxima
(MA et al., 2009). Os biossistemas sdo dependentes desses parametros, uma vez que
estes agem diretamente sobre a atividade enzimatica e sobre o metabolismo celular.
Consequentemente, a determinagdo das condigdes 6timas € fundamental para que os
processos de conversdo, tanto da fonte de carbono quanto da fonte de nitrogénio,

acontecam corretamente (SYU, 2001).

A disponibilizagdo de oxigénio é outro fator determinante na produgéo de 2,3-
butanodiol. Um meio altamente aerado tende a apresentar baixa seletividade da forma
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levo do diol, fazendo com que a forma meso seja produzida de maneira preferencial. Se
as condicOes de microaerobiose no meio de cultivo sdo alteradas, a producdo de meso-
2,3-butanodiol é favorecida e o rendimento do levo-isbmero €, por consequéncia,
reduzido (CELINSKA e GRAJEK, 2009).

A aeracdo do meio esta, também, associada a producdo de biomassa e CO, pois
quando os valores de oxigénio excedem o limite, o 2,3-butanodiol € consumido para a
geracdo de energia e para a manutencao celular. Entretanto, a reducdo expressiva de
oxigénio pode causar efeito semelhante no rendimento de 2,3-butanodiol, uma vez que a
biomassa é desfavorecida, impedindo, assim, que haja células suficientes para a
fermentacdo. Portanto, a produtividade do diol e a geracdo de biomassa s&o um
resultado direto da disponibilidade equilibrada de oxigénio, 0 que comprova sua
importancia no contexto da fermentagio (CELINSKA e GRAJEK, 2009).

Por fim, o modo de conducdo do processo € outro fator a ser levado em
consideracdo. Basicamente, existem trés modos de operacdo: batelada, batelada
alimentada e continuo (este ultimo pode apresentar outras configuragdes, como continuo
com reciclo). As duas primeiras formas sdo mais utilizadas que a terceira, embora um
cultivo continuo apresente maior produtividade e capacidade de produzir grandes
quantidades de produto. Todavia, os problemas de contaminacédo e perda de material sdo
maiores nesse tipo de conducgdo. Por esse motivo, os estudos cientificos ddo enfoque as
bateladas. A literatura reporta uma producdo de 15 a 80 g.L™* de 2,3-butanodiol para
batelada e cerca de 19,5 a 111 g.L™" para a batelada alimentada (valores méximos
reportados até o momento), usando glicose comercial como substrato (citado por
OKONKWO et al., 2017). Esses valores sdo justificados pelo fato de a batelada
alimentada permitir o uso de maiores quantidades de substrato, sem haver
comprometimento metabdlico e sem afetar as taxas de crescimento celular, quando
comparada a batelada simples. Com isso, 0 uso da batelada alimentada tem sido
recorrente em VArios trabalhos cientificos e em diversas aplicacdes industriais, como

estratégia de melhoria da producéo, com destaque ao 2,3-butanodiol (JI et al., 2011).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo investigar o uso de glicerol
residual como fonte de carbono de baixo custo, em meio de cultivo contendo melaco de
cana-de-acgucar, funcionando como co-substrato, a fim de se garantir uma producédo

eficiente de 2,3-butanodiol, do ponto de vista econémico e produtivo. Além disso, foi
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utilizada uma bactéria ndo-patogénica da espécie Paenibacillus polymyxa, como micro-
organismo de trabalho, de maneira a permitir uma conducdo segura do processo, tanto
em frascos agitados quanto em biorreator. Os parametros fermentativos pH, aeragéo e
agitacdo foram preliminarmente analisados, com o intuito de se conhecer sua influéncia
sobre a sintese de 2,3-butanodiol. Por fim, um levantamento de patentes foi realizado, a

fim de se conhecer o nivel de desenvolvimento da tecnologia investigada neste estudo.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. 2,3-butanodiol

2.1.1. Caracteristicas e Aplicacoes

O 2,3-butanodiol (2,3-BDO), também conhecido por 2,3-butileno glicol, 2,3-
dihidroxibutano, dimetiletileno glicol e butano-2,3-diol (IUPAC), é um &lcool incolor,
inodoro e altamente viscoso, com massa molecular de 90,121 g.mol™ e férmula
molecular C4H100, (CELINSKA e GRAJEK, 2009).

O 2,3-BDO pode ser encontrado sob trés formas isoméricas distintas: dextro-
rotatoria L(+), levo-rotatdria D(-) e meso. Seus isdbmeros sdo caracterizados por
apresentarem um alto ponto de ebulicdo, superior ao da agua, variando entre 177°C e
182°C. Em decorréncia da grande quantidade de agua presente no caldo de fermentacéo,
a recuperacdo desse composto por destilacdo é dificultada. Por esse motivo, métodos
alternativos de recuperagdo tém sido desenvolvidos, como: o0smose reversa,

pervaporacdo, extracdo por solvente e salting out (JI et al., 2011).

A Figura 1 ilustra os trés isomeros do 2,3-BDO.

oH oL OH
H3C - H C\/k
OH OH OH
D-()-2,3-BDO meso - 2,3 - BDO L-(+)-2,3-BDO
Levo - isdbmero Opticamente inativo Dextro - isbmero
(2R, 3R) (2S, 39)

Figura 1: Formas isoméricas do 2,3-butanodiol.



O 2,3-BDO apresenta diferentes aplicacBes industriais, devido as suas
propriedades fisico-quimicas. Um exemplo é o uso comercial como anticongelante, uma
vez que apresenta baixo ponto de congelamento, em torno de -60°C (YU et al., 2011).
Outra propriedade interessante é o seu calor de combustio (cerca de 27200 J.g™),
comparavel ao de combustiveis liquidos, como o metanol (cerca de 22080 J.g™) e o
etanol (cerca de 29055 J.g7%) (FLICKINGER, 1980). Sua desidratacéo leva & formacao
de metil-etil-cetona (MEK ou butan-2-ona), cujo calor de combustéo é superior ao do
etanol, sendo, por isso, considerado um eficiente aditivo de combustiveis. Por fim, ele
apresenta um alto indice de octano, servindo também, por essa razdo, de refor¢o a
gasolina (GARG e JAIN, 1995).

O 2,3-BDO é considerado um composto biodegradavel. Essa caracteristica lhe
permite ser aplicado na fabricacdo de produtos menos agressivos ao meio ambiente, 0
que o coloca numa posicdo de destaque no mercado. A indlstria de solventes e de
polimeros é um exemplo de segmento que aproveita essa vantagem ecoldgica para
utilizad-lo como agente de ligacdo na producao de tintas (BERBERT-MOLINA, 1995).

0 2,3-BDO pode ser convertido, também, em outros compostos, empregados em
tecnologias ligadas aos setores: alimenticio, médico, farmacéutico e de cosméticos
(GARG e JAIN, 1995). A desidrogenacdo catalitica desse alcool produz diacetil, usado
como aditivo alimenticio, de alto poder flavorizante, capaz de conferir sabor
amanteigado aos alimentos (BARTOWSKY e HENSCHKE, 2004). O diacetil possui
propriedades bacteriostaticas, responsaveis por inibirem o crescimento de micro-
organismos patogénicos (UNDERKOFLER e HICKEY, 1954). A esterificacdo do 2,3-
BDO gera produtos de aplicacdo cardiovascular, transportadores de farmacos e
perfumes (GARG e JAIN, 1995; PETRINI et al., 1999).

Outro importante derivado do 2,3-BDO é o 1,3-butadieno, utilizado na
fabricacdo de borracha sintética. Majoritariamente, o 1,3-butadieno é obtido através da
conversdo de petrdleo, porém estudos tém sido desenvolvidos objetivando sua obtengéo
por meio de fontes alternativas, sobretudo, residuais, como a biomassa. Ndo somente as
questdes ambientais tém estimulado essas novas pesquisas, mas, principalmente, a
perspectiva futura de escassez de oferta das fontes convencionais, bem como seus altos
precos (ROMIO, 2014).



A Tabela 1 apresenta alguns derivados do 2,3-BDO, seus processos de obtengéo
e suas principais aplicagoes.

Tabela 1: Derivados do 2,3-BDO, seus processos de geragdo e suas principais

aplicacdes.
Derivado do Processo de Aplicacses Referéncias
2,3-BDO obtencéo plicag Bibliogréficas
Octano Hidrogenacéo Combustivel BIALKOWSKA(2016)
Metil-etil- Desidratacao Combustiveis (avibes), SYU (2001);
cetona catalisada por resinas, tintas e solventes Ll etal. (2013)
acido
Poliuretano- Aplicagdes
maleimidas Esterificagéo cardiovasculares e TANZI et al. (1999)
(PUMAS) medicamentos diversos
r Latex, plasticos, calgados,
" Desidratacao modificadores de asfaltos ROMIO (2014)
butadieno . ,
e aditivos de 6leos
lubrificantes
Acetoina Desidrogenacdo  Flavorizante responsavel FAVERI et al. (2003)
por aromas e esséncias
Componentes . Aditivo a gasolina, similar
i Cetalizacdo . . VOLOCH et al. (1985)
de Tetrametil ao MTBE (metil terc-butil
éter)
2,3- Precursores de farmacos e
butanodiol Esterificacédo cosméticos; e plastificante  VOLOCH et al. (1985)
diéster de polimeros

termoplasticos




2.1.2. Producéo biotecnologica

2.1.2.1. Contextualizacgdo historica

A producédo de 2,3-BDO por via biotecnoldgica comecou a ser investigada no
inicio do século XX, pelos pesquisadores Harden e Walpole (1906) e Harden e Norris
(1912), que empregaram a bactéria Klebsiella pneumoniae como micro-organismo de
trabalho (MAGEE e KOSARIC, 1987). Em 1926, culturas de Paenibacillus polymyxa
foram aplicadas pela primeira vez (GARG e JAIN, 1995), objetivando uma producéo

mais segura, uma vez que essa bactéria ndo apresenta patogenicidade.

A producéo industrial de 2,3-BDO foi primeiramente proposta por Fulmer et al.
(1933), sendo consideravelmente estimulada durante o periodo da Segunda Guerra
Mundial (JI et al., 2011). Esse estimulo foi justificado pelo fato de 0 2,3-BDO ser um
precursor quimico do 1,3-butadieno, composto usado na sintese de borracha sintética,
de interesse tecnoldgico entre os paises envolvidos na guerra (NUNES et al., 2005).
Diante desse contexto, fermentacdes passaram a ser conduzidas em escala piloto.
Entretanto, o desenvolvimento desse bioprocesso foi afetado pela producdo de 1,3-
butadieno a partir do petréleo, cuja rota quimica foi considerada economicamente mais

vantajosa (de baixo custo) (JI et al., 2011).

Em 1970, com a crise do petréleo, o uso da biomassa para a geracédo de 2,3-BDO
voltou a ganhar atencdo (VOLOCH et al., 1985), o que culminou em um novo interesse
pela producdo em larga escala. Atualmente, a busca por uma economia sustentavel, de
aproveitamento de carbono e de eficiéncia energética, tem contribuido com o
desenvolvimento do processo biotecnolégico (LI et al., 2010). Isso tem auxiliado o
desenvolvimento das chamadas biorrefinarias, caracterizadas por integrarem 0 uso de
recursos renovaveis com o processo tradicional de geracdo de energia (RAGAUSKAS
et al., 2006; VAN HAVEREN et al., 2008), o que, por sua vez, mantém ativa a cultura
de sustentabilidade visada pelas inddstrias além de estimular, cada vez mais, a sintese
bioldgica de 2,3-BDO.



2.1.2.2. Micro-organismos produtores

As bactérias sdo consideradas os produtores de maior potencial produtivo e
econémico, dentre 0s micro-organismos capazes de gerar, industrialmente, 2,3-BDO
(GARG e JAIN, 1995). As principais espécies produtoras pertencem aos géneros:
Klebsiella, Enterobacter, Bacillus e Serratia (MADDOX, 1996). Cada uma delas é
capaz de produzir uma mistura distinta de estereoisémeros de 2,3-BDO, segundo suas
caracteristicas metabdlicas proprias. De um modo geral, a producéo de 2,3-BDO ocorre
sob a forma de uma mistura isomérica, que normalmente contém dois dos trés isdmeros
existentes (CELINSKA e GRAJEK, 2009).

Até o presente momento, as bactérias Klebsiella oxytoca e K. pneumoniae, bem
como Paenibacillus polymyxa, tém sido majoritariamente empregadas na producgéo
eficiente de 2,3-BDO, sobretudo em raz&o de algumas caracteristicas que apresentam (JI
etal., 2011).

A bactéria do género Klebsiella é capaz de gerar, pelo menos, o dobro da
quantidade de 2,3-BDO produzida por P. polymyxa, a partir de um meio de cultivo
simples do ponto de vista nutricional. Além disso, pode metabolizar os principais
acucares presentes em hidrolisados de hemicelulose e celulose (CHANDEL et al.,
2010). No entanto, sua maior limitacdo é o fato de ser uma espécie com linhagens
patogénicas, 0 que compromete sua aplicagdo em processos em larga escala (JI et al.,
2011).

P. polymyxa, por sua vez, é capaz de produzir a forma levo de 2,3-BDO, com um
grau de pureza de até 98%, considerada um isdmero de facil manipulacdo quimica e
com propriedades anti-congelantes, interessantes em determinadas aplicac@es industriais
(OKONKWO et al., 2017). Ela pode fermentar xilana, inulina e amido, bem como
sintetizar xilanase, inulase ¢ a-amilase, enzimas que degradam polimeros a agucares de
cadeias mais simples (GAO et al., 2010), além de hidrolisados lignocelulosicos, que
podem ser usados como substratos na sintese de 2,3-BDO. Além disso, essa bactéria é
ndo-patogénica, classificada no grupo de risco 1, o que permite sua aplicag¢do industrial
segura. Entretanto, alguns sub-produtos podem ser produzidos, o que acaba
comprometendo o rendimento e a purificacdo de 2,3-BDO, dependendo de sua
guantidade no meio (MADDOX, 1996).
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A escolha do micro-organismo de trabalho dependera do objetivo que se almeja
no bioprocesso: se seguranga em larga escala, se determinado isdbmero ou se maior
producdo de 2,3-BDO (JI et al, 2011). Em cada caso, o conhecimento das
caracteristicas bioldgicas do micro-organismo faz-se necessario, sendo indispensavel ao

desenvolvimento do processo industrial.

2.1.2.3. Rotas metabdlicas

A biossintese de 2,3-BDO é metabolicamente dependente de trés enzimas,
consideradas enzimas-chave do processo: a-acetolactato sintase (ALS), a-acetolactato
descarboxilase (ALDC) e 2,3-BDO desidrogenase (BDH, também chamada de acetoina
redutase) (JI et al., 2011).

Todas essas enzimas apresentam atividade étima em pH &cido, condicdo na qual
0 piruvato, originado da glicdlise ou da combinagdo entre a via glicolitica e a via das
pentoses-fosfato, € convertido em 2,3-BDO, um metabolito neutro, além de acetato,
lactato, succinato, acetoina e etanol (MADDOX, 1996). Por conta dessa conversao
caracteristica, a fermentacdo de 2,3-BDO ¢ conhecida como butileno-glicélica (VAN
HOUDT et al., 2007) ou de pH misto.

Cada micro-organismo apresenta sua rota e sua atividade metabdlicas. Logo, a
via biotecnoldgica pode diferir conforme a espécie de bactéria utilizada. Entretanto, de
um modo geral, o piruvato é, inicialmente, convertido em o-acetolactato, a partir da
acdo da enzima ALS. Essa enzima promove a descarboxilagdo do piruvato, sob
condicdes anaerdbias e de baixa disponibilidade de NADH. A presenca de oxigénio
inativa a ALS, o que afeta a producio de 2,3-BDO (CELINSKA e GRAJEK, 2009).

A enzima ALDC ¢ responsavel pela conversao do a-acetolactato em acetoina,
que por sua vez é convertida em 2,3-BDO pela a¢do da enzima BDH, na auséncia de
oxigénio. Caso o a-acetolactato entre em contato com um ambiente aerdbio, uma
descarboxilacdo espontanea é favorecida, levando a geracdo de diacetil. O diacetil é
convertido em acetoina pela enzima diacetil redutase e, por fim, a enzima BDH
promove a reducéo da acetoina a 2,3-BDO (CELINSKA e GRAJEK, 2009).
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Todas as enzimas e substancias presentes na rota produtiva do 2,3-BDO séo
obtidas nas fases exponencial e estacionéria do crescimento microbiano (estacionaria
quando em frascos agitados), pois nelas ocorre a limitacdo de oxigénio, condigéo
necessaria para suas sinteses (MALLONEE e SPECKMAN, 1988). O pH éacido
contribui, ainda, para a obtencdo de varias dessas enzimas, ao permitir que o acetato,

gerado paralelamente ao 2,3-BDO, induza suas formacgdes (BRYN et al., 1973).

A Figura 2 ilustra a via fermentativa de produc¢édo do 2,3-BDO, bem como dos

sub-produtos etanol, acetato, lactato e formato.

2.1.2.3.1. Sintese dos isdbmeros de 2,3-BDO

O mecanismo responsavel pela formacdo dos isémeros de 2,3-BDO ainda ¢
pouco conhecido, mas muito discutido entre especialistas da area. Desde 1960,
estudiosos tentam estabelecer modelos capazes de explicar a sintese de cada forma
isomérica, baseando-se, para isso, em mecanismos bioquimicos, que levam em
consideracdo a atividade especifica de determinadas enzimas, conforme o tipo de micro-

organismo utilizado (JI et al., 2011).

Ui et al. (1984) propuseram modelos de sintese dos isdmeros para as bactérias K.
pneumoniae e P. polymyxa, baseando-se na existéncia de algumas enzimas. No caso de
K. pneumoniae, eles atribuiram a trés 2,3-BDO desidrogenases a responsabilidade pela
geracdo de cada isdbmero: meso-2,3-BDO desidrogenase (D-(-)-acetoina), meso-2,3-
BDO desidrogenase (L-(+)-acetoina) e L-(+)-2,3-BDO desidrogenase. Para P.
polymyxa, eles propuseram um modelo baseado em duas enzimas: NADPH-dependente
diacetil redutase (L-(+)-acetoina) e D-(-)-2,3-BDO desidrogenase, cujas atividades

justificaram a formacéo dos isémeros levo e meso.

A Figura 3 ilustra a rota metabolica de sintese de cada um dos trés isdmeros de
2,3-BDO.

12



H o)
H H
O
O OH
o H OH °
H3C\/< Gli
Icose 2 H
2 \ o
OH
Lactato + a o
2 NAD k
Formato
O
2 NADH 2 HC
OH
2 NADH o Piruvato 2 NADH
b
2 NAD" \A 2 NAD"
e CO, h
{ o o )
co, I co,
H C/\O OH
o et on o
3
\\ o - acetolactato ”
2 CoA CH; l\: 2 HC CoA
acetil - CoA co, acetil - CoA
i
Goa <} P! |O 4) 2 NADH
CH, CoA
f HsC .
2 NAD
OH acetoina
I i i
NADH
2 Hsc& ° I
il . /\H
oO—p—0 NAD 2 HiC
. acetaldeido
O
) OH i
acetil - fosfato )\(CH3 2 NADH
2 ADP HsC
OH . +
2,3 - butanodiol 2 NAD
2 ATP
/’OK
(@] 2 HiC H
2 H3C% etanol
- a- Enzimas da glicdlise ou via das pentoses; b- Acetolactato sintase (ALS); c- Acetolactato
O descarboxilase (ALDC); d- Acetoina redutase (BDH); e, h, |- Piruvato-formiato liase;
acetato f- Fosfo-transacetilase; g- Acetato quinase; i- Acetaldeido desidrogenase; j- Etanol desidrogenase;

k- Lactato desidrogenase.

Figura 2: Rota metabolica de producéo de 2,3-BDO e de sub-produtos.
(Desenho proprio, baseado em MADDOX, 1996)
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Figura 3: Mecanismo de sintese dos isdmeros de 2,3-BDO, proposto para as bactérias
K. pneumoniae e P. polymyxa. As letras, correspondentes as enzimas, que estdo em
negrito sdo usadas por P. polymyxa, somente. A enzima g é considerada NADPH-
dependente, enquanto as demais sdo NADH-dependentes.

(Desenho proprio, baseado em Jl et al., 2011)
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2.1.2.3.2. Funcéo biologica do 2,3-BDO

A funcdo metabdlica da sintese de 2,3-BDO €, ainda, pouco conhecida. No
entanto, sabe-se que a producdo desse composto é essencial para 0s micro-organismos
produtores, sobretudo do ponto de vista fisiologico. Essa condicdo estd associada ao
fato de 0 2,3-BDO contribuir para a prevencao da acidificacao intracelular, em razéo de
sua natureza neutra, bem como participar da regulagdo de NADH/NAD" no interior das
células, o que ajuda a compensar a perda de energia associada a glicolise. Além disso,
ele consiste em uma forma de estocagem de carbono e energia, utilizados no
crescimento microbiano, especialmente na fase estacionaria, quando o substrato ja foi
totalmente consumido (CELINSKA e GRAJEK, 2009; JI et al., 2011).

2.1.3. Fatores determinantes de producao

2.1.3.1. Oxigénio dissolvido

A disponibilidade de oxigénio no meio de cultivo é um fator critico do processo,
uma vez que é responsavel pelo rendimento e produtividade de 2,3-BDO, bem como
pela formacdo de sub-produtos, conseguida a partir do direcionamento do metabolismo
para uma determinada via bioquimica (PETROV e PETROVA, 2010). Além disso, a
presenca adequada de oxigénio no meio promove a geracdo de biomassa celular, que
por sua vez levara a producdo de 2,3-BDO, a partir da assimilacao do substrato e demais

nutrientes.

O suprimento de oxigénio normalmente é conseguido por meio do controle de
duas condicBGes operacionais: aeracdo e agitagdo. O equilibrio entre a aeracdo e a
agitacdo tem impacto sobre o parametro kLa - coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio - de processos conduzidos em biorreator, em que o controle dessas
variaveis pode ser realizado de maneira eficiente. O kLa reflete a capacidade do sistema
em transferir oxigénio para a fase liquida, o que determina as condi¢Ges de

(micro)aerobiose vivenciadas pelas células.
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2.1.3.1.1. Aeracéo

A aeracdo é considerada a variavel mais importante nos processos de producédo
de 2,3-BDO, uma vez que esse composto é produzido sob condi¢bes de baixa
disponibilidade de oxigénio. A aeragdo se relaciona & manutencdo do equilibrio entre
NAD"* e NADH, que participam da rota metabdlica de 2,3-BDO e que dependem da
relacdo acetoina:2,3-BDO. Essa razdo surge a partir da reacdo reversivel entre acetoina
e 2,3-BDO, na qual o NADH da glicolise € regenerado pela acdo da enzima BDH
(BLOMQVISTET et al., 1993).

Nos ambientes de pouca aeracdo, classificados como microaerdbios, a atividade
da enzima ALS ¢ mantida e o a-acetolactato pode ser convertido em 2,3-BDO sem
nenhum problema. Em contrapartida, em ambientes aerobios, a enzima ALS pode ser
inativada, fendmeno explicado por Voloch et al. (1985). Vale ressaltar que nesse e em
outros estudos, as bactérias empregadas foram a Klebsiella e a P. polymyxa, micro-
organismos aerobio-facultativos, capazes, portanto, de obter energia por meio da
fermentacdo e da respiracdo. Essas diferentes rotas metabdlicas sdo simultaneamente
ativadas sob condic6es de baixa disponibilidade de oxigénio, que, a0 mesmo tempo em
que favorecem o rendimento de 2,3-BDO, levam a diminuicdo da taxa de conversdo
global do substrato a 2,3-BDO, devido a baixa densidade dptica celular produzida
(CONVERTI et al., 2003).

Apesar de 2,3-BDO ser um produto do metabolismo anaerdbico, e, portanto,
essa condicdo ser necessaria nos ensaios fermentativos, processos com aeracdo, para
controle da biomassa celular, tém sido investigados (PRIYA et al., 2016). Um exemplo
sdo os estudos de Metsovitt et al. (2012b), que verificaram a producéo de 2,3-BDO sob
condicdes aerdbicas, usando Enterobacter, em frascos agitados. Esses estudos revelam a
necessidade de se estabelecer a quantidade de oxigénio ideal a fermentacdo, a fim de
que um equilibrio entre a produtividade volumétrica de 2,3-BDO e a concentragédo
celular no meio de cultivo sejam alcangados (CELINSKA ¢ GRAJEK, 2009).

O estabelecimento da aeragdo ideal no processo € também importante para o
controle da sintese dos sub-produtos da fermentacdo de 2,3-BDO: etanol, formato,
acetato, lactato e acetoina, cujas producdes se ddo sob anaerobiose. Sob aeragédo

controlada, o etanol e o formato podem ser evitados e o0 substrato pode ser
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majoritariamente convertido em 2,3-BDO (MADDOX, 1996). No entanto, se o
oxigénio fornecido ao processo exceder a quantidade necessaria a fermentagdo, somente
dioxido de carbono (CO,) e biomassa celular serdo produzidos, fazendo com que haja

reducao nos niveis de 2,3-BDO, como verificado por Motiwani et al. (1993).

O controle do oxigénio é, portanto, variavel importante do processo, pois além
de contribuir com o rendimento e com a produtividade de 2,3-BDO, pode minimizar a
formacéo de sub-produtos, cuja presenca pode dificultar a recuperacdo do 2,3-BDO e,
consequentemente, encarecer a etapa de processamento downstream. Além disso, esses
sub-produtos podem atuar como inibidores da fermentacdo de 2,3-BDO,
comprometendo, novamente, a produgio desse alcool (CELINSKA e GRAJEK, 2009).

2.1.3.1.2 Agitacao

A agitacdo do meio de cultivo €, intrinsecamente, associada a aeracdo. A
importancia da agitagdo estd no fato de permitir a exposi¢cdo de novos substratos a
cultura celular, bem como de disseminar os metabdlitos em todo o ambiente de
fermentacdo (GARG e JAIN, 1995).

A agitacdo, assim como a aeracgdo, apresenta um valor 6timo, no qual a producéo
de 2,3-BDO é maximizada, mediante tipo de micro-organismo e natureza do substrato
utilizados (CELINSKA e GRAJEK, 2009). Normalmente, as fermentagdes sdo
conduzidas entre 300 e 800 rpm. Abaixo de 300 rpm, os nutrientes podem ndo ser
eficientemente disponibilizados ao micro-organismo (AMANULLAH et al., 2004), por
problemas operacionais do equipamento, dado o aumento da viscosidade do meio e da
producdo de exopolissacarideos (EPS). HaRler et al. (2012) observaram a formacéo de
biofilme no vaso de fermentacdo, conduzida a 300 rpm. Por outro lado, acima de 800
rpm, o processo torna-se demasiadamente caro, apesar de a produtividade volumétrica
tender a aumentar, bem como o kLa. No entanto, a seletividade dos isdmeros de 2,3-
BDO acaba diminuindo, o que pode comprometer o rendimento de uma forma
enatiomérica especifica, caso esse seja 0 objetivo da fermentacdo (HARLER et al.,
2012).
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Portanto, a agitacdo é particularmente importante a fermentacdo de 2,3-BDO,
pois contribui para o aumento da eficiéncia de conversdo do substrato e de geragdo do

produto de interesse, auxiliando, também, na transferéncia de oxigénio ao meio.

2.1.3.2. Temperatura

A temperatura € uma importante variavel do processo fermentativo, uma vez que
esta associada ao controle da atividade enzimatica e a manutencdo celular (GARG e
JAIN, 1995; MARWOTO et al.,, 2002). Em ambas as situacdes, uma faixa de
temperatura é considerada adequada para a fermentacdo microbiana, sendo que para a
fermentacdo bacteriana esta faixa varia de 30 a 35°C, considerando uma maxima
conversdo da fonte de carbono (CELINSKA e GRAJEK, 2009; LI et al., 2013).

O conhecimento da faixa ideal de temperatura é fundamental ao processo,
sobretudo porque cada micro-organismo apresenta uma regido 6tima de atividade, que
ndo sendo respeitada pode resultar em falhas na regulacdo metabdlica microbiana
(condi¢ao “sub-6tima”), bem como na degradacdo enzimatica (condi¢do “super-6tima”).
Além disso, essa temperatura étima depende da natureza e tipo de substratos usados, o
que ratifica a necessidade de se determinar, individualmente a cada linhagem
microbiana, a faixa ideal de temperatura (CELINSKA e GRAJEK, 2009).

No caso da bactéria P. polymyxa, a faixa de temperatura ideal varia de 25 a
40°C. Acima de 40°C, a producdo de 2,3-BDO pode ser inviabilizada, em razdo do
comprometimento da atividade metabdlica microbiana (HARLER et al., 2012). Ja em
temperaturas em torno de 25°C ou menos, a producdo de outros metabolitos é
favorecida “as custas” do 2,3-BDO, o que resulta em baixos valores de rendimento e
produtividade (PRIYA et al., 2016). De modo geral, a temperatura de 37°C ¢
considerada a temperatura Otima para a bactéria P. polymyxa, embora algumas

linhagens apresentem variagdes em torno desse valor.

A Tabela 2 apresenta um resumo da temperatura usada na producéo de 2,3-BDO
pelas principais espécies e linhagens de bactérias, cujas informag6es foram extraidas de

diferentes trabalhos da literatura.
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Tabela 2: Temperatura de producdo de 2,3-BDO para as principais bactérias

produtoras.
Espécie/Linhagem Tem?oeé;:\tura Referéncia Bibliografica
Enterobacter aerogenes 39 PEREGO et al. (2000)
Clostridium pasteurianum 37 VENKATARAMANAN
ATCC 6013365 et al. (2012)
HARLER et al. (2012) e
Paenibacillus polymyxa DSM 365 37
OKONKWO et al. (2017)
Klebsiella sp. e Serratia sp. 30 HUANG et al. (2013)
Bacillus amyloquefaciens B10-127 37 YANG et al. (2013)
P. polymyxa CJX518 37 DAl et al. (2014)
Raoutella sp. 30 RIPOLL et al. (2016)
K. oxytoca GSC 12206 37 KIM et al. (2016)
E. cloacae TERI BD 18 37 PRIYA et al. (2016)

2.1.3.3. Potencial hidrogenidnico (pH)

O potencial hidrogeniénico, pH, é considerado o segundo mais importante
parametro relacionado ao processo fermentativo de producdo de 2,3-BDO, ficando
atras, apenas, do oxigénio dissolvido (ver secdo 2.1.3.1. Oxigénio dissolvido). A
justificativa dessa condicdo se deve a caracteristica particular dessa fermentacdo: a
sintese metabdlica de 2,3-BDO ocorre em meio acido (CELINSKA e GRAJEK, 2009).

A acidez da fermentacdo de 2,3-BDO é resultante do aumento de formas toxicas
ndo-dissociadas no meio, que estimulam o micro-organismo a desenvolver estratégias
de defesa. Um exemplo dessas estratégias é a geracdo de compostos neutros, como o
2,3-BDO, que auxilia no controle do pH intracelular. O pH interno das células permite
que as enzimas envolvidas no metabolismo do 2,3-BDO passem a apresentar atividade
de sintese, culminando, entdo, na producdo desse composto (MADDOX, 1996; VAN
HOUDT et al., 2007).

Assim como para a temperatura, ha uma faixa 6tima de pH para a producdo de

2,3-BDO, que também é fortemente dependente do micro-organismo e do substrato
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utilizados (CELINSKA e GRAJEK, 2009). Geralmente, para as principais bactérias
produtoras de 2,3-BDO, o pH 6timo encontra-se entre 5,0 e 6,0 (PIRT, 1975).

Valores extremos de pH comprometem a atividade enzimatica, fazendo com que
as convencionais vias metabdlicas sejam substituidas por outras rotas capazes de
fornecer a energia necessaria ao micro-organismo (ROMIO, 2014). Varia¢Ges abruptas
de pH causam modificacdes nos sitios ativos de diversas enzimas, resultando em perda
de eficiéncia na producéo de 2,3-BDO (VOLOCH et al., 1985).

O pH é também responsavel pela reducdo da fase lag do crescimento
microbiano, ao favorecer a assimilacéo eficiente da fonte de carbono. Isso permite que a
fase exponencial seja logo alcancada e, consequentemente, que uma significativa

quantidade de biomassa celular seja gerada (PRIYA et al., 2016).

A Tabela 3 apresenta um resumo do pH usado na producéo de 2,3-BDO para as
principais espécies e linhagens de bactérias produtoras, cujas informacdes foram

extraidas de diferentes trabalhos da literatura.

Tabela 3: Potencial hidrogenidnico (pH) para a producéo de 2,3-BDO, de acordo com a

bactéria produtora.

Espécie/Linhagem pH Referéncia Bibliogréafica
Enterobacter aerogenes 55 PEREGO et al. (2000)
Clostridium pasteurianum 5.7 VENKATARAMANAN
ATCC 6013365 et al. (2012)
Paenibacillus polymyxa DSM 365 6,0 -6,5 HARLER et al. (2012)
Klebsiella sp. e Serratia sp. 6,6 HUANG et al. (2013)
Bacillus amyloquefaciens B10-127 6,5 YANG et al. (2013)
P. polymyxa CJX518 5,2 DAl et al. (2014)
Raoutella sp. Neutro RIPOLL et al. (2016)
K. oxytoca GSC 12206 6,5 KIM et al. (2016)
E. cloacae TERI BD 18 6,5 PRIYA et al. (2016)
P. polymyxa DSM 365 6,0-6,5 OKONKWO et al. (2017)
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2.1.3.4. Concentracao inicial de substrato

A concentracdo inicial da fonte de carbono € um importante fator fermentativo,
uma vez que é responsavel, diretamente, pela concentracdo final dos produtos da
fermentacdo (PRIYA et al., 2016), cujos rendimentos sdo obtidos com base na
quantidade de massa que entra no sistema. Além disso, é responsavel pela geracdo de
biomassa celular, que pode sofrer os efeitos de inibigédo, caso essa concentracdo atinja o

limite metabolico de assimilacéo por parte do micro-organismo (LI et al., 2014).

Os processos de produgédo de 2,3-BDO reportados na literatura utilizam, na
grande maioria das vezes, uma concentracdo inicial de agucar, como fonte de carbono,
na faixa entre 5,0 e 10,0% (GARG e JAIN, 1995). A razdo dessa baixa concentracao
inicial estd diretamente relacionada a inibicdo que o excesso de substrato no meio de
cultivo pode causar. Sob esse efeito, a atividade enzimatico-metabdlica das células
tende a sofrer alteracdes, que, por sua vez, levam a reducdo da velocidade especifica de
crescimento celular (devido a uma queda na atividade da agua) e da produtividade de
2,3-BDO (CELINSKA e GRAJEK, 2009). McCall e Georgi (1954) verificaram que
concentracdes de sacarose em torno de 170 g.L™* corroboraram para uma fermentacéo

incompleta e menos eficiente de 2,3-BDO, usando Aerobacter aerogenes.

Alem da inibicdo por excesso de carbono, a inibi¢do por substancias toxicas
(sulfatos, furfural e compostos fendlicos) pode acontecer. Essas substancias estdo
associadas a substratos originados de fontes residuais (hidrolisados agroindustriais e de
madeiras), condicdo que confere uma relacdo direta entre sua concentracdo no meio de
cultivo e a concentragdo da fonte de carbono. Em outras palavras, uma maior
quantidade de aglcar contera uma maior quantidade de compostos toxicos, se o
substrato se originar de biomassa, cuja disponibilizacdo do carbono requer uma etapa
prévia de tratamento, responsavel pela liberagio dessas substancias (CELINSKA e
GRAJEK, 2009). Long e Patrick (1963) verificaram esse tipo de inibicdo em meios

contendo acucares de biomassa lignocelulosica.

O aumento da concentragdo inicial de substrato pode, no entanto, favorecer a
producéo de 2,3-BDO, desde que o substrato seja originado de uma fonte néo-residual
de carbono. Geralmente, substratos comerciais apresentam um nivel de pureza elevado

e, por isso, compostos inibitérios ndo séo identificados no meio de fermentagdo. Nesses
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casos, concentracdes de até 200 g.L " de aglicar podem ser fermentadas, sem haver
comprometimento do crescimento celular e das atividades metabdlicas, que, ao
contrario, acabam favorecidas, refletindo na melhoria do rendimento de 2,3-BDO.
Todavia, deve-se notar que a producdo de 2,3-BDO é dependente da espécie de micro-
organismo empregada, ja que a capacidade de metabolizar as fontes de carbono
existentes de maneira eficiente varia de acordo com o micro-organismo empregado.
Sendo assim, cada cultura celular apresentard um arranjo de condigdes especificas de
cultivo considerado 6timo e que favorecera a cinética de producdo de 2,3-BDO
(CELINSKA e GRAJEK, 2009). De Mas et al. (1988) propuseram uma concentragio
méxima de substrato de 150 g.L™ ao empregarem Bacillus polymyxa, enquanto Long e
Patrick (1963) propuseram uma concentracdo de 40 g.L™ de hidrolisado de madeira ao

empregarem K. pneumoniae.

A concentracdo inicial de substrato (Sp) também se relaciona diretamente com
alguns parametros cinéticos como o tempo de fermentacdo (TF) e a eficiéncia de
conversdo (E) da fonte de carbono. A relacdo entre Sp e TF € direta, enquanto que com
E, é inversa, de modo que a elevacdo dos niveis iniciais de substrato faz com que o
tempo do processo fermentativo seja aumentado, mas o rendimento do produto
diminuido (PEREGO et al., 2000). O tempo passa a ser maior, pois hd mais carbono
para ser convertido no meio de cultura. Ja o rendimento tende a cair, fazendo com que a
eficiéncia de conversdo também caia, uma vez que uma mesma quantidade de células
esta, agora, sujeita a mais biomassa para utilizar o substrato no processo fermentativo.

Essa condicédo acaba dificultando a atuacdo eficiente por parte do micro-organismo.

Diante do exposto, é possivel notar que da mesma forma em que a temperatura,
0 pH e o oxigénio dissolvido devem ser otimizados, a concentracdo inicial de substrato
deve ser definida em valores ideais, a fim de que a producdo de 2,3-BDO seja

favorecida de maneira eficiente.
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2.1.4. Estratégias de melhoria produtiva e econémica do processo

2.1.4.1. Suplementacao nutricional

Diferentes estudos reportados na literatura verificaram que o uso de suplementos
exogenos ao meio de fermentacdo, como acetato, succinato, lactato, formato, compostos
nitrogenados, algumas vitaminas e tragcos de metais, contribuiu para a melhoria do
rendimento de 2,3-BDO no processo produtivo (CELINSKA e GRAJEK, 2009; JI et al.,
2011).

Dentre esses aditivos, o acetato é considerado um dos mais eficientes em se
tratando do aumento do rendimento e da producdo de 2,3-BDO. A justificativa esta nos
efeitos que gera sobre a rota metabdlica, especialmente sobre as enzimas ALS, ALDC e
BDH (ver secdo 2.1.2.3. Rotas metabdlicas). Essas enzimas sdo induzidas a produzirem
0 2,3-BDO, a partir do piruvato gerado na glicolise, na presenca de acetato. Além disso,
0 acetato regula o balango entre o 2,3-BDO e a acetoina (precursora do 2,3-BDO), sob
limitacdo de oxigénio e baixo pH, o que garante os altos niveis do produto ao final da
fermentacdo (BRYN et al., 1973; CELINSKA e GRAJEK, 2009). Nakashimada et al.
(2000) observaram que a adicdo de 150 mM de acetato, cerca de 0,9 %(m/v), favoreceu
a obtencdo de 2,3-BDO por P. polymyxa, em detrimento dos sub-produtos etanol,
lactato e hidrogénio, cujas concentra¢fes acabaram reduzidas. Yu e Saddler (1982)
também obtiveram melhores resultados ao utilizarem até 166,5 mM, cerca de 1,0
%(m/v), de &cido acético, bem como 83,25 mM, cerca de 0,5 %(m/v), de acetato, em

culturas de K. pneumoniae.

Os compostos nitrogenados também apresentam relevancia no contexto da
suplementacdo nutricional, uma vez que fornecem nitrogénio ao processo fermentativo.
Essa substancia esté diretamente ligada a sintese proteica, na qual as proteinas geradas
séo utilizadas no metabolismo celular de geracdo de biomassa e de fabricagéo de novas
enzimas (JI et al., 2011). Por essa razdo, o nitrogénio deve ser disponibilizado ao micro-
organismo produtor de 2,3-BDO em quantidades adequadas. Normalmente, o meio de
cultivo é composto por extrato de levedura, uma rica fonte de nitrogénio. Entretanto,

devido ao seu alto custo, o extrato de levedura tem sido substituido por fontes
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alternativas (ver secdo seguinte 2.1.4.2. Fontes alternativas de carbono e nitrogénio),
como o sulfato de amonio, a ureia (SIVAKUMAR et al.,1995), o licor de milho e o
fosfato de amonio (JI et al., 2009b). Essas substancias disponibilizam o nitrogénio
necessario a sintese proteica, 0 que, consequentemente, compele para a atividade

enzimatica de geracdo de 2,3-BDO.

Por fim, o uso de tracos de manganés, potassio e magnésio pode ser realizado
para aumentar a producéo de 2,3-BDO, segundo Anvari e Motlagh (2011). Além desses
metais-traco, ferro e diferentes fosfatos podem ser empregados com o mesmo objetivo,
como verificado por Qin e seus colaboradores (2006). O fosforo, obtido a partir desses
fosfatos, ndo somente contribui para a melhoria no rendimento de 2,3-BDO, como
também apresenta outras funcBes metabolicas: juntamente com os jons K*, ele é
utilizado na regeneracdo de ATP, bem como na biossintese de pirofosfato-5-
fosforribosil (WANG et al., 2007).

2.1.4.2. Fontes alternativas de nitrogénio e carbono

Uma parcela significativa dos custos de producdo de 2,3-BDO esta associada as
fontes de nitrogénio e carbono/energia utilizadas no processo fermentativo. Diferentes
estudos foram e estdo sendo desenvolvidos com o intuito de reduzir os gastos com
substratos e nutrientes, de modo que a rota biotecnoldgica de geracdo de 2,3-BDO se
torne economicamente viavel, sem deixar de ser produtiva. Esses estudos tém tentado,
portanto, viabilizar diferentes fontes alternativas de nitrogénio e carbono, para que,
entdo, sob condigdes adequadas, elas sejam assimiladas eficientemente e usadas na
sintese de 2,3-BDO (JI et al., 2011).

Dentre as fontes de nitrogénio, o extrato de levedura é uma das mais utilizadas
na fermentacédo de 2,3-BDO (LAUBE et al., 1984a,b). Apesar de ser rico em nitrogénio,
0 extrato de levedura é considerado economicamente inviavel ao processo industrial,
devido ao seu elevado custo, o que limita sua aplicagédo em larga escala. Diante disso,
outras substancias, como 0s sais de sulfato e fosfato de amonio (SIVAKUMAR et al.,
1995), tém sido investigadas, a fim de serem aplicadas no processo produtivo. Alem do

baixo custo, essas fontes disponibilizam nitrogénio inorganico as células microbianas. A
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natureza desse nitrogénio faz com que complicacdes no processamento downstream,
resultantes do nitrogénio organico presente no extrato de levedura, sejam minimizados.
(QIN et al., 2006).

O licor de milho (também chamado de solidos derivados do milho) é outro
exemplo de substituto do extrato de levedura. Estudos comprovam sua excelente
assimilacdo por culturas microbianas, o que favorece a sintese de 2,3-BDO. Ademais,
apresenta baixo custo, sendo uma opc¢do economicamente interessante (ADLAKHA e
YAZDANI, 2015). Outros exemplos sdo o extrato de carne, a peptona, a ureia, o citrato
e o cloreto de amonio, cujos impactos positivos no bioprocesso podem ser constatados
pela melhoria do crescimento microbiano e da producdo de 2,3-BDO (YAN et al.,
2012).

Em relacdo a fonte de carbono, dois tipos distintos de substrato tém sido
empregados: 0s nado-celulésicos e os lignoceluldsicos. Ambos podem ser
disponibilizados sob a forma original ou como residuos, sendo estes utilizados,
atualmente, de maneira preferencial aqueles. Os principais exemplos dos materiais néo-
celuldsicos sdo: as biomassas ricas em hexoses, como a alcachofra de Jerusalém e a
cana-de-acgucar; o glicerol, co-produto do biodiesel (JI et al., 2011); os residuos da
industria de alimentos (como o soro de leite) e das industrias sucroalcooleiras (como o
melaco de cana); e os hidrolisados obtidos do processamento do milho (PEREGO et al.,
2003). Ja os exemplos que representam os materiais lignocelul6sicos sdo: a madeira
(GROVER et al., 1990); a espiga de milho (CAO et al., 1997); a palha e o0 bagaco de

cana-de-acucar; e demais residuos de biomassa verde.

O melaco é um exemplo de fonte de aglcares fermentesciveis que tem ganhado
especial atencdo, devido & sua disponibilidade e ao seu baixo custo (JIMENEZ et al.,
2004). Encontrado sob a forma de um xarope escuro, obtido do processo de extracdo de
acucar, o melaco da cana-de-agucar, por exemplo, contém grandes quantidades de
sacarose, além de frutose e glicose, que podem ser aproveitadas na sintese de diferentes
biomoléculas de interesse industrial (JUNG et al., 2013). O mela¢o pode ser usado,
ainda, como um suplemento nutricional, fornecendo outras substancias necessarias ao
processo fermentativo, com o intuito de melhorar a assimilagdo do carbono e, como
consequéncia, aumentar a producdo do composto de interesse, em especial, a de 2,3-
BDO.
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Outros exemplos de fontes de carbonos sdo os agucares originados da hidrélise
de materiais lignocelulosicos, que tém sido usados na producdo de 2,3-BDO ha algum
tempo. O interesse por esse tipo de substrato perpassa ndo somente a questdo ambiental,
mas também a necessidade de se obter uma fonte mais barata e de maior renovacéo, que
possa ser aproveitada com igual ou maior eficiéncia que as fontes convencionais e
comerciais de carbono. De acordo com Marwoto et al. (2002), a conversdo de xilose
(acucar obtido da sacarificagdo de materiais lignocelulésicos) a D-gliceraldeido-3-
fosfato por meio da via das pentoses fosfato é energeticamente equivalente a glicolise,
com geracdo do mesmo D-gliceraldeido-3-fosfato (composto intermediario da
glicdlise), para diferentes micro-organismos. Esse, por sua vez, € convertido, até que o

piruvato seja formado, quando, entéo, a sintese do 2,3-BDO é iniciada.

2.1.4.2.1. Glicerol

O glicerol (C3HgO3), também chamado de 1,2,3-propanotriol (forma comercial),
glicerina e glicerina loira (formas residuais), € um alcool simples, produzido durante a
transesterificacdo de 6leos vegetais e gorduras animais, juntamente com o biodiesel
(éster etilico) (COLIN et al., 2001). A transesterificacdo é caracterizada pela hidrolise
de triglicerideos, conseguida mediante reacdo com metanol ou etanol, na presenca de
NaOH ou KOH como catalisador. O glicerol formado é considerado um co-produto,

uma vez que sua concentragdo se encontra em torno de 10,0 %(v/v) (MU et al., 2006).

O glicerol esta relacionado a industria de biodiesel. Nos Ultimos anos, depois
que o biodiesel passou a ser considerado um combustivel renovavel, sua demanda
aumentou consideravelmente entre paises como os da Unido Europeia, Estados Unidos
e Brasil (DA SILVA et al., 2009). Apesar desse crescimento, muitas companhias
europeias, por exemplo, ndo tém mantido seus negocios, devido a problemas gerados
com o excesso de glicerol produzido juntamente com o biodiesel. Tanto a disposicao,
quanto o custo de operacdo, relacionados ao glicerol, tm contribuido para o colapso
dessas companhias (DHARMADI et al., 2006).

Diante desse impasse, diferentes estratégias de aproveitamento do glicerol tém

sido investigadas, todas baseadas em suas propriedades e, principalmente, em sua

26



versatilidade de aplicacGes. Devido a sua ocorréncia natural, o glicerol pode ser
utilizado como uma eficiente fonte de carbono e energia por diferentes micro-
organismos, com destaque as bactérias. Ele pode substituir carboidratos convencionais,
como glicose e sacarose, nas fermentacdes microbianas, incluindo operacfes em larga
escala. Sua bioconversdo corrobora, portanto, com a produtividade da industria de

biodiesel, adicionando valor ao processo (DA SILVA et al., 2009).

O glicerol tambeém esta presente em outras aplicagbes, sendo usado, por
exemplo, como matéria-prima para a producdo de diversos produtos quimicos (WANG
et al., 2001), entre eles o 2,3-BDO, o0 1,3-PDO, alguns acidos organicos (succinico,
citrico e propidnico), o etanol e alguns biosurfactantes. Seu maior grau de reducdo,
guando comparado ao de acUcares, faz com que os compostos citados sejam produzidos
com maior rendimento, o que, associado a um baixo custo e a abundancia na natureza,
fazem do glicerol um composto promissor na geracdo de valor a industria quimica e
biogquimica (DHARMADI et al., 2006).

2.1.4.2.1.1. Metabolismo microbiano do glicerol

O metabolismo de conversdo de glicerol a 2,3-BDO é caracterizado por reacdes
de oxirreducdo e, inicialmente, dependente de duas principais enzimas, responsaveis por
levar o glicerol a piruvato: glicerol desidrogenase e dihidroxiacetonaquinase (DA
SILVA et al., 2009).

Primeiramente, em uma rota oxidativa, o glicerol é convertido em
dihidroxiacetona pela agdo catalitica da enzima glicerol desidrogenase, dependente de
NAD®*. Posteriormente, a enzima dihidroxiacetonaquinase promove a fosforilagio dessa
dihidroxiacetona, transformando-a em dihidroxiacetona-P. Esta é oxidada a
fosfoenolpiruvato, pela reducdo de NAD' a NADH,, com geracdo de ATP. O
fosfoenolpiruvato sofre desfosforilagdo, de maneira que o piruvato é produzido. A partir
deste ponto, 0 piruvato segue a rota metabdlica de producéo de 2,3-BDO, ja apresentada
neste trabalho (ver se¢do 2.1.2.3. Rotas metabdlicas) (DA SILVA et al., 2009).

A Figura 4 ilustra a via fermentativa de produgéo do 2,3-BDO, a partir do

glicerol.
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Figura 4: Fluxo metabolico de producéo de 2,3-BDO a partir do glicerol.
(Desenho proprio, baseado em DA SILVA et al., 2009)

2.1.4.2.1.2. Glicerol residual

O glicerol resultante do processo de obtencdo de biodiesel, por ser um residuo

produzido em quantidades significativas, esta intrinsecamente relacionado a impasses

ambientais, como os que envolvem a questdo da disposicdo de residuos. Estima-se que,

em 2006, cerca de 250 milhdes de libra-massa de glicerol (cerca de 113Kton) tenham
sido produzidas somente nos Estados Unidos (WERPY et al.,, 2004). Esse dado

demonstra a dimenséo produtiva do glicerol residual, evidenciando a necessidade de se
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reaproveita-lo de alguma forma, ainda que, historicamente, seu reaproveitamento seja
considerado caro, dado o custo de US$0,60-0,90/Ib de glicerol (cerca de US$1,33-
2,00/Kg) (JOHNSON e TACONI, 2007).

No entanto, com o desenvolvimento do mercado de biodiesel, o custo envolvido
na purificacdo do glicerol reduziu consideravelmente, passando a ser de US$0,05/Ib
(cerca de US$0,11/Kg) JOHNSON e TACONI, 2007). Como o glicerol pode ser
convertido em diferentes produtos quimicos, servindo, inclusive, como fonte de carbono
e energia em bioprocessos (ANITHA et al., 2016), seu reaproveitamento como mateéria-
prima tem se tornado economicamente interessante. Isso tem estimulado a criacdo das
chamadas biorrefinarias, que veem no glicerol uma oportunidade sustentavel de

mercado, sobretudo a longo prazo (HE et al., 2017).

Em relacdo ao 2,3-BDO, a forma residual de glicerol ndo necessita passar por
um tratamento prévio para ser usada como substrato na fermentacdo microbiana.
Consequentemente, a producéo de 2,3-BDO se torna mais barata e mais passivel de ser
implementado em larga escala (PRIYA et al., 2016), o que justifica a utilizacdo de
glicerol residual nesse processo.

O glicerol residual apresenta, ainda, diferentes aplicacGes baseadas em algumas
de suas propriedades fisico-quimicas: ele é capaz de gerar energia térmica, em torno de
9000 BTU/Ib (cerca de 21000KJ/KQ), a partir de sua queima; e pode ser usado como
suplemento na alimentacdo animal, dada a presenca de impurezas em sua composicao,

como sais, alcool e agua (HEDTKE, 1996), que sdo metabolicamente aproveitados.

Além dessas aplicacBes, a conversdo do glicerol em commodities tem sido
fortemente visada nos ultimos anos, como parte integrante do processo de fabricacdo do
biodiesel, sobretudo porque, por meio dela, as plantas industriais podem se tornar mais
rentaveis financeiramente. Essa conversdo € normalmente feita por duas vias: catalitica
e bioldgica. Na rota catalitica, o glicerol residual pode sofrer oxirreducdo, produzindo
componentes de trés carbonos, ou reagir com outros compostos, para a obtencdo de
novas espécies quimicas. Ja na rota bioldgica, como ja apresentado, o glicerol pode ser
usado como fonte de carbono e energia por micro-organismos, como bactérias e
leveduras, que sob condigdes aerobias ou anaerdbias, realizam reacdes metabdlicas,

levando a formacgdo de diversas biomoléculas, como o etanol, metano, hidrogénio,
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algumas proteinas e novas células, alem dos compostos considerados biocombustiveis,
como 0 2,3-BDO (JOHNSON e TACONI, 2007).

A Figura 5 ilustra alguns derivados quimicos do glicerol, considerado um
“produto quimico de plataforma”, por poder ser convertido em diferentes produtos. Ha,

ainda, os processos que lhes deram origem e suas principais aplicagdes industriais.
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Figura 5: Glicerol como precursor de diferentes produtos quimicos de aplicacédo
industrial. (Desenho proprio baseado em PAGLIARO et al., 2007)

Diante do exposto, € notorio que a conversdo do glicerol residual em produtos de
valor agregado representa uma oportunidade de mercado, capaz de integrar processos,
mediante o desenvolvimento das chamadas biorrefinarias, ao mesmo tempo em que
permite 0 estabelecimento da cultura de sustentabilidade industrial, tdo almejada nos
dias de hoje. Seu aproveitamento &, portanto, uma acdo necessaria e desejavel dentro do

contexto de produgdo de biomoléculas, com destaque ao 2,3-BDO.
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2.1.4.3. Conducéo do cultivo: modo de operacao

A producdo de 2,3-BDO pode ser realizada a partir de diferentes configuracdes
de cultivo, as quais sdo responsaveis por garantir a eficiéncia da fermentacdo, o que
permite, como consequéncia, que um design 6timo do processo seja estabelecido.
Dentre as configuracdes adotadas em trabalhos prévios e a nivel industrial, ha relatos de
todos os modos de operacdo: batelada; batelada alimentada; cultivo continuo; e
variantes dos modos anteriores, com reciclo celular ou com imobilizacdo de células (JI
etal., 2011).

A conducdo em batelada é caracterizada por uma operacdo descontinua, em que
um meio rico em nutrientes e fonte de carbono e energia é fermentado pela acdo de
micro-organismos, sem haver adi¢cdo ou descarga de material ao longo do processo
(AMORIN, 2005). Quando essas fontes nutricionais acabam, o produto final da
fermentacdo, neste caso o 2,3-BDO, deixa de ser produzido. A fim de buscar um
aumento de produtividade, o uso de maiores cargas de substrato pode ser realizado. No
entanto, em razdo de possiveis inibigdes causadas pelo excesso da fonte de carbono
sobre a atividade microbiana, essa agdo acaba limitada (JI et al., 2011). Apesar dessas
desvantagens, o0 modo de operacdo batelada ainda € usado em muitos processos
industriais, devido ao baixo risco de contaminacdo, ao baixo custo operacional e a
garantia de manutencdo da estabilidade genética do micro-organismo utilizado
(AMORIN, 2005).

A batelada alimentada, por sua vez, é caracterizada por uma condugdo semi-
continua, na qual o substrato e demais nutrientes sdo adicionados ao meio de cultivo ao
longo da fermentacdo, com retirada de material ao final do processo. Essa adigdo
periddica de nutrientes faz com que os problemas de inibicdo pelo substrato sejam
minimizados, garantindo uma maior produtividade operacional (FERREIRA, 2008).
Além disso, a concentracdo final de produto (2,3-BDO) tende a ser maior
(RAMACHANDRAN et al., 1990), uma vez que o tempo de fermentacéo € estendido,
quando comparado a batelada. Estratégias de alimentagdo em sistemas de batelada
alimentada tém sido investigadas por diferentes pesquisadores, com destaque a Ma et al.
(2009) e Zhang et al. (2010b).
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Ja a conducdo continua se caracteriza pela entrada e saida de material sem
interrupgdes ao longo da fermentacdo, a uma vazdo pré-definida, que permite uma
constancia no volume do meio de cultivo (FACCIOTTI, 2001). Essa configuragédo
favorece uma elevada produtividade de 2,3-BDO, o que reflete em uma maior
viabilidade econémica e operacional do processo (JI et al., 2011). A maior
produtividade pode ser justificada pelo fato de o sistema ser mantido em regime
estacionario (steady state), cujas propriedades do sistema sdo invariaveis no tempo e em
cada ponto do reator (MENEZES, 1980). A regido estacionaria é antecedida pela
desaceleracdo do crescimento microbiano, momento em que muitos metabdlitos séo
formados (BROCK, 1994). Apesar das vantagens, o sistema continuo requer um
controle mais sofisticado do processo e da estabilidade do micro-organismo, para que

ele ndo sofra modificacdes ao longo do tempo de cultivo (ATALA et al., 2000).

Diante das limitagdes encontradas em cada um dos modos tradicionais de
operacdo, modificacfes foram propostas nos sistemas, como por exemplo, a adi¢do de
reciclo de células e o uso de células imobilizadas. Na primeira configuracdo, um
dispositivo de separacao (unidade de centrifugacdo ou sedimentacdo) € necessario para
isolar as células do meio de cultivo, de modo que possam ser reintroduzidas no sistema
(JI et al., 2011). J& na segunda configuracdo, as células microbianas sdo confinadas em
uma determinada regido, normalmente sobre suportes sélidos, onde suas atividades
metabolicas sdo mantidas, o que possibilita sua reutilizacdo futura (COVIZZI et al.,
2007). Em ambos os casos, um aumento da produtividade pode ser observada. Além
disso, no caso da imobilizacdo celular, a recuperagédo do 2,3-BDO na etapa downstream
¢ melhorada, bem como a manutencdo dos equipamentos, uma vez que ndo Ssdo
verificados problemas de adesdo e obstrucdo aos eletrodos e tubos (COVIZZI et al.,
2007).

Portanto, o0 modo de operacdo do processo de cultivo influencia diretamente na
producdo de 2,3-BDO, desde sua obtencdo até sua recuperagdo, que, por sua vez, sO é
economicamente viavel se a concentracdo de 2,3-BDO for de pelo menos 80,0 g.L™,
segundo Magee e Kosaric (1987). Dessa maneira, a escolha do melhor modo de

operacdo é crucial para o sucesso econdmico e operacional da producédo de 2,3-BDO.
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A Tabela 4 apresenta um resumo dos principais trabalhos encontrados na

literatura sobre a producdo de 2,3-BDO, com destaque a0 modo de operagdo e o

substrato usados em cada investigagao.

Tabela 4: Modo operacional da fermentacdo e substrato usados na producdo de 2,3-

BDO, para as principais bactérias produtoras.

(s x Referéncia
Espécie/Linhagem Substrato Modo de operagdo Bibliografica
Enterobacter cloacae Arabinose e Batelada SAHA e BOTHAST
NRRL B-23289 fibra de milho (frascos agitados) (1999)

E. aerogenes FMCC-10 Glicerol residual

Klebsiella oxytoca . ]
y Glicerol residual

FMCC-197
Serratia sp. Celulose da
palha de arroz
Klebsiella sp. 1 Hemicelulose da

palha de arroz

K. pneumonia G31 Glicerol puro

Paenibacillus polymyxa
DMS 365

Sacarose pura

P. polymyxa CJX518 Glicose pura

) Glicerol residual
Bacillus

amyloliquefaciens + sacarose
yom (melago)
P. polymyxa DMS 365  Glicose pura

Batelada

(frascos agitados) METSOVITI et al.

(2012a)

(frasfjste;aiz doyy METSOVITIetal
g (2012b)
Batelada HUANG et al
(frascos agitados) (2013)
Batelada HUANG et al.
(frascos agitados) (2013)
Batelada
alimentada PETROV e
(biorreator) PETROVA (2010)
aﬁr?]tgr'ﬁgga HARLER et al.
(2012)

(biorreator)

Batelada e batelada
alimentada
(biorreator)

DAl et al. (2014)

Batelada
alimentada
(biorreator)

YANG et al. (2016)

Batelada
alimentada
(biorreator)

OKONKWO et al.
(2017)
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2.1.4.3.1. Batelada alimentada: estrategias de alimentacao

A batelada alimentada é considerada uma estratégia eficiente de conducdo para
processos fermentativos, uma vez que permite uma alta produtividade, ao mesmo tempo
em que a inibicdo celular causada pela presenca de altas concentracdes de substrato no
meio de cultivo é minimizada ou eliminada (BROCK, 1994). Por esse motivo, seu uso
em escala industrial tem crescido e, como consequéncia, diferentes estratégias de
alimentacdo tém sido desenvolvidas, com o intuito de melhorar ainda mais a producgéo

de um determinado metabdlito de interesse.

A batelada alimentada pode ser realizada por meio das seguintes estratégias:
alimentacdo constante do substrato; alimentacdo em pulsos; alimentacdo crescente; e
alimentacédo polinomial (SRIVASTAVA, 2011):

-Alimentacdo constante do substrato: consiste na adicdo de substrato ao
processo fermentativo em uma concentracdo selecionada e a uma vazdo constante ao
longo do tempo. Esse tipo de configuracdo pode ser realizado sem a necessidade de um
controle computacional externo, sendo capaz de melhorar o rendimento e a
produtividade da fermentacdo, uma vez que 0s nutrientes sdo adicionados na fase
exponencial do crescimento celular, quando as células apresentam uma atividade
metabdlica maxima. Um modelo matematico pode ser utilizado para prever o tempo de
inicio e parada da alimentacdo. A principal vantagem desse método é o consumo quase

completo do substrato ao final do cultivo.

-Alimentac@o em pulsos: consiste na adi¢cdo de substrato ao meio de cultivo no
momento em que ele se torna limitante ao processo. Um modelo matematico pode ser
utilizado para prever o tempo em que o substrato deve ser adicionado ao processo, a
uma concentracdo e uma taxa pre-definidas. Essa alimentacdo é considerada ciclica,
uma vez que pode ocorrer varias vezes até que o limite volumétrico operacional seja
alcancado. A melhor combinacgéo entre tempo, concentracéo e taxa de alimentacdo pode
ser realizada matematicamente, a fim de se otimizar a producdo, garantindo, por

consequéncia, uma alta produtividade.

-Alimentacdo crescente: consiste no aumento linear ou exponencial da

alimentacdo em um momento pré-definido da fermentacdo. Normalmente, esse tipo de
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configuracdo visa igualar as taxas de alimentacdo e consumo de substrato, de modo a

garantir uma condigdo ndo-inibitdria dos nutrientes.

-Alimentacdo polinomial: nesta configuracdo, um perfil polinomial de
alimentacdo é concebido com base na regressdo ndo-linear das variaveis fermentativas
do sistema e na determinagdo do tempo de alimentacdo, de modo que os coeficientes
desse perfil sejam obtidos. Junto a um modelo simulado do processo, o perfil polinomial
¢ usado para determinar a concentracdo maxima do produto de interesse, conseguida,
experimentalmente, no momento em que o volume do meio de cultivo alcanga seu
limite operacional. Por meio dessa maxima concentracdo de produto, a fermentacéao
pode ser otimizada e, consequentemente, uma alta produtividade e um alto rendimento

conseguidos.

2.1.5. Processo downstream

A etapa downstream do processo produtivo em escala industrial é considerada a
mais custosa de todas as etapas, tanto no aspecto operacional, quanto no econdémico. Por
essa razao, uma especial atencdo deve ser dada a recuperacdo do produto, sobretudo,
quando se trabalha com processos biotecnoldgicos. Nesse tipo de processo, 0 material
de partida consiste, muitas vezes, em uma mistura complexa de nutrientes, que, ao
serem assimilados pelo micro-organismo, resultam em produtos cujas propriedades

fisico-quimicas podem dificultar sua recuperacgdo (JI et al., 2011).

No caso do 2,3-BDO, seu elevado ponto de ebulicdo, em torno de 180°C, e sua
grande afinidade com a &gua, associados a existéncia de particulados no meio
fermentado, fazem com que sua recuperacdo seja especialmente dificil (JI et al., 2011).
Mesmo assim, alguns métodos tém sido investigados ao longo do tempo, incluindo
alguns em escala piloto. Os principais exemplos sdo: a destilagdo a vacuo com
membrana - piloto; a extracdo com solvente - laboratorial e a técnica de salting-out —
laboratorial (GARCIA, 2006); além da osmose reversa (XIU e ZENG, 2008) — piloto.

A recuperagdo com auxilio de membranas se baseia no uso de membranas
hidrofobicas microporosas, por exemplo constituidas de politetrafluoretileno, que, sob

um gradiente de temperatura, permite a passagem de vapor d’agua, retendo o 2,3-BDO.
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Ja a metodologia de solting-out é caracterizada pelo uso de um sal soluvel em agua e
insoltvel em 2,3-BDO, como é o caso do carbonato de potassio. Apos a dissolucdo do
sal, sob aquecimento em torno de 40°C, ha a formacdo de duas fases: a superior,
contendo o diol; e a inferior, contendo a agua e o sal. Dessa maneira, a recuperacao do
alcool ¢ viabilizada (GARCIA, 2006).

Apesar de eficientes, essas metodologias ainda sdo pouco aplicadas em grande
escala, sobretudo em razdo da alta demanda de energia que apresentam. No entanto, nos
ultimos anos, melhorias nos métodos de recuperacdo foram realizadas, o que tem
contribuido para um aumento das eficiéncias energética e operacional desses processos
em larga escala. As mais recentes metodologias de recuperacdo investigadas séo: a
extracdo aquosa em duas fases (LI et al., 2010); a recuperacéo in situ (ANVARI et al.,

2009); e a extracdo com solvente integrada a pervaporacao (SHAO e KUMAR, 2009).

2.1.6. Economia e Mercado

A producdo de 2,3-BDO, especialmente destinada a obtencdo de derivados
quimicos, tem crescido e se tornado objeto de interesse de diversas economias. Segundo
previsdes, é esperada, para 0 ano de 2018, uma producdo média de 74 Kton de 2,3-BDO
(RADOS et al., 2015), o que movimentara, aproximadamente, US$74 milhdes, uma vez
que esse diol é considerado um chemical building block (produto quimico de
plataforma), cujo preco minimo de mercado €é superior a 1,00 US$/Kg
(BIALKOWSKA, 2016). Além disso, o 2,3-BDO pode ser usado como precursor de
diferentes produtos quimicos (ver se¢do 2.1.1. Caracteristicas e Aplicacbes de 2,3-
BDO), como os solventes metil-etil-cetona, gama-butirolactona e 1,3-PDO, cujo
mercado global movimenta, comercialmente, cerca de 32 milhdes de toneladas ao ano,
com um rendimento de US$43 bilhdes em vendas (KOPKE et al., 2011).

Com uma taxa de crescimento de 4 a 7% ao ano (SYU, 2001), o aumento da
demanda por esse produto é justificada por duas razBes principais: aplicabilidade e
beneficios ambientais. Além disso, sua obtencdo pode ser conseguida a partir de fontes
naturais, bem como residuos (ver secdo 2.1.4.2. Fontes alternativas de nitrogénio e

carbono), cuja utilizacdo configura uma gestdo mais racional dos recursos ambientais,
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contribuindo para o estabelecimento de processos de geracdo de energia mais
sustentaveis (CELINSKA e GRAJEK, 2009).

A comercializacdo de 2,3-BDO produzido industrialmente via fermentativa foi
recentemente anunciada no website da empresa Lanzatech (www.lanzatech.com), que
utilizou linhagens de Clostridium e gas residual mondxido de carbono como matéria-
prima, em seu processo produtivo (producdo de 57KL/ano, numa relacdo 1:1 de 2,3-
BDO e etanol). Essa implementacdo industrial representa o primeiro passo para a
consolidacdo, em larga escala, da producdo microbiologica de 2,3-BDO, a qual podera,
no futuro, substituir completamente a fabricacdo baseada na rota quimica,
principalmente se melhorias propostas para o processo forem efetivadas, como: uso de
micro-organismos altamente produtores do diol (modificados ou ndo geneticamente);
uso de substratos de baixo custo e de fontes renovaveis de energia e nutrientes; e
otimizagdo dos processos de downstream, usados na recuperacdo do composto
(BIALKOWSKA, 2016).

Dentro desse contexto mercadolégico, o 2,3-BDO tem, ainda, contribuido com o
desenvolvimento dos estudos da chamada Engenharia Metabolica. Esse emergente
conhecimento cientifico tem ajudado a compreender o comportamento cinético das
enzimas envolvidas na sintese de 2,3-BDO, bem como contribuido para o
estabelecimento de estratégias que permitam a formacdo eficiente de isbmeros puros
desse diol, particularmente, a forma levo, em detrimento das misturas até entdo
reportadas em muitos estudos. O dominio do genoma, a partir de ferramentas de
bioinformaética, tem favorecido e continuard a favorecer o conhecimento do processo,
contribuindo, de maneira singular, na melhoria da producdo industrial futura de 2,3-
BDO (BIALKOWSKA, 2016).

Portanto, o processo biotecnolégico pode ser considerado uma tecnologia
eficiente, do ponto de vista econbmico e produtivo, capaz de garantir a producdo
industrial de 2,3-BDO, considerado um composto promissor para o desenvolvimento de
uma economia de baixo custo, altamente produtiva e embasada na sustentabilidade

operacional (LI et al., 2010), t&o almejada nos dias de hoje.
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2.1.7. Monitoramento Tecnoldgico

2.1.7.1. Importancia das patentes

Dentro do contexto mercadoldgico no qual o 2,3-BDO se insere, a busca pelo
controle de tecnologias é uma necessidade crescente por parte das organizagdes,
sobretudo quando o objetivo delas é a manutencdo de sua competitividade em
ambientes considerados cada vez mais dindmicos e globalizados. O conhecimento dos
principais avanc¢os do setor € fundamental para se estabelecer estratégias de atuacdo, de
maneira que os interesses econdmicos sejam favorecidos e 0s recursos viabilizados. O
monitoramento dessas mudangas pode ser realizado de diferentes formas, sendo o
levantamento de patentes uma opcao viavel e interessante (SANTOS, 2014a).

De acordo com Aguirre-Bastos e Gupta (2009), o acesso as informacdes sobre
publicacdes cientificas e patentes esta mais facil. Essa realidade tem contribuido para o
desenvolvimento de formas inovadoras de se estudar e fazer ciéncia, a0 mesmo tempo
em que permite a identificacdo das lacunas existentes na relacdo pesquisa-industria, o
que ratifica a necessidade de se investir na formacdo técnica de pessoas envolvidas,
direta ou indiretamente, nos processos de producao tecnoldgica, bem como de tornar a
ciéncia mais aplicavel ao dia-a-dia industrial. Diante disso, 0 mapeamento tecnoldgico
surge como uma ferramenta estratégica necessaria e fundamental para garantir e
estimular o desenvolvimento cientifico de um pais, tendo na analise de patentes sua

base de monitoramento e controle (ERNST, 2003).

Diversas bases de dados podem ser utilizadas para a prospeccdo tecnologica.
Alguns exemplos sdo as pertencentes as seguintes organizacGes: European Patent
Office — EPO (Espacenet), World Intellectual Property Organization — WIPO, United
States Patent and Trademark Office — USPTO, Instituto Nacional de Propriedade
Industrial — INPI, Google Patents e base de patentes de Derwent. Por meio delas,
detalhes técnicos de patentes podem ser conseguidos e, entdo, aproveitados nos
processos industriais. Apesar de essas serem as principais instituicdes que oferecem
servigos e informacdes de natureza tecnoldgica, cada pais possui seu proprio sistema de

propriedade intelectual, no qual é possivel realizar o monitoramento em estudo.
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As patentes apresentam, ainda, significativa importancia, devido as inovacoes
comercializaveis que descrevem. As aplicacdes a elas associadas sdo protegidas pelo
direito de invencdo, o que da respaldo aos seus criadores no contexto de ambientes
competitivos de carater tecnologico. O montante de patentes reflete a tendéncia das
tecnologias, quanto aos seus avancos e retrocessos, ao longo do tempo, favorecendo o
controle efetivo de politicas de investimento (ERNST, 2001). Por meio dessas, a
sobreposicdo de gastos com P&D pode ser evitada e novas aplicagBes cientifico-
industriais estimuladas (JOUNG e KIM, 2017).

Portanto, as patentes representam um importante objeto cientifico, capaz de
fornecer informagfes de natureza tecnoldgica relevantes ao ambiente industrial e
mercadologico de grandes companhias, em especial, das que trabalham com
bioprocessos. O levantamento de patentes relacionados ao 2,3-BDO deve ser, dessa

maneira, realizado, a fim de se promover e desenvolver essa industria.

2.1.7.2. Metodologia de prospeccéo de patentes

O levantamento de patentes pode ser realizado com o auxilio de diferentes
técnicas de captacdo de informacdes. Alguns exemplos sdo: mineracdo de texto, reducao
de dados, agrupamentos de palavras-chave e andlise de rede (JOUNG e KIM, 2017).
Dessas, 0 agrupamento € considerado uma das técnicas mais eficientes, cujas etapas

foram esquematicamente representadas na Figura 6.
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Escolha do banco de dados

A 4

Escolha das palavras-chave
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palavras-chave
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dissimilaridade

Y
Analise da tendéncia das
palavras-chave

Figura 6: Esquema do método de agrupamento de patentes usado na prospeccao
tecnoldgica.

Fonte: baseado em Joung e Kim, 2017.

A Figura 6 apresenta as etapas do processo de agrupamento, usado na
prospecc¢do tecnoldgica de patentes. De acordo com Joung e Kim (2017), inicialmente é
escolhido o banco de dados que servird de base para a busca de informacGes durante
todo o processo em estudo. Muitos desses bancos estdo disponiveis aos usuarios em
suas versbes livres, sendo facilmente acessados por meio da rede mundial de
computadores (internet). No entanto, € possivel utilizar softwares de busca, cujos
bancos de informacdes estdo acoplados aos seus sistemas. Posteriormente, € realizada a
escolha das palavras-chave que serdo utilizadas nas buscas. De acordo com Noh et al.
(2015), a selecdo das palavras-chave é a etapa mais importante do processo, sendo
baseada no conhecimento de quem realiza a busca. A decisdo das melhores palavras
técnicas é conseguida mediante analise prévia de documentos cientificos, de modo que a
especificidade dos resultados a serem obtidos seja garantida. Muitos conhecedores do
processo utilizam algoritmos para auxiliar na selecdo das palavras e das relages entre

elas, porém nem sempre essas ferramentas sdo suficientemente Uteis (JOUNG e KIM,
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2015). Depois de escolhidas as palavras-chave, é preciso estabelecer a melhor relacao
entre elas. Normalmente, sao utilizados os termos “and”, “or” e “not”, de maneira que a
busca se torne ainda mais refinada e especifica. A etapa seguinte é a construcdo da
matriz de dissimilaridade. Ela é usada para medir a semelhanca semantica existente
entre duas patentes, em termos de seus dados, especificamente, de suas palavras-chave
(MOEHRLE, 2010). Por meio dela, é possivel selecionar por tamanho e caracteristicas
os dados que melhor se adequam aos objetivos da busca. Por fim, a analise da
tendéncia das palavras-chave é realizada. Esse procedimento é responsavel por
identificar tecnologias emergentes inovadoras com potencial de aplicacdo, a partir do
agrupamento de patentes com similaridade semantica. Esses agrupamentos s&o
denominados de clusters. Cada cluster contém um conjunto de palavras-chaves, que
podem ou ndo corresponder as tecnologias emergentes, encontradas nas patentes. O
exame sequencial desses termos € entdo realizado, de modo que sejam selecionadas as
producfes técnicas de maior potencial em se tratando de tecnologias emergentes,
havendo rejeicdo das menos pertinentes aos objetivos da prospec¢do em questéo.

Alguns softwares implementam, automaticamente, muitas dessas etapas. Essa
acdo esta acoplada a escolha da melhor relacéo entre os termos técnicos, bem como dos
critérios de similaridade, que sdo usados na selecdo das patentes. Exemplos desses
sistemas sd0 o Alchemy™ e o Orbit. Este Gltimo necessita apenas das entradas das
palavras-chave e das relagdes que se esperam avaliar. As etapas 4 e 5 sdo

implementadas pelo proprio programa.

A fim de tornar mais eficiente cada uma das etapas anteriormente apresentadas,
algumas estratégias podem ser realizadas, de maneira a viabilizar a selecdo de patentes
mais adequadas a um determinado estudo. A Tabela 5 apresenta um resumo dos
principais trabalhos encontrados na Literatura, envolvendo diferentes mecanismos de

acdo, cujo objetivo foi a otimizagdo do processo de mapeamento tecnoldgico.
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Tabela 5: Estratégias de melhoria usadas no levantamento de patentes em trabalhos

encontrados na literatura.

Estratégia de melhoria

Referéncia Bibliografica

Uso de algoritmo k-Means, aplicado nas matrizes de
palavras-chave das patentes, para a selegdo de fluxos

tecnoldgicos e padrdes emergentes.

KIM et al. (2008)

Uso de redes baseadas nas relagbes SAO (sujeito-acao-
objeto) para a identificacdo das tendéncias tecnoldgicas.

CHOI et al. (2011)

Uso de uma abordagem baseada em analise de conceito
formal, aplicada nas matrizes de palavras-chave das
patentes, para a selecdo de fluxos tecnoldgicos e padrbes

emergentes.

LEE et al. (2011)

Uso de uma técnica de deteccdo de novidades, aplicada
nas matrizes de palavras-chave das patentes, para a
selecdo de fluxos tecnoldgicos e padrGes emergentes.

GEUM et al. (2013)

Uso de roteiros de tecnologia baseados nas relagdes SAO
(sujeito-acdo-objeto) para a compreensdo das tendéncias

de desenvolvimento tecnoldgicas.

WANG et al. (2015)

Uso de algoritmos avancados para a sele¢do das palavras-
chave, aplicando uma funcdo denominada TF-IDF (term
frequency - inverse document frequency), que avalia e
distingue o0s termos técnicos cruciais, e para a

quantificacdo das relacdes entre pares de palavras-chave.

JOUNG e KIM (2017)
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi investigar a utilizacdo de fontes alternativas de
carbono e energia por Paenibacillus polymyxa PM 3605 (bactéria ndo-patogénica), com
destaque ao glicerol e a0 melago residuais (funcionando como substrato e co-substrato,
respectivamente), para a producgéo eficiente de (2R,3R)-butanodiol, em frascos agitados.

3.2. Objetivos Especificos

Para que o objetivo geral fosse alcancado, os seguintes objetivos especificos
foram estabelecidos:

-Estabelecer a concentracdo inicial de indculo que fosse capaz de metabolizar
eficientemente o substrato e os demais nutrientes presentes no meio de cultivo, visando
a producdo de 2,3-BDO;

-Selecionar um meio de cultivo que fosse composto por fontes de carbono e de
nitrogénio de interesse econdémico e ambiental, com destaque ao glicerol residual e ao
extrato de levedura do LaBiM, com potencial para proporcionar bons rendimentos e boa
producdo de 2,3-BDO;

-Verificar a capacidade produtiva de dois tipos distintos de glicerol residual
(glicerina loira com e sem sebo), selecionando a op¢do que reportasse um melhor

rendimento de 2,3-BDO e uma melhor assimilacédo por parte do micro-organismo;

-Estabelecer a concentracdo inicial de glicerol residual que garantisse um

méaximo rendimento de 2,3-BDO (em frascos agitados - modo batelada);

-Investigar os efeitos da suplementacdo nutricional por melaco de cana-de-

acucar funcionando como co-substrato, e selecionar a condicdo que permitisse
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melhorias no processo, especialmente, em relacéo a assimilacdo do substrato principal e
a producdo de 2,3-BDO;

-Produzir o levo-isbmero de 2,3-BDO em detrimento das demais formas
enantioméricas (alta seletividade de producdo) e de &cidos organicos que poderiam ser

juntamente sintetizados com esse isdbmero;

- E realizar o monitoramento de patentes para investigar a maturidade e o
potencial tecnoldgico de obtencdo de 2,3 BDO por via microbiana, usando glicerol e P.
polymyxa.

Com base nos resultados encontrados em frascos agitados, objetivou-se por fim:

-Realizar testes preliminares em biorreator de bancada para verificar a producao
de 2,3-BDO, considerando os efeitos advindos da aeracdo e da agitagdo adotadas,

sobretudo relacionados a disponibilidade de oxigénio no meio;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Micro-organismo

A bactéria Paenibacillus polymyxa PM 3605, previamente isolada da rizosfera
de milho (gendtipo CSM36), plantado em solo de cerrado (EMBRAPA-CNPMS, Sete
Lagoas, MG), foi usada para a producdo de 2,3-BDO. Essa estirpe foi gentilmente
cedida pela Profé. Drd Lucy Seldin, do Instituto de Microbiologia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), sendo mantida em estoque a -80°C, em meio TSB
(17 g.L™ de caseina; 3,0 g.L™" de peptona de soja; 5,0 g.L™? de NaCl; 2,5 g.L" de
K,HPO, e 2,5 g.L™ de glicose), contendo 30 %(v/v) de glicerol estéril.

A Figura 7 ilustra as células de P. polymyxa PM 3605 usadas neste estudo.

Figura 7: Imagem microscopica das células de P. polymyxa PM 3605, ap6s incubacéo
em frascos agitados por 16h, 37°C e 200 rpm, em meio contendo glicose como
substrato. As células representadas foram observadas em laminas a fresco, com um

aumento de 40x (sem inser¢do em Gleo) em microscopio de luz.
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4.2. Meios de cultivo

4.2.1. Ativacdo e manutencdo da cultura

Uma aliquota de 100 pL do estoque de glicerol-TSB foi adicionada em 10,0 mL
de meio liquido TSB, em frasco de Erlenmeyer de 50,0 mL. Apds 16h de cultivo em
frascos agitados, a 37°C e 200 rpm, as células foram plaqueadas por diluicdo em TSB-
agar 2,0 %(m/v) e, entdo, mantidas a 4°C, para futura utilizag&o.

4.2.2. Pré-Inéculo

Dois pré-inoculos distintos foram utilizados neste estudo. Cada um foi destinado
a um determinado ensaio fermentativo: frascos agitados e biorreator, tendo sido

preparados das seguintes formas:

- Para os ensaios em frascos agitados, células da placa mantida a 4°C foram
inoculadas em 120 mL de meio YPD, constituido por 10,0 g.L™ de extrato de levedura,
20,0 g.L™* de peptona e 20,0 g.L™* de glicose, presentes em frasco de Erlenmeyer de 250
mL. As células foram crescidas por 16h, a 37°C e 200 rpm. Apds esse periodo, 4,1 g.L™
de biomassa, correspondente a fase exponencial do crescimento microbiano, foram
obtidas. Essa concentracdo celular correspondeu a uma DOgoonm de aproximadamente
4,5 (ver Anexo I). O processo foi, entdo, repetido, usando uma nova coldnia da placa, de
maneira a se obter uma duplicata bioldgica do pré-indculo. As células produzidas nédo
foram submetidas a nenhum processo, como centrifugacdo ou lavagem. O pH inicial do

meio foi proximo de 7,0.

- Ja para 0s ensaios preliminares em biorreator, novamente uma coldnia da placa
mantida a 4°C foi utilizada, sendo crescida em frasco agitado a 37°C e 200 rpm.
Contudo, agora, ela foi inoculada em frasco de Erlenmeyer de 250 mL contendo 100
mL de um meio proposto por Adlakha e Yazdani (2015). Esses autores realizaram um
estudo de otimizagdo (planejamento experimental Plackett-Burman), cujo resultado

levou & seguinte composicao: 15,0 g.L™ de extrato de levedura (fonte de nitrogénio); 0,5
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g.L™* de KH,PO, e 2,0 g.L™* de K,HPO, (como agentes tamponantes); 0,0225 g.L™ de
MnSO, e 0,3 g.L ™ de KCI (como fontes de fons Mn?* e K*, respectivamente). A fonte
de carbono utilizada foi o glicerol presente na glicerina loira com 10,0 %(v/v) de sebo,
com pureza de 81,0 %(v/v). A concentragdo de glicerol foi de 20,0 g.L™ (considerando
sua pureza no residuo). O cultivo foi realizado por 22h, gerando 1,6 g.L™* de biomassa,
correspondente a fase exponencial do crescimento microbiano, e equivalente a uma
DOgoonm de aproximadamente 2,5 (ver Anexo 1). O processo foi realizado em duplicata

bioldgica, sem centrifugacdo e lavagem das células. O pH inicial foi proximo de 6,5.

4.2.3. Meio de fermentacao

Para a producéo de 2,3-BDO, o0 meio de fermentagéo utilizado foi o proposto por
Adlakha e Yazdani (2015), cuja composicdo foi anteriormente apresentada (sesséo
4.2.2. Pré-Inéculo).

Foram investigadas diferentes fontes de carbono: glicose comercial (controle),
glicerol comercial, glicerina loira sem sebo (residuo contendo 84,0 %(v/v) de glicerol) e
glicerina loira com 10,0 %(v/v) de sebo (residuo contendo 81,0 %(v/v) de glicerol). A
glicerina loira foi gentilmente cedida pelo Centro de Pesquisa da Petrobras (CENPES),
que a obteve da empresa BSBios — Energia Sustentavel, localizada em Passo Fundo e

Marialva, no Rio Grande do Sul, como residuo do processo de producéo de biodiesel.

Em todos 0s ensaios, a concentracdo do substrato foi de 20,0 g.L™". Essa
concentragdo foi escolhida com o intuito de encurtar o tempo de cultivo, a fim de se

estabelecer a cinética do processo com maior rapidez e facilidade.

A fonte de nitrogénio investigada foi o extrato de levedura, de dois tipos
distintos: um comercial e outro home made. O extrato ndo-comercial foi produzido pelo
Laboratorio de Biotecnologia Microbiana (LaBiM), sendo por isso denominado extrato
de levedura LaBiM. De acordo com sua caracterizagdo prévia, esse extrato apresentava
composigdo nutricional semelhante ao extrato comercial, porém sua produgéo, por ser
home made, é considerada mais barata. Sendo assim, o extrato de levedura LaBiM foi
usado para a economia do processo, visando a um escalonamento futuro da producédo de
2,3-BDO.
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Além desses compostos, melaco residual da industria de aclcar e alcool foi
utilizado. O objetivo foi investigar a influéncia de outras fontes de carbono junto a
assimilacdo do substrato principal, por parte das células microbianas, de maneira a
verificar o efeito de sua presenca sobre o metabolismo de 2,3-BDO, em termos de
rendimento, producdo e produtividade. O melaco usado neste estudo foi gentilmente
cedido pelo Centro de Pesquisa da Petrobras (CENPES), que o obteve da Usina Cruz
Alta da Guarani - Tereos AcUcar & Energia Brasil, localizada na Zona Rural de

Olimpia, S&o Paulo, como residuo sucro-alcooleiro.

Como as composic¢des dos extratos e das fontes de carbono eram semelhantes, a
relacdo carbono/nitrogénio (C/N=8,5) foi mantida sem a necessidade de correcdes.
Além disso, o grau de pureza de glicerol nos residuos de glicerina loira foi levado em

consideracdo durante o preparo dos meios.

4.3. CondicOes operacionais das fermentagoes

Os parametros fermentativos pH, temperatura, agitacdo e aeracdo foram
definidos com base nos resultados encontrados por Adlakha e Yazdani (2015), para uma
linhagem de P. polymyxa. Além desse trabalho, outros estudos, como os de HaRler et al.
(2012), e Okonkwo et al. (2017), foram usados para justificar os seguintes valores
adotados: pH de 6,3 (biorreator); temperatura de 37°C (frascos agitados e biorreator);
agitacdo de 200 rpm (frascos agitados) e 500 rpm (inicial — biorreator); e aeracdo de 0,5

vvm.

Embora esses parametros sejam especificos de cada linhagem celular, assim
como do tipo de substrato utilizado na fermentacdo (KOUTINAS et al., 2014),
conforme ja apresentado na Fundamentacdo Teorica deste trabalho, as diferentes
linhagens de P. polymyxa utilizadas pelos autores supracitados apresentaram um
comportamento de assimilagdo de substrato e producdo de 2,3-BDO similar nas
condigdes investigadas, ndo havendo, portanto, diferencas capazes de alterar,
significativamente, os resultados das fermentacGes. Sendo assim, por consideracédo e por
simplicidade experimental, as condigdes operacionais apresentadas foram adotadas

como ideais para a bactéria P. polymyxa PM 3605.
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4.4. Procedimento de fermentacao

4.4.1. Selecdo do meio de fermentacédo em frascos agitados

Para a selecdo do meio de cultivo, em relagdo as fontes de carbono e de
nitrogénio, diferentes fermentacdes foram realizadas utilizando substratos e nutrientes
comerciais e residuais, em frascos agitados. Os parametros fermentativos de producao,
rendimento e produtividade de 2,3-BDO foram usados como base para a escolha das

melhores fontes.

Inicialmente, um controle foi realizado com glicose e extrato de levedura
comerciais, compostos convencionalmente utilizados na producéo de 2,3-BDO via rota
biotecnolégica. O objetivo desse controle foi fornecer informagdes sobre o
comportamento cinético de crescimento de P. polymyxa PM 3605, bem como o de
producdo de 2,3-BDO, a fim de servir de base de comparacdo para as demais fontes

nutricionais.

Em seguida, as fontes de carbono e de nitrogénio foram substituidas, sendo
realizados trés ensaios: 1) usando extrato de levedura do LaBiM; 2) usando glicerol
comercial; 3) usando extrato de levedura do LaBiM e glicerol comercial. Todos as
fermentagdes, incluindo o controle, foram conduzidas em frascos agitados a 37°C e 200
rpm, tendo o mesmo pré-indculo de 16h, em duplicata biolégica. A DOggonm inicial foi
padronizada em aproximadamente 0,5, correspondendo a 0,44 g.L™' de células (ver
Anexo 1). Esses experimentos foram conduzidos por um periodo de tempo que variou
de 30h a 75h, de acordo com a fonte de carbono investigada (tempo para 0 méaximo
consumo do substrato), em frascos de Erlenmayers de 250 mL, contendo 150 mL de
meio de cultivo. Essa proporcdo volumétrica favoreceu um ambiente de microaerobiose,
condicgd@o necessaria a producdo metabolica de 2,3-BDO por P. polymyxa PM 3605, ao
mesmo tempo em que permitiu a coleta de amostras em uma quantidade suficiente para
a construcdo das curvas cinéticas do processo. A curva de crescimento microbiano foi

construida a partir do acompanhamento da DOggonm a0 longo do tempo.

Depois de se conhecer a cinética de producdo de 2,3-BDO em glicerol

comercial, a cinética em glicerol residual foi investigada. Para isso, a glicerina loira com
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e sem 10,0 %(v/v) de sebo foi utilizada. Dois ensaios, em duplicata bioldgica, foram
realizados nas mesmas condi¢Oes e configuragdes das fermentagOes anteriores. A

glicerina loira com 10,0 %(v/v) de sebo foi selecionada como fonte de carbono.

Entdo, um teste de concentragdo inicial de glicerol foi realizado, usando
glicerina loira com 10,0 %(v/v) de sebo. Os ensaios foram realizados da mesma forma
que os anteriormente citados. Os seguintes teores iniciais de substrato foram
investigados: 50,0; 70,0; e 85,0 g.L™ Esse estudo foi feito para se determinar a
concentracdo limite de glicerol, a partir da qual a fermentacdo sofreria os efeitos da

inibicdo celular, resultante do excesso da fonte de carbono no meio.

Por fim, um estudo da influéncia do co-substrato sobre a cinética de producéao de
2,3-BDO foi realizado. Para tanto, trés concentragdes de melago residual foram
investigadas, considerando o melhor teor de glicerol, obtido do teste de concentragdo
inicial anteriormente apresentado. Os ensaios envolveram: 5,0; 10,0; e 20,0 g.L™ de
melaco, tendo sido conduzidos em duplicata biologica, da mesma forma que os demais

ensaios supracitados.

4.4.2. Biorreator

Depois de selecionadas as fontes de carbono e de nitrogénio, as fermentagdes
foram conduzidas em biorreator de 2,0 L da marca New Brunswick (modelo BIOFLO®
& CELLIGEN® 310), com um volume de trabalho inicial de 1,0 L. Esse biorreator &
caracterizado por apresentar uma geometria do tipo fluxo radial, em que o liquido é
dirigido a parede do reator ao longo do raio do tanque. Ele continha sensores de pH,
temperatura, oxigénio dissolvido e anti-espumante, além de um sistema de bombas,
responsavel pela entrada de acido, base, meio (em condugfes alimentadas) e anti-
espumante, sempre que necessario. Logo, esse equipamento permitia um grande

controle operacional do processo.

Em relacdo as condigdes de cultivo, o pH e a temperatura foram mantidos em
torno de 6,3 e 37°C, respectivamente (ADLAKHA e YAZDANI, 2015). O pH foi
controlado automaticamente pela adi¢do de acido sulfurico 5,0M e/ou de hidréxido de

sddio 6,0M. A aeracdo e a agitacdo iniciais foram de 0,2 vvm e 500 rpm (HARLER et
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al., 2012), respectivamente, embora tenha sido necessaria uma mudanca de estratégia, a
fim de garantir a condi¢do de microaerobiose, necessaria a producédo de 2,3-BDO por P.
polymyxa PM 3605.

A Figura 8 ilustra o biorreator usado neste experimento.

a- sistema de bombas (acido, base e
anti-espumante);

b- agitacao;

c- aeracio;

d- sensor de O2;

e- sensor de pH;

f- sensor de temperatura.

Figura 8: Batelada convencional, conduzida no biorreator da BIOFLO® &
CELLIGEN® 310, para a producdo de 2,3-BDO.
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4.5. Métodos analiticos

4.5.1. Concentragéo celular

A concentracdo celular (Cy) foi determinada por meio de medidas de
absorbancia (em comprimento de onda de 600nm) em espectrofotbmetro de luz UV
(Biospectro SP-22), que foram correlacionadas a biomassa celular por meio de curvas
de peso seco (ver Anexo I). Uma curva foi construida para o pré-indculo crescido em

glicose e outra para o pré-inoculo crescido em glicerol (biorreator).

4.5.2. Quantificacdo de biomoléculas

Para a quantificacdo dos produtos gerados na fermentacdo de 2,3-BDO, foram

realizadas as seguintes operacoes:

-Inicialmente, as células foram separadas do meio de cultivo por centrifugacao
(10000g / 10 min) a temperatura ambiente, em centrifuga de microtubo (MiniSpin® -
Eppendorff). O sobrenadante, rico em substrato e nos produtos da fermentacdo, foi
diluido dez vezes com &gua Milli-Q e filtrado em membrana de 0,22 um (2202213
100CW - Analitica).

-Em seguida, as concentracdes de substrato (glicose e glicerol) e dos produtos da
fermentacdo (2,3-BDO — levo e meso isdbmeros; etanol; acetoina; acidos latico, succinico
e acético) foram, entdo, analisados usando um sistema de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia — HPLC (Agilent Technologies), equipado com coluna HPX-87H
(BioRad — 300 mm x 7,8 mm). Uma solucdo 0,01 M de &cido sulfarico foi usado como
eluente, a uma vazao de 0,6 mL.min™* a 45°C. O volume de amostra injetado foi de 20,0
pL. Os padrdes utilizados na analise apresentaram curvas de calibracdo com coeficiente
de correlagdo (R?) superiores a 0,99, sendo aplicados na determinacdo do tempo de

retengédo de cada produto.
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4.5.3. Reprodutibilidade experimental

Os experimentos foram realizados em duplicata bioldgica, como ja mencionado
anteriormente. Optou-se por esse tipo de réplica, pelo fato de ela garantir independéncia
experimental e reprodutibilidade de resultados futuros. Por meio da réplica, foi possivel,
também, determinar a média e o desvio-padrdo dos resultados, a fim de se explicitar o
nivel de coeréncia dos ensaios fermentativos. Os resultados foram apresentados sob a

forma de: média da duplicata £ desvio-padréo.

4.5.4. Softwares utilizados

Para o tratamento dos dados experimentais, os seguintes softwares foram
utilizados: Microsoft Excel 2010 — para o calculo dos parametros fermentativos do
processo, da média e do desvio-padrdo; e SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc.,

California/USA) para a construcao dos graficos.

O software ChemSketch 12.01 (ACD — Advanced Chemistry Development),
versdo livre, foi utilizado como ferramenta de desenho, para a construcdo das rotas
metabdlicas e estruturas quimicas apresentadas nas figuras da fundamentacdo tedrica

deste trabalho.

4.6. Parametros fermentativos

Os seguintes parametros fermentativos foram calculados a fim de se conhecer a
cinética de producdo de 2,3-BDO por P. polymyxa PM 3605: rendimento de 2,3-BDO a

partir do substrato (Ypss), produtividade volumétrica (Py) e eficiéncia fermentativa (Ex).

4.6.1. Rendimento (Yp/s)

O rendimento do produto a partir do substrato (Yps) foi calculado conforme a
Equacéo 1.
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Y r gt rato) = ——
pss (g produto. g substrato) P

(Eq.1)

Em que:

P= concentracéo final de 2,3-BDO (g.L™);
Po= concentracdo inicial de 2,3-BDO (g.L™);
Se= concentracdo inicial de substrato (g.L™);

S= concentracdo final de substrato (g.L™).

4.6.2. Produtividade volumétrica (Py)

A produtividade volumétrica (Py) do produto a partir do substrato foi calculada

conforme a Equacéo 2.

(Eq.2)

Em que:

Pmax= Maxima concentragéo de 2,3-BDO (g.L™);

tmp = tempo de cultivo de maxima producéo de 2,3-BDO (h).

4.6.3. Eficiéncia da fermentacgao (E)

A eficiéncia fermentativa (E;) indica o quanto de produto (em termos de
rendimento) foi gerado em relacdo a quantidade tedrica maxima possivel, dado um
determinado substrato. No caso da glicose, a quantidade de 2,3-BDO gerada

corresponde a 0,5g de 2,3-BDO. g* glicose, enquanto para o glicerol o valor é de
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0,489g de 2,3-BDO. g™ de glicerol. A Equagdo 3 apresenta a relacio matemética desse

parametro.
Yg
Er (%) = x 100%
Y<teodrico
S
(Eq.3)
Em que:

Ypis= rendimento experimental de 2,3-BDO a partir do substrato (g de 2,3-BDO.
g™ de substrato);

Yess tecrico= rendimento estequiométrico de 2,3-BDO a partir do substrato (g de
2,3-BDO. g de substrato).

4.7. Monitoramento Tecnoldgico

O monitoramento tecnoldgico foi realizado com auxilio do software Orbit, de
licenca ndo-livre, da empresa Questel. Essa ferramenta abrange mais de 100 milhdes de
patentes e mais de 100 autoridades emissoras, possuindo cerca de 84 registros de
marcas, 9 milhdes de estruturas quimicas indexadas e publicacbes cientificas de 1960
até o ano em vigor. Apresenta, ainda, litigio nos Estados Unidos da Ameérica, China,
Alemanha e Franca, seguindo padrées como ISO (International Organization for

Standardization) e ANSI (American National Standards Institute).

A técnica utilizada foi a de agrupamento de palavras-chave, sendo o escopo
metodoldgico composto pelos seguintes termos técnicos: butanediol, BDO, BD, BDL,
glycerol, glucose, polymyxa. Os termos foram correlacionados pelos conectivos and e
or, sendo usados para selecdo da producdo cientifica indexada no mundo entre 1997 e
2017, cujas bases de dados correspondem as vinculadas ao Orbit. A coleta de
informagdes foi baseada nos titulos, resumos e descricbes das patentes, em que 0S
documentos reportados faziam referéncia a tecnologias de processos e produtos

protegidas e correlatas.
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A interpretacdo dos dados foi feita de maneira individualizada a partir das
patentes encontradas. As informacfes extraidas dos bancos de dados foram
categorizadas de acordo com o pais, a classificagdo IPC (International Patent
Classification) e a instituicdo cessiondaria depositante. A evolucao anual do deposito das

patentes de interesse e das publicacdes cientificas foi também estabelecida.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Concentragdo inicial de indculo

Duas concentragdes iniciais de inoculo, 3,75 %(v/v) e 10,0 %(v/v), foram
investigadas com o intuito de se verificar o efeito desse parametro fermentativo sobre a
producdo de 2,3-BDO, a partir de quatro diferentes meios de cultivo, contendo
diferentes fontes de carbono e nitrogénio, definidos como: M1 — glicose e extrato de
levedura comerciais (controle ou meio base); M2 — glicose comercial e extrato de
levedura LaBiM; M3 - glicerol e extrato de levedura comerciais; e M4 — glicerol
comercial e extrato de levedura LaBiM. As DOggonm dessas concentracfes iniciais de
inéculo foram medidas, sendo iguais 0,2 e 0,5, respectivamente. Uma correlacdo linear
foi estabelecida por meio de uma curva-padrdo de peso seco para células, a partir da
qual as concentracdes de indculo, em termos de biomassa, foram calculadas, sendo
iguais a 0,17 e 0,44 g.L™, respectivamente (ver Anexo | — pré-inéculo crescido em

glicose).

Em diversos estudos, a concentracdo inicial de 10,0 %(v/v) de inéculo foi
considerada suficiente para garantir a aclimatizagdo microbiana no meio, o que favorece
a geracdo de biomassa celular para a producio de 2,3-BDO (HABLER et al., 2012;
OKONKWO et al., 2017). No entanto, o tamanho ideal de in6culo é dependente das
condicdes e meios fermentativos, bem como do micro-organismo utilizado. Além disso,
esta associado a reducdo de custos, principalmente, em processos conduzidos em larga
escala (PRIYA et al., 2016). Por essas razdes, a investigacdo da concentracéo inicial de
indculo mais adequada ao meio de cultivo utilizado € necessaria para melhorar a taxa de

formacéo de 2,3-BDO, garantindo, assim, melhores rendimentos do produto.

As cinéticas de crescimento de P. polymyxa PM 3605 e da producéo de 2,3-BDO
foram estabelecidas para cada concentracdo inicial de indculo. As Figuras 9 a 12
ilustram os resultados encontrados para 3,75 %(v/v) — graficos “a”, ¢ 10,0 %(v/v) —

graficos “b”.
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Figura 9: Cinéticas de crescimento de P. polymyxa PM 3605 e de producéo de 2,3-

BDO em frascos agitados a 37°C e 200 rpm, usando glicose comercial como substrato.

Concentracdo inicial do

indculo: (a) 3,75 %(v/v); (b) 10,0 %(v/v).

—#—CGlicose comercial; --—#—2,3-BDO; e +++#++ DOgoonm.
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Figura 10: Cinéticas de crescimento de P. polymyxa PM 3605 e de producéo de 2,3-
BDO em frascos agitados a 37°C e 200 rpm, usando glicose comercial como substrato e
extrato de levedura LaBiM como fonte de nitrogénio.

Concentracdo inicial do inéculo: (a) 3,75 %(v/v); (b) 10,0 %(v/v).
—#*—Glicose comercial; --—#—2,3-BDO; e *++#++ DOgoonm.
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Figura 11: Cinéticas de crescimento de P. polymyxa PM 3605 e de producéo de 2,3-

BDO em frascos agitados a 37°C e 200 rpm, usando glicerol comercial como substrato.
Concentracdo inicial do inéculo: (a) 3,75 %(v/v); (b) 10,0 %(v/v).

—#—CGlicerol comercial; --—#—2,3-BDO; e *+-# -+ DOggonm.
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Figura 12: Cinéticas de crescimento de P. polymyxa PM 3605 e de producéo de 2,3-
BDO em frascos agitados a 37°C e 200 rpm, usando extrato de levedura LaBiM e
glicerol comercial como fontes de nitrogénio e carbono, respectivamente.
Concentracdo inicial do inéculo: (a) 3,75 %(v/v); (b) 10,0 %(v/v).
—*—CGlicerol comercial; ---#—-2,3-BDO; e *-+# ++ DOgoonm.
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Inicialmente, as cinéticas foram conduzidas com 3,75 %(v/v) de inoculo por 30h
(Figuras 9a a 12a). Para os meios contendo glicose (Figuras 9a e 10a), o tempo de 30h
permitiu um consumo de substrato superior a 95,0%. Por outro lado, para 0os meios
contendo glicerol como fonte de carbono (Figuras 1la e 12a), esse tempo ndo foi
suficiente para consumir todo o substrato. Esse comportamento pode ser justificado
metabolicamente pelo fato de a glicose participar diretamente da glicolise, liberando
piruvato para seguir a rota de formagéo de 2,3-BDO. No caso do glicerol, a converséo a
piruvato segue uma via diferente, que depende de enzimas distintas (ver secao
2.1.4.2.1.1. Metabolismo microbiano do glicerol) e, por esse motivo, as condi¢Ges de

pH e a disponibilidade de NADH/NAD™ podem tornar a conversio mais lenta.

Com excecdo do meio M4, todos 0s demais meios apresentaram uma queda na
concentracdo de levo-2,3-BDO, quando 3,75 %(v/v) de indculo foi utilizado. No caso
dos meios contendo glicose (Figuras 9a e 10a), essa queda foi acompanhada do aumento
de biomassa, no momento em que o substrato havia sido quase completamente
consumido. Isso sugere que na baixa disponibilidade de carbono glicosidico, a bactéria
P. polymyxa PM 3605 pode utilizar o préprio produto didlico como fonte de carbono.
No entanto, como seré discutido na secdo 5.2. Selecdo do meio de fermentacéo, o 2,3-
BDO pode sofrer isomeria, como estratégia metabdlica para manutencdo da atividade
celular. Esse comportamento foi verificado pela presenca de quantidades significativas
de meso-2,3-BDO (dados ndo mostrados nas Figuras 9 a 12), aléem do levo-2,3-BDO
quantificado. Ademais, nos meios contendo glicerol, apesar da presenca residual do
substrato, a queda de levo-2,3-BDO foi observada (Figura 11a), 0 que comprova que 0
produto ndo foi consumido pelo micro-organismo em questdo, uma vez que esse
consumo ocorre, normalmente, quando a fonte de carbono é totalmente assimilada do

meio de cultivo.

Em relacdo ao crescimento microbiano, os meios contendo extrato de levedura
comercial e 3,75 %(v/v) de inoculo (Figuras 9a e 1l1a) apresentaram um perfil
semelhante entre si. O mesmo pode ser observado para os meios contendo extrato de
levedura LaBiM e 3,75 %(v/v) de indculo (Figuras 10a e 12a). E possivel perceber que
0 extrato de levedura LaBiM permitiu um crescimento celular mais proximo do
esperado (sem quedas ao longo da curva), provavelmente em razdo de sua composigéo

quimica, ainda que essa seja semelhante a do extrato comercial.
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Para as fermentagdes usando 10,0 %(v/v) de indculo, os meios contendo glicose
(Figuras 9b e 10b) foram conduzidos, novamente, por 30h, tempo no qual cerca de
96,0% do substrato foi consumido. Esse resultado demonstrou que o aumento da
concentracdo inicial de inoculo de 3,75 %(v/v) para 10,0 %(v/v) ndo afetou a
assimilacdo do carbono, uma vez que anteriormente o consumo foi de 95,0%. Portanto,
0 aumento de indculo pode ser considerado indiferente aos processos usando glicose
como substrato, em termos de melhoria no seu consumo. Para 0s meios contendo
glicerol (Figuras 11b e 12b), os ensaios fermentativos foram conduzidos por 75h, de
maneira que o substrato pudesse ser praticamente exaurido do meio. Pela analise da
Figura 11b, é possivel perceber uma melhoria no consumo do glicerol, em relacdo ao
comportamento observado na Figura 11a. Contudo, para o0 meio M4 (Figura 12b), o
aumento do inéculo ndo resultou em melhoria na assimilacdo do substrato e, assim
como para 0s meios M1 e M2, esse aumento pode ser novamente considerado

indiferente ao processo.

Assim como para 3,75 %(v/v) de inoculo, a 10,0 %(v/v), uma queda na
concentracdo de levo-2,3-BDO produzido foi observada, porém agora para todos 0s
meios - M1 a M4. Como ja mencionado anteriormente, essa queda ocorreu em funcgéo
do surgimento da forma meso de 2,3-BDO (dados ndo mostrados nas Figuras 9 a 12),

evidenciando o fendmeno de isomeria (ver secdo 5.2. Selecdo do meio de fermentacao).

O comportamento celular também foi caracterizado por uma queda nas curvas de
crescimento nos quatros meios estudados. Com exce¢do do meio M3 (Figura 11b), as
quedas observadas foram acompanhadas pela diminuicdo do subtrato (Figuras 9 e 10b)
ou pelo aumento da dificuldade de assimilagdo microbiana (Figura 12b), demonstrando

a existéncia de uma relacéo entre a biomassa e o consumo da fonte de carbono.

O meio M3 (Figura 11b) apresentou um comportamento atipico para o
crescimento celular, provavelmente em razdo da fonte de carbono utilizada. Devido a
natureza reduzida do glicerol, a geracdo de NADH ¢é favorecida (YAZDANI e
GONZALEZ, 2007). Esse composto € aproveitado na sintese de 2,3-BDO, direcionando
preferencialmente o carbono para essa via metabolica em detrimento da via de geracdo
de biomassa. Essa seria, entdo, uma possivel explicacdo para a queda observada no meio
M3, uma vez que apesar da diminuicdo da quantidade celular ter sido verificada, a
formagéo de 2,3-BDO continuou ocorrendo ao longo das primeiras 48h. Inclusive, um
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aumento de 2,3-BDO pdde ser observado entre 6h e 24h, onde a queda de biomassa foi
mais acentuada. Outra explicagdo seria 0 metabolismo inerente das células de P.
polymyxa PM 3605 em relagdo as fontes de carbono, com destaque ao glicerol.
Possivelmente, essa linhagem de P. polymyxa apresenta um comportamento especifico
frente a uma determinada condicdo fermentativa, 0 que pode justificar, dessa forma,

uma cinética de crescimento caracteristica como a observada neste estudo.

Como apresentado anteriormente, o meio M3 (Figuras 11a e 11b), foi o Unico
que apresentou melhoria na assimilagdo do carbono com o aumento da concentracdo
inicial de indculo. A fim de se comprovar as vantagens fermentativas da concentragdo
de 10,0 %(v/v) de in6culo sobre a fermentagdo de 2,3-BDO para 0 meio M3, além de se
comprovar a influéncia sobre os demais meios, 0s seguintes parametros cinéticos foram
determinados: Concentracdo méaxima de 2,3-BDO (Cgpo); Rendimento de produto a
partir do substrato (Ypgs); Eficiéncia da fermentacdo (Ef); Produtividade volumétrica
(Pv); e Consumo de substrato. A Tabela 6 retine os dados calculados.

Tabela 6: Parametros cinéticos de producédo de 2,3-BDO por P. polymyxa PM 3605, a

partir de diferentes fontes de carbono e nitrogénio.

Meio de cultivo

x Consumo
- c(?n-ce-ntragao Coo Yo E, tup Py do
inicial de 1 1 1 -1
sculo (g.L) 9.9 ) (%) (h) (gL h) substrato
(%)
%(vIv)
M1 - 3,75 7,86+ 0,44 0,463+0,020 92,7+4,2 12 0,655+ 0,040 95,1+0,6
M2 - 3,75 6,53+ 0,61 0,349+0,010 66,7+2,4 24 0,272+ 0,020 97,1+2.1
M3 -3,75 3,89+ 0,27 0,306+ 0,030 66,5+ 6,5 24 0,162+ 0,010 70,4+1;3
M4 - 3,75 4,20+ 0,17 0,304+ 0,005 66,0+1,2 30 0,140+ 0,005 71,2+0,5
M1-10,0 8,34+ 0,01 0,449+0,022 89,8+4,4 12 0,695+ 0,001 95,7+ 3,7
M2 -10,0 6,02+ 0,03 0,312+ 0,002 62,5+0,5 24 0,251+ 0,001 98,8+1,7
M3 -10,0 574+ 0,05 0,313+0,001 68,0+£0,4 48 0,120+ 0,001 90,9+ 0,6
M4 -10,0 4,28+0,25 0,333+0,015 72,3+3,3 30 0,143+ 0,008 66,1+0,8
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Cspo: concentracdo maxima produzida de 2,3-BDO; YP/S: rendimento de 2,3-BDO a partir do

substrato; Er. eficiéncia da fermentagdo - quantidade de 2,3-BDO produzida em relacdo ao

maximo teorico (razdo entre YP/s e YP/Stef,ricozo,SOOg.g'l - glicose e 0,489g.g™ - glicerol); typ:

tempo corresponde & maxima producdo de 2,3-BDO; e Py: produtividade volumétrica de 2,3-
BDO.

1: meio base com glicose comercial; 2: meio base com glicose comercial e extrato de levedura
LaBiM; 3: meio base com glicerol comercial; 4: meio base com glicerol comercial e extrato de
levedura LaBiM.

Pela andlise da Tabela 6, os meios M3 e M4, contendo glicerol como substrato,
apresentaram melhorias, ainda que pequenas, nos parametros Cgpo € consumo de
substrato (M3), e Ypis € Ef (M4), com 0 aumento da concentracdo inicial de inoculo.
Segundo Nilegaonkar et al. (1996), o aumento do tamanho do indculo tem um efeito
positivo sobre o rendimento de 2,3-BDO. O mesmo foi sugerido por Anvari e Motlagh
(2011), que comprovaram a influéncia do in6culo na producédo final de 2,3-BDO. No
entanto, quando analisados 0s meios M1 e M2, essas melhorias ndo foram observadas
de maneira geral, ratificando a ndo influéncia do aumento de inéculo na producdo de
2,3-BDO quando a glicose foi utilizada. Como ja discutido, a glicose é um acucar de
facil metabolizacdo por parte dos micro-organismos, quando comparado ao glicerol.
Dessa maneira, os efeitos da presenca de maiores quantidades de biomassa podem ser
mais facilmente percebidos sobre as fontes mais dificeis de serem assimiladas, ja que a

influéncia sobre elas € mais significativa.

Em relagdo as produtividades, ndo foram constatadas melhorias significativas
para nenhum dos meios, principalmente os que continham glicerol como substrato (M3
e M4). Esse resultado era esperado, visto que a bactéria P. polymyxa PM 3605 gastou
um tempo maior para consumir o glicerol e produzir o maximo de 2,3-BDO. Ao
contrério do que foi observado neste estudo, Perego et al. (2003) sugerem que o
aumento da concentracdo de biomassa favorece a produtividade média de 2,3-BDO.
Contudo, essa afirmacdo depende do tipo de micro-organismo empregado, bem como

das condic¢6es de fermentacdo adotadas.

Os meios contendo extrato de levedura comercial, M1 e M3, apresentaram um
aumento na producéo de 2,3-BDO (Cgpo), com 0 aumento da concentracgdo inicial de
indculo. Nessas condicOes, os maiores valores de 2,3-BDO foram obtidos, dado o tipo
de substrato utilizado: 8,34 g,L™* para glicose (aumento de 6,1%) e 5,74 g.L™" para
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glicerol (aumento de 47,6%). Priya et al. (2016) observaram um aumento de
aproximadamente 40,0% na produgdo de 2,3-BDO, além de 69,0% no rendimento desse
produto, quando a concentracdo inicial de in6culo foi dobrada, passando de 1,0 para 2,0
%(v/v). Para teores maiores, de até 5,0 %(v/v), nenhuma diferenca significativa foi

observada.

Diante dos resultados encontrados, o tamanho inicial de indculo de 10,0 %(v/v)
foi escolhido como a concentracdo inicial celular para todas as fermentacfes (em
frascos agitados e em biorreator), visto que a producao de 2,3-BDO e o consumo de
carbono, importantes parametros fermentativos, apresentaram uma tendéncia geral de
elevacdo para o in6culo mais alto, principalmente, nos meios contendo glicerol,

substrato de interesse desta investigacao.

5.2. Selecdo do meio de fermentacao

A escolha do meio de fermentagdo a ser utilizado neste estudo, principalmente
em biorreator, foi realizada mediante dois fatores: economia e produc¢éo. De acordo com
esse requisito, os meios contendo glicose comercial foram desconsiderados, uma vez
que o uso de fontes de carbono de baixo custo tem sido a prioridade de diversos estudos,
que buscam tornar o meio de cultivo mais econémico, como ja discutido na secéo

2.1.4.2. Fontes alternativas de nitrogénio e carbono.

Diante disso, os meios contendo glicerol, M3 e M4, foram, inicialmente,
selecionados, sendo comparados quanto aos parametros cinéticos de producdo de 2,3-
BDO, apresentados na Tabela 6. Esses resultados foram reapresentados na Figura 13, a

fim de facilitar suas comparacoes.
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Figura 13: Parametros cinéticos da fermentacao de 2,3-BDO por P. polymyxa PM3605,
a 37°C, 200 rpm, em frascos agitados, usando 10,0 %(v/v) de inoculo: (a) Producéo
méaxima; (b) Rendimento e produtividade; (c) Eficiéncia da fermentacdo e consumo de
substrato. C——1M3 — glicerol comercial; EEEBM4 — extrato de levedura LaBiM e

glicerol comercial.
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A partir da Figura 13, é possivel perceber que o meio M3 apresentou resultados
mais significativos para a concentracdo maxima de 2,3-BDO e para o consumo de
glicerol que o meio M4, enquanto os demais pardmetros ndo apresentaram grandes
diferencas entre cada condicdo, ainda que para 0 meio M4, seus valores tenham sido um
pouco maiores. Como a fonte de carbono do meio M4 ndo foi completamente
consumida (apenas 66% de carbono foi assimilado), a producéo de 2,3-BDO foi menor
que a encontrada para 0 meio M3. Seria, entdo, necessario um tempo de fermentacéao
superior ao empregado, 75h, para que o consumo de glicerol fosse melhorado. No
entanto, sabe-se que o proprio produto, 2,3-BDO, causa, nas etapas finais da
fermentacdo, uma reducdo na taxa de utilizacdo do substrato, refletindo diretamente no
seu consumo, bem como diminuindo a taxa de crescimento da bactéria (OKONKWO et
al., 2017). Logo, o aumento do tempo dessa fermentacdo ndo necessariamente
implicaria em uma melhoria no consumo de glicerol do meio M4 e, como consequéncia,

a concentracao de 2,3-BDO provavelmente ndo aumentaria.

Diante disso, o0 meio M3 foi pré-selecionado. Apesar dos bons resultados
encontrados para os parametros fermentativos, esse meio apresentou uma queda na
concentracdo de 2,3-BDO, a partir de 48h de fermentacdo (Figura 11b), como ja
mencionado anteriormente. Com 0 objetivo de compreender esse comportamento, uma
cinética mais detalhada do processo foi estabelecida, na qual a forma isomérica meso de

2,3-BDO foi representada. A Figura 14 ilustra os resultados observados.

E possivel perceber, na Figura 14, a presenca do isomeros meso de 2,3-BDO, a
partir de 48h de fermentacdo. O aumento da forma enantiomérica meso foi
acompanhado pela diminui¢do da forma levo, ainda que a producdo de 2,3-BDO total
(soma de levo e meso) tenha aumentado. Esse comportamento evidencia o fendbmeno de
isomerismo, em que o arranjo molecular de um composto €é alterado, mantendo-se o

conjunto e a estrutura atdmicos.
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Figura 14: Isomerismo de 2,3-BDO - Cinéticas de crescimento de P. polymyxa PM
3605 e de producéo de 2,3-BDO em frascos agitados a 37°C e 200 rpm, usando glicerol
comercial como substrato. —#*— Glicerol comercial;--—#-—Levo-2,3-BDO;

- —l-— Meso-2,3-BDO; e+ ++#++ DOggonm

Segundo Okonkwo et al. (2017), o0 2,3-BDO produzido pela espécie P. polymyxa
é capaz de sofrer isomerismo, passando da forma levo para a meso, em razdo da baixa
toxicidade que este isdmero apresenta em relacdo aquele. O aumento do enantibmero
meso no meio, apesar da espécie microbiana produzir quase exclusivamente a forma
levo, consiste em uma estratégia metabdlica de alivio de estresse, o qual é gerado pela
presenca de levo em quantidades consideradas toxicas ao micro-organismo de trabalho,
normalmente em longos periodos de fermentacdo. Um comportamento similar foi

também verificado por Gao et al. (2010), ao utilizarem uma linhagem de P. polymyxa.

O mecanismo responsavel pela interconversdo das formas levo e meso ainda é
pouco conhecido, porém, sabe-se que, em altas concentragcdes de levo-2,3-BDO, a
enzima BDH (2,3-BDO desidrogenase) oxida esse isomero, gerando R-acetoina. Esta,
por sua vez, limita a atividade da enzima ALDC (a-cetolactato descarboxilase), o que

leva a conversdo espontdnea de a-cetolactato a diacetil. O diacetil é, entdo, convertido a
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S-acetoina, que, pela acdo da enzima BDH, se transforma em meso-2,3-BDO (Okonkwo
etal., 2017).

Além dessas conversdes, também é possivel que o 2,3-BDO tenha sofrido uma
reacdo reversa, voltando ao seu precursor acetoina, a partir da saturacéo de 2,3-BDO no
meio de cultivo. Segundo Okonkwo et al. (2017), a acetoina, assim como 0 meso-2,3-
BDO, é uma forma metabolica menos inibitéria que o levo-isdmero. Os autores
constataram a toxicidade dos compostos por meio de bioensaios. Apesar da
possibilidade de reacdo reversa, ndo foi possivel, neste trabalho, verificar seus efeitos
sobre a cinética de 2,3-BDO, uma vez que ndo foram coletados dados referentes a

acetoina.

E possivel, por fim, que o 2,3-BDO seja consumido por parte da bactéria P.
polymyxa, como elucidado por Ji et al. (2011). Segundo esses pesquisadores, na
indisponibilidade de outra fonte de carbono e energia, ou no esgotamento do substrato
usado em uma dada fermentacdo, o 2,3-BDO pode ser utilizado durante a fase
estaciondria, pelo micro-organismo responsavel por sua produgdo, para que as
atividades metabdlicas celulares continuem a ocorrer. Apesar da existéncia desse
comportamento, o consumo de 2,3-BDO por P. polymyxa PM 3605 néo foi observado

neste estudo, quando glicerol foi utilizado como substrato.

Diante do exposto, considerando a producdo de 2,3-BDO, o consumo de
substrato e o tempo de fermentacdo para o surgimento de isomerismo e demais
fendmenos cinéticos, 0 meio M3 foi selecionado como o meio de fermentacdo a ser

utilizado nos ensaios realizados neste estudo, objetivando a formacéo de levo-2,3-BDO.

5.3. Comparagédo com a Literatura

A fim de se verificar a viabilidade produtiva do meio M3, usando a bactéria P.
polymyxa PM 3605, uma busca na literatura foi realizada, de modo a identificar estudos
semelhantes a este, que também utilizassem glicerol como fonte de carbono e energia. O
resultado dessa busca evidenciou a auséncia de trabalhos utilizando P. polymyxa e
glicerol para a producdo de 2,3-BDO, o que representa uma oportunidade de
investigacao cientifica.
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No entanto, foram encontrados, na patente de Martinez et al. (2015), alguns
dados comparativos entre diferentes bactérias, incluindo duas linhagens de P. polymyxa,
todas utilizando glicerol como substrato. Os resultados dessa patente foram organizados
na Tabela 7. A patente em questdo ndo apresentou uma investigacdo profunda acerca de
P. polymyxa. Os dados obtidos pelos autores foram, aparentemente, gerados somente

para justificar as vantagens fermentativas das bactérias por eles investigadas.

Tabela 7: Comparativo dos pardmetros fermentativos de producdo de 2,3-BDO, para
diferentes linhagens de P. polymyxa, utilizando glicerol como substrato. Todos os dados

correspondem a conducdo batelada em frascos agitados.

Glicerol c vy Consumo de Condicaes
Estirpe  Meio  inicial BDO PIS Glicerol ¢ Fonte
(@.L (o.L) (9.9) (%) de cultivo

P. polymyxa M3 20,0 5,74 0,313 90.9 37°Ce Este

PM 3605 (48h) 200rpm  trabalho
P. polymyxa
ATCC12321 460 0,142 55,0 o Martinez
30°Ce
MB 60,0 100rom et al.
P. polymyxa 470 0,226 35,5 P (2015)
DSM356

M3- meio base contendo glicerol comercial; MB — composicao por litro: 60,0 g de glicerol; 5,0
g de extrato de levedura; 5,0 de triptona, 7,0 g de KH,PO,; 7,0 g de KH,PO,; 1,0 g de
(NH,)2SQy4; 0,25 g de MgSO,4-7H,0; 0,12 g de NaMoO,-7H,0; 0,021 g de CaCl,-2H,0; 0,029 g
de CoCl,-6H,0; 0,039 g de Fe(NH,),SO,-6H,0; 2,0 mg de 4cido nicotinico, 0,17 mg de
Na,Se0Os; 0,02 mg de NiCl,; e 10,0 mL de uma solucéo de microelementos (por litro: 0,5 g de
Na,EDTA; 0,5 g de MnCl,-4H,0; 0,1 g de H3BOs; 1,0 mg de CuCl,-2H,0).

Pela analise da Tabela 7, é possivel perceber que P. polymyxa PM 3605
apresenta um desempenho superior em relagdo as demais linhagens, demonstrando ser
uma bactéria produtora potencial de 2,3-BDO, a partir de glicerol. A producéo e o
rendimento desse diol encontrados neste estudo foram, em média, 23,0% e 70,0%
maiores, respectivamente, que os encontrados na patente, para uma quantidade inicial de
glicerol trés vezes menor. Além disso, aproximadamente 91,0% da fonte de carbono e

energia foram consumidas nesta fermentagcdo, indicando a alta capacidade de
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assimilacdo de glicerol por P. polymyxa PM 3605, em conduc®es realizadas em frascos

agitados, nas condigdes utilizadas.

E importante destacar que uma possivel justificativa para os resultados
superiores deste estudo seria a conducdo do processo fermentativo sob condigoes
consideradas Otimas para a espécie P. polymyxa: 37°C e 200 rpm. Estudos anteriores,
como os de Dai et al. (2014), mostraram que a temperatura de 37°C favorece a maxima
utilizacdo do substrato por parte de P. polymyxa, com maior formacao de 2,3-BDO, em
detrimento de outros produtos, como etanol e os acidos organicos latico, acético e
succinico. Outro importante trabalho é o de Adlakha e Yazdani (2015), que realizaram a
otimizacdo do meio usado neste trabalho nas condicdes de 37°C e 200 rpm, o que da
respaldo a utilizacdo dessa temperatura e dessa agitacdo, nos ensaios com P. polymyxa
PM 3605.

Outro ponto a ser destacado é o fato de a producdo de 2,3-BDO apresentada na
Tabela 7 para P. polymyxa PM 3605 corresponder somente a forma levo do diol,
enquanto que na patente essa informacdo ndo é explicitada. Em muitos estudos, os
parametros cinéticos de 2,3-BDO sdo baseados ndo somente na forma levo, como
também na meso e até no precursor acetoina. Exemplos sdo o trabalhos de Dai et al.
(2014); Priya et al. (2016); e Okonkwo et al. (2017). Portanto, é possivel que os
resultados encontrados neste estudo sejam ainda mais promissores, o0 que ratifica a
utilizacdo da linhagem P. polymyxa PM 3605 como micro-organismo para a produgéo
de 2,3-BDO (em frascos agitados).

Por fim, vale ressaltar a economia associada ao meio de cultivo usado neste
estudo. Sua composicao é claramente menos complexa que a utilizada no meio MB da
patente. Isso se deve provavelmente a composicdo adequada de nutrientes proposta para
0 meio M3 por Adlakha e Yazdani (2015), que conseguiram identificar os compostos
necessarios a producdo de 2,3-BDO, em quantidades ideais do ponto de vista
nutricional-microbiano, sem que houvesse comprometimento produtivo. Diante disso, 0
meio M3 foi considerado eficiente e econdmico, sendo, portanto, uma op¢do vantajosa

ao processo fermentativo.
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5.4. Glicerol residual

Depois de verificada a eficiéncia do glicerol como fonte de carbono e energia
para a producdo de 2,3-BDO por P. polymyxa PM 3605, deu-se inicio a investigacao das

formas residuais desse composto, visando & economia do processo.

Dois residuos de glicerol foram investigados, ambos “ndo refinados”: glicerina
loira sem a presenca de sebo animal e glicerina loira com 10,0 %(v/v) de sebo animal. O
sebo presente no residuo de glicerol esta associado ao uso de gordura animal, além dos
6leos vegetais, no processo de transesterificacdo que da origem ao biodiesel. Trata-se de
uma impureza adicional, comumente presente nos residuos de biodiesel das inddstrias
brasileiras. J4 o “ndo refinamento” da glicerina indica que demais contaminantes
tipicos, como o metanol, os &cidos organicos pesados (oleico e linoleico) e os sais KCl e
K2SOs (VENKATARAMANAN et al., 2012), provavelmente estavam presentes no

residuo.

Inicialmente, o crescimento celular de P. polymyxa PM 3605 foi investigado,
uma vez que, segundo Venkataramanan et al. (2012), a presenca dos &cidos organicos,
oleico e linoleico, no glicerol residual, foi capaz de inibir o crescimento e o
metabolismo de uma linhagem de C. pasteurianum. Por outro lado, os sais e 0 metanol
ndo apresentaram efeitos negativos sobre o comportamento cinético da bactéria em
questdo. A Figura 15 ilustra o perfil de crescimento de P. polymyxa PM 3605,

considerando o uso de glicerol puro e residual.

Os perfis apresentados na Figura 15 indicaram uma concentracdo final de
biomassa de P. polymyxa PM 3605, em termos absolutos de DOgoonm, Menor para o
glicerol residual, em relacdo ao glicerol comercial. Provavelmente, a presenca de
impurezas organicas acidas contribuiu para esse comportamento, embora nao seja
critica a quantidade desses compostos no meio, uma vez que os perfis cinéticos foram

semelhantes para os trés tipos de glicerol investigados.
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Figura 15: Perfis de crescimento de P. polymyxa PM 3605 em diferentes tipos de
glicerol, em frascos agitados a 37°C e 200rpm:
—#— Glicerol comercial; —#— Glicerina loira sem sebo; e —&— Glicerina loira com
10,0 %(v/v) de sebo.

Em relacdo as glicerinas entre si, 0 sebo ndo apresentou atividade interferente no
crescimento da bactéria. Ambas as curvas apresentaram valores bem proximos, dentro
do intervalo do erro experimental (curvas vermelha —#— e verde —— da Figura 15).
Yang et al. (2013), utilizando Bacillus amyloliquefaciens, em ensaios conduzidos em
frascos agitados, também perceberam que tipos distintos de glicerol ndo afetaram o

comportamento cinético das células.

No entanto, é notoria a presenca de duas regides de crescimento nas trés curvas
apresentadas, tipicas do fendmeno de diauxia, no qual o micro-organismo apresenta dois
perfis de crescimento em razdo do consumo ndo simultdneo das fontes de carbono
presentes no meio de cultivo. Contudo, como ja discutido anteriormente, para a curva de
glicerol comercial, a queda acentuada de biomassa, seguida de crescimento, foi
atribuida ao micro-organismo empregado e a sua capacidade metabdlica de assimilagéo

de glicerol, visto que a glicose e o glicerol presentes em M3 foram consumidos
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paralelamente. Logo, ndo é possivel afirmar que o fendmeno de diauxia tenha

acontecido com o glicerol comercial.

Ao contrario, para as curvas de glicerol residual, o fenémeno diauxico parece ter
ocorrido, uma vez que o glicerol e a glicose foram consumidos n&o simultaneamente por
P. polymyxa PM 3605. Na Figura 16 é possivel perceber que o glicerol praticamente ndo
foi consumido nas 6 primeiras horas de fermentacdo. Esse tempo coincidiu com o inicio
da fase lag observada na Figura 15. Yang et al. (2013) observaram diauxia quando
investigaram glicerol residual na presenca de outros substratos, usando B.
amyloliquefaciens. Eles denominaram o fenomeno de “segundo crescimento” e
atribuiram a glicose a responsabilidade por esse comportamento, pois, segundo eles,
somente apoOs esse substrato ter sido completamente consumido é que o glicerol
comecou a ser assimilado pelas células. Além disso, eles ndo observaram esse fenémeno
na presenca de outros aglcares, como, por exemplo, a sacarose e 0 melaco de beterraba,
que também foram investigados em seus estudos, na presenca de glicerol.

No caso deste trabalho, a diauxia foi provavelmente decorrente da presenca de
glicose residual do pré-indculo usado nos ensaios fermentativos, uma vez que as células
ndo foram submetidas a etapas prévias de centrifugacdo e lavagem. A glicose foi,
primeiramente, consumida por P. polymyxa PM 3605, enquanto a concentracdo de
glicerol permaneceu praticamente constante nas 6 primeiras horas de cultivo para ambos
os tipos de glicerina (Figura 16). O consumo de glicose ndo foi acompanhado por uma
fase lag, uma vez que as células provavelmente ja se encontravam adaptadas as
condic¢des do meio no intervalo entre Oh e 6h (Figura 15). Com a exaustdo da glicose em
6h, as células tiveram que se adaptar a nova condi¢do do meio, agora rico em glicerol,
que passou a ser consumido, até o final do processo, em 72h (Figura 16). Uma regido
lag foi, entdo, observada, entre 6h e 30h, resultante dessa condicdo adaptativa por parte
das células (Figura 15). Posteriormente, um novo crescimento foi verificado, seguido de
estabilizag&o celular, a partir de 54h de cultivo. Considerando-se, portanto, as curvas de
crescimento da Figura 15 e tomando-se como inicio t=24h, foi possivel identificar as
fases tipicas do crescimento celular para os dois tipos de glicerol residual, conforme
esperado teoricamente: fase lag — de adaptacdo ao meio nutricional (6-30h); fase log -
de crescimento exponencial (30-54h) e fase estacionéria - de estabilidade celular (54-
72h).
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O uso do pré-inoculo diretamente no meio de cultivo, apesar de ter levado ao
fendmeno de diauxia, foi justificado em razéo da economia do processo. Em processos
de larga escala, a redugdo da quantidade de operagdes unitarias é desejada, desde que
ndo afete a qualidade e eficiéncia produtivas do processo. Assim, visando a um

escalonamento futuro da producéo de 2,3-BDO, essa estratégia foi adotada neste estudo.

Depois de avaliada a cinética de crescimento microbiano, a cinética de producéo
de 2,3-BDO foi analisada. Os perfis de consumo de glicerol e producdo de 2,3-BDO

para 0os meios contendo glicerol na forma residual foram construidos, sendo

apresentados na Figura 16.

Glicerol (gL ™)
I
2,3-BDO (gL

Tempo (h)

Figura 16: Cinética de producéo de 2,3-BDO por P. polymyxa PM 3605, usando
glicerol residual, em frascos agitados a 37°C e 200 rpm:
—a— Glicerol originado da glicerina sem sebo; =-®=Glicerol originado da glicerina
com 10,0 %(v/v) de sebo; —#— 2,3-BDO produzido da glicerina sem sebo; e =-®= 2 3-
BDO produzido da glicerina com 10,0 %(v/v) de sebo.

Assim como para a cinética de crescimento, a cinética de producéo de 2,3-BDO

apresentou um comportamento bastante semelhante para ambos os residuos de glicerol,
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conforme ilustrado na Figura 16. Novamente, a ndo interferéncia do sebo no processo
em estudo pode ser comprovada. O mesmo foi observado por Yang et al. (2013), em
que o tipo de glicerol residual ndo foi capaz de afetar a formacdo de 2,3-BDO. Metsoviti
et al. (2012a), por sua vez, testarem trés tipos diferentes de glicerol residual, usando
uma linhagem de Klebsiella oxytoca. Esses autores perceberam que as impurezas
presentes no residuo de glicerol, como sais e metanol, ndo foram capazes de impactar,
negativamente, a assimilacdo do glicerol por parte do micro-organismo, tampouco a

formacéo do diol.

A fim de se comprovar matematicamente a semelhanca na producgéo de 2,3-BDO
a partir dos dois tipos de residuos de glicerol e, a0 mesmo tempo, comparé-los com a
producdo advinda do glicerol comercial, os seguintes parametros cinéticos foram
calculados: Producdo méxima de 2,3-BDO (Cgpo); Rendimento de produto a partir de
substrato (Ypss); Eficiéncia da fermentacdo (Ef); Produtividade (Py); e Consumo de
substrato. A Tabela 8 retine os parametros calculados.

Tabela 8: Parametros cinéticos de producéo de 2,3-BDO por P. polymyxa PM 3605,
usando diferentes tipos de glicerol como substratos.

Y Consumo
C P
Substrato o9 Pig (')Ef tvp Yo do
QL) (9.9 ) (%) (h) (gL h) substrato
(%)
Glicerol 5,74+0,05 0,313+0,001 68,0+04 48 0,120+0,001 90,9+0,6
Comercial

GlicerinaLoira ¢ o/, 05 (434+0003 887407 48 0,145+0,001 94.3+0,8
sem sebo
Glicerina Loira
com 10,0% (v/v) 7,19+0,11 0,398+0,001 81,3:0,3 54 0,1330,002 97,5+2,5
sebo

Cspo: concentragdo maxima produzida de 2,3-BDO; YP/S: rendimento de 2,3-BDO dado o

substrato; Eg. eficiéncia da fermentacdo - quantidade de 2,3-BDO produzida em relacdo ao
méaximo tedrico (razdo entre YP/S e YP/Steé,ico=0,489g.g'l); twe: tempo corresponde & maxima

producdo de 2,3-BDO; e Py: produtividade volumétrica de 2,3-BDO.
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Os parametros cinéticos para ambos os residuos de glicerol, de acordo com a
Tabela 8, foram bastante semelhantes, comprovando matematicamente que as cinéticas
de producéo de 2,3-BDO ndo sofreram influéncia pelo tipo residual de glicerol usado.
Comparando-se todos os parametros fermentativos, apesar da existéncia de pequenas
variaces nos valores calculados, € possivel afirmar que ndo houve diferencas
significativas na producdo de 2,3-BDO a partir dos residuos empregados. Logo, a
escolha do tipo residual de glicerol a ser utilizado neste estudo foi baseada no seguinte
aspecto: aproveitamento de glicerol residual “menos puro possivel”. Neste caso, o
interesse se deu em razdo da importancia econdémica e ambiental desse tipo de material,
ja que ao mesmo tempo em que se objetivou agregar valor ao residuo, o problema de
disposicdo a ele associado pode ser solucionado, sem que fossem demandados gastos

adicionais com o seu refinamento.

Ao contrario, quando os resultados fermentativos de glicerol residual foram
contrastados com os do glicerol comercial, foi possivel notar diferencas nos valores de
Cspo, Ypis € Ef. Em relacéo ao glicerol comercial, os pard@metros em destaque sofreram
um aumento de, aproximadamente, 25%; 27% e 20%, nesta ordem, quando a glicerina
loira com sebo foi empregada como substrato. ObservacGes semelhantes foram
verificadas por Ripoll et al. (2016), ao investigarem dois tipos distintos de glicerol
residual (55,0 e 85,0 %(v/v) de pureza), além do comercial puro, usando linhagens de
Raoultella planticola e R. terrigena, em frascos agitados e em biorreator. Os autores
verificaram cinéticas de producédo de 2,3-BDO e de crescimento celular préximas para
os diferentes tipos de glicerol, porém com rendimentos um pouco superiores para as

formas residuais, de maneira geral.

Do ponto de vista produtivo e econdmico, 0s resultados encontrados foram
bastante interessantes, pois indicam a eficiéncia do residuo de glicerol na producéo de
2,3-BDO, em termos de concentragdo méxima e rendimento. De acordo com a
literatura, rendimentos em torno de 0,4 g.g™* foram alcancados em estudos utilizando
glicose, o que evidencia a vantagem do glicerol residual como substrato eficiente para a
geracdo de 2,3-BDO. Dessa maneira, a substituicdo da fonte de carbono comercial por
uma residual foi considerada viavel nos processos fermentativos realizados neste
trabalho.
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Além do aproveitamento biologico do glicerol residual, outros processos tém
sido reportados na literatura, como é o caso dos estudos de Stelmachowski et al. (2014),
que aplicaram o método de fotocatélise para converter glicerol em hidrogénio, e de
burisi¢-Mladenovi¢ et al. (2016), que propuseram a co-gaseificacdo do glicerol com

outras biomassas para a producédo de gas de sintese.

Em todos os casos, 0 aproveitamento desse tipo de glicerol residual pode ser
realizado sem grandes problemas, sendo considerado um composto potencialmente

econdmico e produtivo para diferentes aplicacdes.

Portanto, diante dos resultados alcancados, a glicerina loira com 10,0 %(v/v) de
sebo foi selecionada como substrato residual eficiente, sendo destinada aos ensaios

fermentativos preliminares em biorreator.

5.5. Influéncia da concentracéo inicial do substrato

Antes de se partir para 0s ensaios em biorreator, a concentracdo inicial de
glicerol residual, presente em glicerina loira com 10,0 %(v/v) de sebo, foi investigada,
com o intuito de selecionar a condicdo que garantisse melhor rendimento de 2,3-BDO.
Assim, trés diferentes concentracdes foram analisadas, além da concentracdo de 20,0
g.L™ ja avaliada neste estudo: 50,0; 70,0; e 85,0 g.L™.

O tempo de conducéo dos ensaios em questdo foi arbitrariamente definido como
sendo igual a 144h, o dobro do tempo utilizado na cinética do meio M3 (Figura 11). Era

esperado, com isso, que a viabilidade celular no sistema fosse mantida.

Inicialmente, as cinéticas de crescimento de P. polymyxa PM 3605 em cada

condicgéo foram determinadas. Os perfis encontrados foram apresentados na Figura 17.
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Figura 17: Perfis cinéticos de crescimento de P. polymyxa PM 3605, para diferentes
concentragdes iniciais de glicerol residual, em frascos agitados a 37°C e 200 rpm:
—+—50,0g.L% —=70,09.L"; e —4-8509.L™

De acordo com a Figura 17, os perfis cinéticos de crescimento de P. polymyxa
PM 3605 foram semelhantes para as trés concentracdes iniciais de glicerol residual
investigadas. Em todos os casos, uma regido exponencial pode ser verificada no
intervalo entre 72h e 102h. A partir desse instante, os perfis passaram a apresentar um
menor crescimento (70,0 e 85,0 g.L™") ou mesmo uma pequena redugdo da biomassa

celular (50,0 g.L ™), indicando o inicio de uma possivel fase estacionaria.

Os valores amostrados ponto a ponto ndo apresentaram diferencgas estatisticas
significativas entre cada condigdo, quando seus intervalos de erros (desvios-padrdo)
foram levados em consideracdo. Na realidade, esses valores foram praticamente iguais
entre si. Isso sugere, portanto, que as concentracdes iniciais de glicerol residual
investigadas foram equivalentes e, como consequéncia, os efeitos cinéticos promovidos
por elas sobre o crescimento celular acabaram sendo similares, de modo geral. Dessa
forma, em termos de biomassa, ndo foi possivel determinar qual das condigdes foram

mais vantajosas para as células de P. polymyxa PM 3605.
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A cinética de producdo de 2,3-BDO foi também determinada para cada uma das

condigdes em estudo. A Figura 18 ilustra os resultados encontrados.

0
100 - 18
75
1 l——________ ‘_'_l
=y ] !
=2 o
g )
RS S 3
2 ch
s o
S
k= 3
[
25 4
.'+.*
et
U _"*t T (J (J T T T T T T T U
0 72 96 120 144

Tempo (h)

Figura 18: Cinética de producéo de 2,3-BDO por P. polymyxa PM 3605, para
diferentes concentracdes iniciais de glicerol residual, em frascos agitados a 37°C
e 200 rpm:

—+—5009.L"; —=-700g.L" e —4-850g.L" (Glicerol)

- #..5000.L";--®--70,0g.L"; e--#-- 8500.L" (2,3-BDO)

Novamente, uma similaridade cinética foi observada para as trés concentragdes
iniciais de glicerol residual, conforme verificado na Figura 18. As curvas de producao
de 2,3-BDO apresentaram valores amostrais estatisticamente semelhantes. Esse
comportamento ja era esperado, uma vez que o 2,3-BDO é um produto do metabolismo
primario e, por esse motivo, sua sintese estd associada ao crescimento microbiano
(RIPOLL et al., 2016). Como esse crescimento foi equivalente para todas as condic¢oes
investigadas, conforme discutido anteriormente, as producdes de 2,3-BDO também

deveriam ser, como pdde ser observado.
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Em relacdo ao consumo de glicerol (Figura 18), uma mesma tendéncia de
assimilacdo foi observada para cada uma das concentracOes iniciais investigadas, o que
ratifica a ndo influéncia da quantidade inicial de carbono sobre a producéo de 2,3-BDO,
pelo menos no intervalo adotado de 144h, para as condi¢Ges avaliadas. Em termos de
taxa de consumo de glicerol, as concentracdes de 50,0; 70,0 e 85,0 g.L™ apresentaram,
respectivamente, os seguintes valores: 0,29; 0,35; e 0,36 Ggiicerol.L ™., a0 final de 144h.
O menor valor de taxa para 50,0 g.L™ pode justificar a pequena reducio da quantidade
de biomassa observada na Figura 17, ao final do processo. Provavelmente, a dificuldade
na assimilacdo do substrato nessa condi¢do, ainda que apenas ligeiramente maior se
comparada as demais, fez com que uma menor quantidade de carbono fosse direcionada
a geracdo de células. Consequentemente, uma condicdo estacionaria foi estimulada e a
biomassa passou a apresentar um comportamento de estabilidade quantitativa,
caracterizado pela DOgoonm quase constante no tempo (Figura 17). A Figura 19
apresenta as taxas de consumo de glicerol residual, para cada condi¢do avaliada, ao

longo do tempo.
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Figura 19: Taxas de consumo de glicerol, para diferentes concentragdes iniciais:
—#—5009L"; —=700gL"; e —4-850gL"

82



A partir da Figura 19, é possivel notar que a taxa de assimilacdo de glicerol
apresentou um comportamento inicial de crescimento, seguido por uma reducdo, a
medida que o tempo de cultivo foi aumentando. Para os meios com 50,0 e 70,0 g.L™* de
glicerol iniciais, a maxima taxa foi alcangada em 96h de cultivo, enquanto que para o
meio com 85,0 g.L?, em 120h. A partir desses instantes, a assimilacdo de glicerol
comegou a decair, alcangando um valor mais baixo em 144h. Das condigGes avaliadas, a
concentracdo de 50,0 g.L™! apresentou um comportamento de queda do consumo de
glicerol mais acentuado (praticamente linear). Isso pode ser justificado pela propria
quantidade de carbono disponibilizada ao micro-organismo. Nessa condicdo, o substrato
€ mais rapidamente consumido que nas demais, assim como os nutrientes do meio, ja
que suas quantidades sdo menores (logo hd um menor efeito inibitdrio, se comparado as
outras concentracdes). Além disso, o acumulo de produtos indesejados no meio se da
mais rapidamente, criando, assim, um ambiente de reducdo da atividade celular. Logo,

em periodos superiores a 96h, o consumo de glicerol passou a ser comprometido.

Metsoviti et al. (2012a) observaram uma reducdo no consumo de glicerol em
concentraces iniciais superiores a 120 g.L™?, ao trabalharem com K. oxytoca, em
frascos agitados, sem controle de pH. Esses autores colocaram em discusséo a
possibilidade de o acumulo de impurezas, advindas de altas concentracGes de residuo de
glicerol, e a capacidade de crescimento do micro-organismo, na presenca de elevados
teores desse substrato, serem 0s possiveis responsaveis pela diminuicdo do consumo de

glicerol.

A ndo assimilacdo eficiente de substrato do meio é considerada, portanto, um
fator critico do processo, que dificulta, inclusive, o seu escalonamento. Normalmente,
ela é intensificada com o aumento da concentragdo inicial do carbono empregado,
devido ao efeito de inibicdo causado pelo substrato e a presenca de impurezas, também
de carater inibitério. Por essa razdo, o controle da concentragdo inicial de glicerol é
considerado crucial, a fim de se garantir uma produgdo adequada de 2,3-BDO. No
entanto, neste estudo, como ja mencionado, o aumento de glicerol inicial ndo afetou
significativamente as cinéticas de crescimento de P. polymyxa PM3605 e producéo de

2,3-BDO. Logo, seu efeito ndo foi considerado critico, nas condi¢des avaliadas.

Para confirmar matematicamente as observacOes realizadas a partir das curvas

cinéticas apresentadas acima, 0s seguintes parametros fermentativos foram calculados:
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Concentracdo de 2,3-BDO (Cgpo); Rendimento de produto a partir do substrato (Yegys);
Eficiéncia da fermentacdo (Es); e Produtividade volumétrica (Py). A Tabela 9 relne os
dados calculados.

Tabela 9: Parametros cinéticos de producédo de 2,3-BDO por P. polymyxa PM 3605 em
diferentes concentracOes iniciais de glicerol residual. Os parametros foram calculados

apos 144h de processo.

CGI-OlH CeloH inicia CBD(l) Yo Es P}/ .
@L) (L) 9L ) @9 ) (%0) 9L h)

50,0 519+19 145+0,1 0,37 £ 0,02 75,8+ 3,6 0,100 = 0,001
70,0 67,2+14 15,6 +0,6 0,38 £ 0,03 77,1+54 0,108 + 0,004

85,0 850+1,8 13,7+ 0,6 0,30 £ 0,02 61,5+ 4,6 0,095 + 0,004

Coaron: concentracdo tedrica de glicerol residual; Cgion iniciai: CONcentragao inicial de glicerol
residual determinada por HPLC; Cgpo: concentragdo de 2,3-BDO; Yoo rendimento de 2,3-BDO

a partir do substrato; Ey. eficiéncia da fermentacdo - quantidade de 2,3-BDO produzida em
relacdo a0 maximo teorico (razdo entre YP/S e Yplsteérico=0,489g.g'1); e Py: produtividade

volumétrica de 2,3-BDO.

De acordo com a Tabela 9, os parametros fermentativos calculados podem ser
considerados equivalentes para os trés teores iniciais de glicerol residual investigados,
ainda que, para a concentracdo de 85,0 g.L™, seus valores tenham sido um pouco
menores que os das demais condi¢des. Esses resultados confirmaram a ndo influéncia da
concentracdo inicial de substrato para a produgédo de 2,3-BDO dentro do intervalo de
144h estudado. Esse comportamento difere de trabalhos da literatura, como os de Li et
al. (2014), que observaram os efeito da concentracéo inicial de glicerol residual sobre a
producdo de 2,3-BDO.

A escolha da condigéo a ser empregada em biorreator foi baseada, portanto, na
economia do processo. Dessa maneira, optou-se por utilizar a concentragéo inicial de
glicerol residual de 50,0 g.L™*, uma vez que foi possivel obter uma mesma quantidade
de 2,3-BDO, usando, inicialmente, menos substrato. Além disso, como o glicerol

utilizado era originado da glicerina loira com sebo (ndo refinada), a presenca de
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impurezas seria menor em quantidades menores desse residuo, o que reduziria possiveis

complicacgdes na sintese de 2,3-BDO.

Ripoll et al. (2016) verificaram uma producdo méaxima de 2,3-BDO em
concentracéo inicial de 90,0 g.L™ de glicerol residual, ao empregarem duas linhagens de
Raoultella. Priya et al. (2016), por sua vez, obtiveram melhores rendimentos para o 2,3-
BDO, ao utilizarem glicose em concentracdes inferiores a 60,0 g.L™ e Enterobacter

cloacae como micro-organismo de trabalho.

Na condicdo de 50,0 g.L™ de glicerol residual, o rendimento de 2,3-BDO foi de
0,37 g.g*, considerado um resultado potencialmente produtivo e econdmico. A
producdo crescente de 2,3-BDO ao longo das 144h pode explicar esse rendimento
elevado. De acordo com as Figuras 20 e 21, o0 2,3-BDO foi produzido ndo somente na
fase exponencial de crescimento celular, como também na regido estacionaria (a partir
de 102h), apesar de sua producdo ser associada ao crescimento. Segundo Celinska e
Grajek (2009) e Ji et al. (2011), o 2,3-BDO pode ser usado como forma de estocagem
de carbono e energia, sobretudo na fase estacionaria, quando o substrato se encontra em
pequenas quantidades no meio. Além disso, a geracao de 2,3-BDO é capaz de prevenir a
acidificacdo intracelular, por se tratar de um composto neutro, bem como regular a
razio NADH/NAD" no interior das células, condicdo necesséria para uma adequada
atividade metabdlica. Logo, a presenca de 2,3-BDO foi observada ao longo de todo o
processo fermentativo, o que refletiu nos bons resultados encontrados para 0s
parametros fermentativos apresentados na Tabela 9.

Os resultados encontrados neste estudo foram comparados com a literatura. A
Tabela 10 apresenta um resumo de alguns trabalhos que utilizaram glicerol residual
como substrato. Informacfes de producdo, rendimento, produtividade e eficiéncia
fermentativa de 2,3-BDO, bem como concentracdo inicial de substrato e grupo de risco
das linhagens microbianas utilizadas, podem ser visualizadas. Em todos os casos, as
fermentacdes foram conduzidas em bateladas simples (frascos agitados ou biorreator),

sob condigdes adequadas de cultivo para cada tipo celular empregado.
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Tabela 10: Resumo dos principais trabalhos encontrados na literatura para a producgéo

de 2,3-BDO, em batelada simples — frascos agitados e biorreator, utilizando diferentes

concentrag0es iniciais de glicerol residual.

Micro-  awor Coronigisar  CBpO Yp/si = Pv | Referéncia
organismo .. (g.L) @L) (gg) (%) (gL h) Bibliografica
Klebsiella a Metsoviti

oxytoca 400 4,80 0,18 3638 0,10 etal., 2012a
Enterobacter b Metsoviti
aerogenes 2 55,0 22,0 0,40 64.5 0,42 etal., 2012b
Raoultella Rinoll et al
planticola 1 90,0 27,5° 0,31 50,0 0,23 p2016 N
Raoultella Ripoll et al
terrigena 1 90,0 33,6° 0,38 61,3 0,35 p2016 N

a: frascos agitados; b: biorreator.

Fator de risco: corresponde ao nivel de seguranca do micro-organismo — 1: segura; 2: risco a
salde humana; Cgron iniciai: CONcentragdo inicial de glicerol residual; Cgpo: concentragdo
méaxima produzida de 2,3-BDO; YP/S: rendimento de 2,3-BDO; Es: eficiéncia da fermentacéo -

quantidade de 2,3-BDO produzida em relagdo ao maximo teérico (razdo entre YP/S e
YP/SteériCO=0,4899.g'l); e Py: produtividade volumétrica de 2,3-BDO.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam a capacidade de producéo de 2,3-
BDO por parte de P. polymyxa PM 3605 frente a outras espécies produtoras do diol.
Isso pode ser comprovado por meio dos resultados encontrados para P. polymyxa PM
3605 utilizando 50,0 g.L™* de glicerol residual (Tabela 9) e para K. oxytoca usando 40,0
g.L™ de glicerol residual (Tabela 10). Em ambos os casos, 0s ensaios fermentativos
foram conduzidos em frascos agitados. Enquanto 14,5 g.L™ de 2,3-BDO foram
produzidas por P. polymyxa PM 3605, a um rendimento de 0,37 g.g* e uma
produtividade de 0,10 g.L™".h™ (Tabela 9), cerca de 4,8 g.L? de 2,3-BDO, a um
rendimento de 0,18 g.g™* e produtividade similar, foram produzidos por K. oxytoca,
(Tabela 10). Isso demonstra que o processo de producdo de 2,3-BDO em frascos
agitados, baseado em P. polymyxa e glicerol, é promissor e, portanto, sua investigacdo

em escalas maiores pode ser justificada.
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5.6. Efeito do co-substrato na producéo de 2,3-butanodiol

Depois de selecionada a concentracdo inicial de glicerol para a producéo de 2,3-
BDO em biorreator, correspondente a 50,0 g.L™, a influéncia da adicdo de co-substrato
na assimilacdo do glicerol foi investigada. Para isso, melago residual do processo de
obtencdo de etanol, a partir da cana-de-aclcar, foi utilizado. Trés concentracfes

distintas foram investigadas: 5,0; 10,0; e 20,0 g,L™.

Inicialmente, as cinéticas de crescimento de P. polymyxa PM 3605 em cada
condicdo foram determinadas, tendo sido investigadas ao longo de 144h. Os perfis
encontrados foram apresentados na Figura 20. O comportamento da taxa de consumo de

glicerol foi também representado.
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Figura 20: Perfil cinético de crescimento de P. polymyxa PM 3605 e taxas de consumo
de glicerol diarias, para diferentes concentragcdes de melago residual usado como co-
substrato, em frascos agitados a 37°C e 200 rpm:

—+—500L" —=-10,0g.L"; e—4-20,09.L™" (DOsoonm)

#500L" ®10,0g.L" e® 20,0g.L™ (Taxas)
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Pela andlise da Figura 20, é possivel compreender o comportamento cinético de
P. polymyxa PM 3605 na presenca de melagco atuando como co-substrato, a partir das
taxas de consumo de glicerol calculadas ao longo de 144h de cultivo. Apesar de néo
estar claramente definidas as fases que constituem a curva cinética de crescimento
microbiano, em razdo da limitacdo de pontos amostrais, é possivel perceber que a
producdo de biomassa celular acompanhou, de maneira geral, a assimilagéo de glicerol.
As taxas correspondentes a 5,0 g.L™ de melaco apresentaram uma tendéncia de
consumo de substrato decrescente e pouco acentuada, se comparada com a das demais
condicdes. Isso possivelmente explica o crescimento praticamente constante de P.
polymyxa PM 3605 no intervalo entre 96 e 144h. J4 as taxas correspondentes a 10,0 e
20,0 g.L™ de melago, por sua vez, apresentaram um aumento inicial de consumo de
glicerol (até 120 e 96h, respectivamente), seguido de decréscimo, resultante da exaustdo
do glicerol no meio de cultivo. No caso da condicdo de 20,0 g.L™* de melaco, o fim da
fonte de carbono refletiu na queda de biomassa celular presente no meio, conforme
observado pelos pontos azuis (losangos) da Figura 20. O crescimento celular para 10,0
g.L™ de melaco foi crescente e pouco acentuado a partir de 120h de cultivo, quando o
glicerol se encontrava praticamente todo assimilado. Sendo assim, em termos da
geracdo de biomassa absoluta, a condicdo de 20,0 g.L™ foi considerada a mais eficiente,
pois em 96h de fermentacdo, a méaxima concentracao celular foi alcancada.

A fim de confirmar os resultados observados acima, em termos produtivos de
2,3-BDO, a cinética de producdo desse composto foi determinada para cada uma das
concentragfes de melago residual em anélise, ao longo de 144h de fermentacdo. A

Figura 21 ilustra os resultados encontrados.
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Figura 21: Cinética de producdo de 2,3-BDO por P. polymyxa PM 3605, para
diferentes concentracdes de melago residual usado como co-substrato, em frascos
agitados a 37°C e 200 rpm:

—+—509L"; —=-1009g.L" e—4-200g9.L" (Glicerol)
--#500.L"%--®--10,09.L"; e--#++ 20,0 g.L? (levo-2,3-BDO)

De acordo com as curvas representadas na Figura 21, as concentragdes de 10,0 e
20,0 g.L™* de melago residual adicionadas no meio de cultivo favoreceram a assimilacéo
do carbono por parte de P. polymyxa PM 3605, que praticamente consumiu todo o
glicerol. Portanto, um efeito positivo da presenca de co-substrato pdde ser verificado.
Em relacdo a producdo de 2,3-BDO, essas condi¢des resultaram em concentraces
finais proximas entre si e superiores as encontradas para 5,0 g.L™. Considerando-se os
intervalos de erros experimentais, pode-se dizer que essas condi¢des foram

estatisticamente equivalentes e mais eficientes ao processo que a condicéo de 5,0 g.L™.

A fim de se comprovar matematicamente as observagdes realizadas acima, 0s
seguintes parametros fermentativos foram calculados: Concentracdo de 2,3-BDO

(Cspo); Rendimento de produto a partir do substrato (Ypss); Eficiéncia da fermentagdo
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(Ef); Produtividade volumeétrica (Py); e Consumo de substrato. A Tabela 11 relne os

dados calculados, bem como o valor de referéncia (meio sem adigéo de melago).

Tabela 11: Efeito da adicdo de melaco, usado como co-substrato, sobre os parametros
cinéticos de producdo de 2,3-BDO por P. polymyxa PM 3605, usando 50,0 g.L™ de

glicerol residual inicial.

ChMelago Caron Consumo Cspo Yoss = Pv
T inicial substrato -1 1 (%) L1
(g.L) (@.L) (%) (g.L) (9.9 ) (gL h)

0,0 51,9+1,9 75,6+0,3  14,5+0,1 0,37+0,02 75,8+3,6 0,100+0,001
50 56,2+0,7 77,4+7,8  153+0,9 0,35+0,02 71,9+3,7 0,106+0,006
10,0 55,1+1,5 97,5¢23  18,9+0,6 0,39+0,07 72,2+14 0,132+0,004

20,0 47,6x1,0 100+0,0 18,9+0,2 0,40+0,01 81,2+2,5 0,131+0,001

Cwmelo:  COncentracdo de melago residual adicionado no meio de cultivo; Cgron inicial:
concentragdo inicial de glicerol residual determinada em HPLC; Cgpo: concentragdo de 2,3-
BDO produzida; YP/S: rendimento de 2,3-BDO a partir do substrato; Ef eficiéncia da

fermentacdo - quantidade de 2,3-BDO produzida em relagdo ao maximo teorico (razdo entre
YP/S e Yplsteéri60=0,489g.g'1); e Py: produtividade volumétrica de 2,3-BDO.

Pela analise da Tabela 11, é possivel perceber que a adicdo de 5,0 g.L™ de
melaco ao meio contendo glicerol residual ndo foi suficiente para melhorar a producao
de 2,3-BDO, de maneira significativa. Considerando o intervalo de erros experimentais,
pode-se perceber que o0s parametros apresentaram resultados semelhantes aos
encontrados para 0 meio controle (sem a presenca de melaco). Em relacdo as
concentracdes de 10,0 e 20,0 g.L™ de melaco, porém, a producdo de 2,3-BDO foi
melhorada, assim como a assimilacdo do glicerol. Nessas condicdes, o teor de diol ao
final de 144h de fermentacdo foi aproximadamente 30,0% maior, assim como o
consumo do substrato e a produtividade. 1sso confirma as expectativas em torno dos
agucares usados como co-substratos, de que eles favorecem o crescimento microbiano,
contribuindo para o consumo do carbono principal e, consequentemente, para uma
maior producdo de um determinado metabdlito de interesse. O melago, portanto,
permitiu a geracdo de uma maior quantidade de biomassa celular, que passou a

consumir o glicerol de maneira mais eficiente, justificando, dessa maneira, os resultados
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encontrados. O rendimento de 2,3-BDO e a eficiéncia fermentativa foram

estatisticamente semelhantes para todas as condic¢des avaliadas.

O melago, usado neste estudo, era composto, majoritariamente, por sacarose,
além de glicose e frutose (Ver Anexo I1). Como as concentra¢@es adicionadas de melago
foram relativamente pequenas, as quantidades de cada um desses agUcares também
foram pequenas no meio, embora a presenca de sacarose tenha sido preponderante em
relagdo aos demais aclcares. Por exemplo, para 20,0 g.L™ de melago, cerca de 15,1 g.L”
! correspondiam & sacarose, 2,58 g.L™ & glicose e 2,32 g.L™ & frutose. Dessa forma, a
sacarose influenciou mais significativamente os parametros fermentativos calculados
(Tabela 11). Assim como observado em outros trabalhos, a presenca de sacarose nao
dificultou a assimilacdo de glicerol por parte do micro-organismo. Ao contrario, ela
favoreceu o seu consumo, como ja justificado anteriormente para as adicdes de 10,0 e
20,0 g.L™* de melaco no meio de cultivo. A glicose, por sua vez, prejudicou a producéo
de diois, como observado por Metsoviti et al. (2012a). Esses autores investigaram a
producdo de 1,3-propanodiol (1,3-PDO) e 2,3-BDO por K. oxytoca, usando glicerol na
presenca de glicose como co-substrato. Biebl e Marten (1995) também constaram o
efeito prejudicial da glicose como co-substrato na producdo de 1,3-PDO, usando
Clostridium butyricum. Os autores observaram a geracao de acetato e CO,, com redugéo
de NADH, composto responsavel pelo rendimento de 1,3-PDO, quando a glicose atuou
como co-substrato. Portanto, considerando os resultados encontrados e a literatura em
questdo, a sacarose parece ser um co-substrato mais promissor do que a glicose para a
geracdo de diois, 0 que justifica o uso de melaco nos processos de producgéo de 2,3-
BDO deste estudo.

Em relacdo as condicBes de 10,0 e 20,0 g.L™!, ambas foram estatisticamente
semelhantes (Tabela 11). Entdo, a escolha da condicdo a ser usada em biorreator foi
feita com base na relacéo custo-beneficio do processo. A adigdo de 10,0 g.L™" de melaco
ao meio contendo glicerol apresentou desempenho similar & condicdo de 20,0 g.L™,
porém usando uma menor quantidade de sacarose. Portanto, a condigdo de 10,0 g.L™* de
melaco foi definida como sendo a concentracdo ideal de co-substrato, a partir da qual a
producdo de 2,3-BDO foi favorecida. Yang et al. (2013) observaram um aumento de

16,8 (frascos agitados) para 33,9 g.L™* (biorreator) de 2,3-BDO ao adicionarem cerca de
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15,0 g.L™ de melaco de beterraba em meio de cultivo contendo 80,0 g.L™* de glicerol

residual.

5.7. Formagcao de sub-produtos

Além da sintese de 2,3-BDO, a formacédo de sub-produtos foi investigada no
meio suplementado com 10,0 g.L™" de melago residual. A Figura 22 apresenta 0s
resultados encontrados nesse ensaio fermentativo.
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Figura 22: Producdo dos sub-produtos da fermentacdo de 2,3-BDO, em meio contendo
50,0 g.L™ de glicerol residual e 10,0 g.L™ de melaco. Os ensaios foram conduzidos por
144h, em frascos agitados a 37°C e 200 rpm.

= Acido Succinico; mAcido Latico; e #Acido Férmico.

Um dos &cidos mais importantes do metabolismo de 2,3-BDO é o acido acético,
visto sua influéncia sobre o rendimento desse produto. Neste trabalho, um acimulo de
acido acético no meio suplementado com melago e conduzido em frascos agitados néo

foi detectado, como pode ser verificado na Figura 22. Esse resultado é considerado
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vantajoso, do ponto de vista fisioldgico, para P. polymyxa PM 3605, uma vez que a
inibicdo causada pelo acetato é evitada (DE MAS et al., 1988; HARLER et al., 2012).
Uma possivel explicacdo para a auséncia de acido acético seria a baixa atividade
enzimatica de fosfo-transacetilase e/ou de acetato quinase, principais enzimas
responsaveis pela sintese de acetato (JI et al., 2011). Outra razéo seria a presenca de
acido succinico, embora ambos os &cidos possam ser produzidos juntos. Segundo Lee et
al. (2001), o acido succinico pode ser sintetizado a partir de glicerol sob reduzida

formacéo de &cido acético.

De maneira geral, os acidos formados (succinico, latico e formico) foram
detectados no tempo Oh em razdo do uso de pré-indculo ndo lavado. Ja sua presenca ao
longo do processo foi atribuida, metabolicamente, a disponibilidade de oxigénio no
meio. O lactato, por exemplo, é produzido mais eficientemente sob condi¢des micro-
aerdbicas, uma vez que o piruvato € convertido a lactato em ambiente com baixa

concentragédo de oxigénio (Jl et al., 2011).

A tendéncia ascendente dos perfis encontrados para os acidos succinico e latico
evidencia a necessidade de se controlar os parametros de agitacdo e aeracdo do meio, a
fim de que a producéo de 2,3-BDO seja favorecida e, assim como o acido formico, esses

sub-produtos sejam minimizados ao final da fermentacéo.

5.8. Conducao em biorreator

5.8.1. Testes preliminares

O meio anteriormente selecionado contendo 50,0 g.L™ de glicerol residual,
originado da glicerina loira com 10,0 %(v/v) de sebo, e 10,0 g.L™* de melago como co-
substrato, foi definido como o meio de cultivo para a producédo de 2,3-BDO em frascos
agitados. A fim de testa-lo em biorreator, ensaios preliminares foram realizados. Esses
experimentos ndo foram realizados em duplicatas nem em condi¢des Otimas para P.

polymyxa PM 3605, servindo, portanto, como testes prévios para o conhecimento do
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processo fermentativo e do comportamento microbiano em biorreator, a partir de

informagdes obtidas da literatura.

Assim, inicialmente, as fermentagcdes foram conduzidas a 500 rpm e 0,5 vvm
(HARLER et al., 2012), com 50,0 g.L™* de glicerol residual. No entanto, para as células
de P. polymyxa PM 3605, essa condi¢do ndo permitiu o crescimento celular, tampouco a
producdo de 2,3-BDO. Uma possivel explicacdo para isso foi o provavel estresse
oxidativo a que essa bactéria foi submetida, uma vez que nas conducbes em frascos
agitados, a disponibilidade de oxigénio era menor, se comparada a do biorreator. Logo,
um ambiente micro-aerobico, condi¢do necesséria para a sintese de 2,3-BDO (DA et
al., 2014), acabou n&o sendo conseguido no biorreator.

A baixa disponibilidade de oxigénio pode ser conseguida por meio de uma baixa
agitacdo e de uma baixa aeracdo. Nessa condigdo, a enzima o-acetolactato sintase é
ativada, passando, entdo, a produzir 2,3-BDO (JI et al., 2011). A fim de tornar 0 meio
micro-aerobico, a agitacdo foi, entdo, reduzida para 200 rpm, tendo sido mantida a
aeracdo de 0,5 vvm, por limitacdo operacional do equipamento utilizado. A
concentracéo inicial de glicerol residual foi ajustada para ~20,0 g.L™, a fim de encurtar
0 cultivo e testar com maior rapidez a nova condicdo de suprimento de oxigénio.
Novamente, as células apresentaram dificuldades de crescimento. Entdo, a aeracdo foi
desligada e uma cascata de aeracdo foi estabelecida, levando em consideracdo o valor de
0,5 vwm. Dessa maneira, as células responderam bem, passando a consumir o oxigénio
disponivel no meio de fermentacdo, que se encontrava, até entdo, saturado com O..
Quando a concentracdo de oxigénio dissolvido alcangou um valor préximo a 15,0% da
saturacdo do ar, a aeracdo foi, automaticamente, ligada, permanecendo constante até o
final da fermentacdo. A Figura 23 ilustra a cinética de producdo de 2,3-BDO e de

crescimento de P. polymyxa PM 3605 encontrada para 0 ensaio em quest&o.

Apesar de as células de P. polymyxa PM 3605 terem conseguindo crescer nessa
condicdo, ndo sofrendo inibicdo por estresse oxidativo, a assimilacdo do glicerol
residual ndo foi eficiente, como é possivel perceber na Figura 23, para um periodo de
25h de fermentagdo, e, consequentemente, a producdo de 2,3-BDO foi baixa. Como
discutido na secdo 2.1.3.1. Oxigénio dissolvido, a baixa disponibilidade de oxigénio
favorece o rendimento de 2,3-BDO sob condi¢fes de baixo consumo de substrato, uma
vez que baixa biomassa celular é formada (CONVERTI et al., 2003). Os resultados

94



encontrados podem ser justificados, entdo, pela disponibilidade inadequada de oxigénio,
revelando, dessa maneira, a necessidade de se realizar a otimizacdo das condicdes de
aeracdo e agitacdo para P. polymyxa PM 3605, de modo a estabelecer o ambiente ideal
para seu crescimento e para a producdo de 2,3-BDO. Callow e Pirt (1961) ja haviam
sugerido a existéncia de uma relacdo entre a produtividade de 2,3-BDO e a biomassa
celular, que, por sua vez, é dependente de uma correta disponibilidade de oxigénio.
Portanto, era necessario investigar a relacdo agitacdo/aeracdo para P. polymyxa PM
3605, a fim de se estabelecer o equilibrio entre os processos de crescimento celular e

producdo de 2,3-BDO. No entanto, neste trabalho, essa investigacao nédo foi realizada.
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Figura 23: Cinéticas de crescimento de P. polymyxa PM 3605 e de producéo de 2,3-
BDO em biorreator a 37°C, 200 rpm e cascata de aeracao (0,5 vvm), em meio contendo
20,0 g.L™* de glicerol residual e 10,0 g.L™* de melaco.
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A relacdo existente entre a agitacdo e a aeracdo ajuda a entender, ainda, a
seletividade de levo-2,3-BDO frente aos sub-produtos da fermentagdo e a forma
isomérica meso. De acordo com HaRler et al. (2012), a baixa quantidade de oxigénio

favorece uma alta seletividade de levo-isomero. Pela anélise da Figura 24, é possivel
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perceber uma producdo de meso-2,3-BDO ap0s 25h de fermentacdo, com reducgédo da
concentracdo de levo-2,3-BDO. Do ponto de vista metabolico, o oxigénio favorece a
conversao espontanea de a-acetolactato a diacetil, que, por sua vez, pode ser convertido
em qualquer uma das duas formas enantioméricas de 2,3-BDO (NAKASHIMADA et
al., 1998, citado por HARLER et al., 2012).

O resultado anterior confirmou, entdo, que a condi¢do de 200 rpm e 0,5 vvm néo
foi adequada para a sintese de 2,3-BDO, com destaque a forma isomérica de interesse
(levo-2,3-BDO), para P. polymyxa PM 3605. Priya et al. (2016) observaram uma
diminuicdo no rendimento de levo-2,3-BDO com o aumento da agitacdo, da aeracéo e
da temperatura. Eles sugeriram o controle do suprimento de oxigénio, por meio de sua
diminuicdo moderada no meio, a fim de que a linhagem de P. polymyxa que eles
utilizaram pudesse produzir a forma levo-2,3-BDO com maior pureza. Um controle da
razio NADH/NAD" foi também proposto pelos autores, a fim de garantir a alta
seletividade de levo-2,3-BDO, por meio da converséo de acetoina a 2,3-BDO, quando
essa razdo era aumentada, pela diminuicdo de oxigénio disponivel no meio (WANG et
al., 2013).

A seletividade encontrada neste trabalho foi de 72,1 % de levo-2,3-BDO, em 25h
de fermentacdo, conduzida em batelada. HaRkler et al. (2012) encontraram uma
seletividade de aproximadamente 98,0% de levo-2,3-BDO, apds 24h de fermentacdo em
batelada alimentada, 500 rpm e 0,2 vvm. Dai et al. (2014), por sua vez, obtiveram uma
seletividade de aproximadamente 92,6% de levo-2,3-BDO para uma fermentagéo
batelada de 24h, 300 rpm e 0,2 vvm. Portanto, o estabelecimento da condicdo 6tima
para a relacdo aeracdo/agitacdo foi considerado novamente necessario para 0S ensaios

fermentativos envolvendo P. polymyxa PM 3605 e o glicerol residual.

Outra maneira de se realizar o controle do oxigénio disponivel no meio de
cultivo é realizar as conducdes fermentativas em duplo estagio de pH e de agitacéo.
Nessa configuracdo, a razdo de NADH/NAD" intracelular é ajustada, de maneira que a
conversdo de acetoina a 2,3-BDO seja favorecida e o rendimento e a produtividade do
diol, como consequéncia, melhorados (WANG et al., 2013; DAI et al., 2014; PRIYA et
al., 2016).
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Outro importante aspecto fermentativo investigado foi a identificacdo dos sub-
produtos gerados no bioprocesso em estudo. Por meio da anélise desses compostos, foi
possivel compreender o comportamento metabolico de P. polymyxa PM 3605, a partir
da determinacdo das rotas bioquimicas para as quais o carbono foi direcionado. Com
esses resultados, é possivel estabelecer estratégias que garantam a producéo eficiente de
2,3-BDO em detrimento de seus sub-produtos. O grafico da Figura 24 apresenta 0s
principais acidos identificados junto a sintese de 2,3-BDO.
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Figura 24: Producdo dos sub-produtos da fermentagéo de 2,3-BDO, em meio contendo
20,0 g.L™ de glicerol residual e 10,0 g.L™ de melaco. Os ensaios foram conduzidos por
25h em biorreator a 37°C, 200 rpm e cascata de aeracdo (0,500 vvm).

# Acido Succinico; e® Acido Acético.

De acordo com a Figura 24, a quantidade de &cidos organicos formada foi
significativa, dada a concentracao final de 2,3-BDO obtida, especialmente sob a forma
de levo-isomero. Aproximadamente 1,5 g.L™ de &cido acético e 0,5 g.L™ de 4cido
succinico foram produzidas, para uma concentragdo final de cerca de 3,0 g.L™ de levo-
2,3-BDO. Isso demonstrou, novamente, que as condicOes utilizadas nesse ensaio

fermentativo ndo foram adequadas a producdo do diol, sobretudo devido ao relativo
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favorecimento dos sub-produtos acidos. Petrov e Petrova (2009) observaram um
comportamento semelhante quando conduziram fermentacdes de 2,3-BDO, usando uma
linhagem de K. pneumoniae, em regime batelada alimentada, com controle de pH. No
entanto, quando nédo fixaram o pH ao longo do processo, a producdo de 2,3-BDO foi

favorecida frente aos acidos latico, succinico e acético.

O favorecimento de 2,3-BDO em ambiente sem controle de pH sugere a
existéncia de um mecanismo celular de autocontrole desse parametro, responsavel pela
liberacdo de metabdlitos ndo inibitérios na cultura microbiana. Segundo Zeng et al.
(1990), apesar de ser possivel a formacdo de cinco diferentes produtos a partir do
catabolismo de glicerol, o Unico composto nao inibidor formado é o 2,3-BDO. Logo,
sua presenca em maiores quantidades no meio de cultivo sem controle de pH pode ser
justificada. Diante disso, 0 baixo teor de 2,3-BDO encontrado neste trabalho pode estar
associado, também, com o controle de pH realizado em biorreator, em que a
manutencdo de pH igual a 6,3 ao longo de todo o processo pode ndo ter sido eficiente

para a sintese de 2,3-BDO.

Em relacdo aos acidos, a producao de &cido acético é mais significativa, uma vez
que apresenta vantagens do ponto de vista metabolico: sua formacdo esta relacionada a
regeneracdo de NAD" e & reciclagem da coenzima A. Essas condicdes sdo alcancadas
com o catabolismo de glicerol, que promove a reducdo de equivalentes de NADH e 0s
disponibiliza a biossintese de metabdlitos (&cidos e 2,3-BDO), dos quais o0 &cido acético
é formado preferencialmente, dependendo das condi¢des de trabalho. Além disso, ha um
maior lucro energético na formacdo desse acido quando comparado aos acidos latico e
succinico, o que reitera a vantagem produtiva do &cido acético e justifica as quantidades
finais encontradas para cada um dos acidos formados (SYU, 2001), no ensaio em
biorreator deste estudo.

Diante dos resultados encontrados, € possivel perceber uma limitagdo, em
termos de eficiéncia produtiva, nas fermentacdes de 2,3-BDO conduzidas em biorreator,
usando glicerol como substrato, sobretudo, devido a lentiddo e as dificuldades
encontradas na conversdao desse composto a 2,3-BDO (PETROV e PETROVA, 2010).
Portanto, para tornar o processo viavel do ponto de vista produtivo e econémico, a
otimizacdo dos parametros da fermentacédo, sobretudo o pH e o oxigénio disponivel, é

fundamental e necesséria, pois somente por meio de um controle adequado e minucioso
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do bioprocesso em relacdo a todas as variaveis e a todas as condi¢des consideradas
criticas, é que a formagdo de 2,3-BDO podera ser priorizada, frente a sintese dos co-
produtos &cidos, e, por consequéncia, a eficiéncia produtiva do processo aumentada
(PRIYA et al., 2016).

5.9. Formacao de exopolissacarideos (EPS)

Os exopolissacarideos (EPS) séo polissacarideos extracelulares, produzidos por
micro-organismos, como as bactérias e os fungos, que podem ser secretados sob a forma
de limo ou estarem aderidos a superficie das células (SUTHERLAND, 1998). Quando
secretados no meio, os EPSs formam grumos e dificultam o processo de produgéo de
2,3-BDO, uma vez que o carbono € direcionado a sintese desses compostos. Por esse

motivo, sua presenca é considerada critica na fermentacéo de 2,3-BDO.

Durante as fermentacGes conduzidas com glicerol residual, e também as
suplementadas com melaco, a presenca de grumos, bem como o aumento da viscosidade
do meio de cultivo, ndo foram, visualmente, identificados, no intervalo de tempo
investigado. Isso pode significar a auséncia ou a baixa concentracdo de compostos do
tipo exopolissacarideos (EPS), 0 que representa uma vantagem ao processo de sintese
de 2,3-BDO por P. polymyxa PM 3605, a partir de glicerol. No entanto, como a
quantificacdo de EPS néo foi realizada neste trabalho, ndo foi possivel confirmar essa

observacao visual.

Uma possivel justificativa para a baixa formacdo de EPS foi o valor da
temperatura adotado neste trabalho, igual a 37°C. Segundo HéaRler et al. (2012), a
formacdo de EPS diminui com o aumento da temperatura. Os autores verificaram esse
comportamento ao investigarem a cinética de producao de 2,3-BDO por uma linhagem
de P. polymyxa, em um intervalo de temperatura que variava de 30 a 41,5°C. Eles entdo
concluiram que a 40°C os teores de EPS eram mantidos em baixos niveis, em torno de
10,0 g.L?, concentracdo que ndo era capaz de alterar, significativamente, as

fermentacdes.

Além da temperatura, o uso de glicerol pode explicar a ndo producdo de EPS em

quantidades visualmente identificaveis. Segundo Macedo et al. (2002), a producéo de
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EPS estd associada ndo somente as condi¢cdes de cultivo de uma fermentacdo, como
também as fontes de carbono e de nitrogénio usadas no bioprocesso. Nesse sentido,
alguns autores atribuem aos seguintes compostos a responsabilidade pela sintese de
EPS: glicose, sacarose, maltose, lactose, frutose, xilose, xilitol, manitol e inositol.
Desses, a glicose e a sacarose sdo 0s substratos mais utilizados em estudos envolvendo a
producéo de EPS, de maneira desejada ou ndo (BARBOSA et al., 2004). Neste estudo,
como o glicerol foi a fonte principal de carbono e os agUcares, advindos do melago, se
encontravam em concentracdes muito baixas para promoverem a formacdo de EPS,
principalmente em longos periodos de cultivo (144h), em que esses agucares
possivelmente ja& havia sido completamente consumidos, a sintese de EPS ndo foi
favorecida. Consequentemente, ndo foram percebidas alteracdes na cinética de producéo
de 2,3-BDO pela presenca de EPS.

Dessa maneira, foi assumida, também, neste estudo, a hipotese de dependéncia
entre P. polymyxa PM 3605, temperatura e glicerol, junto a formacdo de EPS. Logo, a
temperatura de 37°C e o uso de glicerol parecem ter sido relevantes para a ndo detecgédo

visual de EPS no meio fermentativo.

5.10. Monitoramento Tecnoldgico

Inicialmente, a busca de patentes foi feita de acordo com a seguinte relacdo de

palavras-chaves:

Glycerol AND Polymyxa AND Butanediol OR BDL OR BDO OR BD

A escolha dos termos técnicos foi feita com base em um estudo prévio das
publicacdes cientificas e tecnoldgicas relacionadas com a producdo de 2,3-BDO, a partir
de glicerol, por Paenibacillus polymyxa. Por essa razdo, a busca foi considerada
refinada e bastante especifica, envolvendo poucas palavras-chave. Apesar de ter sido
feita uma pesquisa avangada, tendo como fonte a FAMPAT (familia de patentes) do
Orbit, nenhum resultado foi encontrado. Essa resposta evidencia uma oportunidade de
trabalho cientifico, uma vez que revela o carater inovador envolvendo o 2,3-BDO, o
glicerol e a bactéria P. polymyxa, a medida que reflete as limitagcdes da tecnologia

envolvendo esses trés fatores, cujo estudo se faz necessario para promover seu
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desenvolvimento. Portanto, esse resultado “negativo” pode ser usado para justificar a
realizacdo do presente trabalho, dando respaldo a continuagéo do processo investigativo
a ele associado.

Posteriormente, uma nova busca foi realizada, a fim de se verificar a existéncia
de trabalhos similares ao deste manuscrito. Para isso, as seguintes palavras-chave foram

relacionadas:

Glucose AND Polymyxa AND Butanediol OR BDL OR BDO OR BD

Novamente, uma pesquisa avancada, tendo como fonte a FAMPAT (familia de
patentes) do Orbit, foi implementada. Porém, agora, cinco patentes foram encontradas.
Elas correspondem ao intervalo de tempo de 1997 a 2017, o que indica poucos avangos
na tecnologia envolvendo o 2,3-BDO, a glicose e a bactéria P. polymyxa. A Figura 25

ilustra a evolucdo anual das patentes selecionadas.

Patentes depositadas

Numero de patentes
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1957
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Figura 25: Evolugdo anual das patentes relacionadas a produgdo de 2.3-BDO por P.

polymyxa, usando glicose como substrato.
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E possivel perceber, na Figura 25, a auséncia de patentes em um intervalo de
tempo consideravel, comecando em 1998 e se estendendo até 2012. Essa configuracao
é, provavelmente, resultante do desinteresse da producgdo de 2,3-BDO por parte tanto da
industria quanto da academia, assim como da pouca importancia ou desvalorizacéo, até
entdo, da rota biotecnoldgica de producdo desse diol. No entanto, a partir da segunda
década dos anos 2000, essa realidade foi modificada, possivelmente, em razdo do
aumento das preocupagdes ambientais e econdmicas relacionadas ao uso das
tradicionais fontes de energia. A busca por alternativas energéticas, capazes de aliar
produtividade e lucro, com o minimo de interferéncia ambiental possivel, pode justificar
0 surgimento de novas tecnologias nesse periodo, dentro do qual estdo inseridas os
80,0% da producdo técnica (4 patentes) encontrada para o 2,3-BDO, a glicose e P.
polymyxa. A auséncia reincidente nos ultimos trés anos de patentes sobre o assunto
sugere, novamente, uma oportunidade tecnologica de estudo, a partir do qual o
desenvolvimento de um processo eficiente de geracdo de 2,3-BDO pode resultar em
vantagens econdmicas e produtivas ao detentor dessa tecnologia.

Dentre as cinco patentes verificadas, quatro pertencem a China e uma ao Japéo.
Esse resultado evidencia a supremacia asiatica sobre essa tecnologia, justificando a
necessidade de o Brasil desenvolver um estudo mais aprofundado na area, visto que o
interesse na producédo de 2,3-BDO ¢é cada vez maior, em razdo de sua versatilidade de
aplicacdes e seu aproveitamento em diferentes segmentos industriais (JI et al., 2011).
Além disso, o uso de glicerina loira brasileira para a producdo de 2,3-BDO, resultante
da industria de biodiesel, é uma acdo econdmica e ambientalmente interessante ao pais,
a medida que gera valor agregado a um material residual, antes considerado um

problema no contexto da disposi¢do de residuos.

A responsabilidade pelas producdes técnico-cientificas estad, normalmente,
atrelada a industrias ou centros de pesquisa, de universidades e do Governo. No caso
das cinco patentes em estudo, a tecnologia esta, basicamente, sob controle dos institutos

de ciéncia e tecnologia das universidades, como pode ser observado na Figura 26.
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Detentores de patentes

Daicel Chemical Industries
Yancheng Institute of Technology

1

Institlicées com patentes depositadas

[=1
%]
()

Numero de patentes

Figura 26: Detentores tecnoldgicos das patentes avaliadas neste estudo.

De acordo com a Figura 26, 80,0% da producdo investigada pertence as
universidades chinesas, cujos trabalhos cientificos na area de moléculas bifuncionais,
obtidas de residuos agroindustriais e com potencial aplicacdo no setor energético
nacional, sdo considerados referéncia mundial no contexto da investigacdo técnica. 1sso
pode ser comprovado por estudos prévios de producdo cientifica, na qual a supremacia
chinesa € perceptivel. Os 20,0% restantes esta sob dominio industrial japonés,
demonstrando seu interesse mercadoldgico sobre o 2,3-BDO resultante de processos
biotecnoldgicos. Essa realidade era esperada para o Japdo, uma vez que é um dos paises
que mais aplicam ciéncia na industria, investindo cerca de 3,4% de seu PIB em pesquisa
e desenvolvimento, segundo informacdes apresentadas na Revista Exame, da editora
Abril, em setembro de 2016 (EXAME, 2016). Consequentemente, as inovacgdes ndo séo
dependentes, quase exclusivamente, da academia, como ocorre no Brasil, em que
ciéncia e industria apresentam pouca interacdo. Apesar de, nos ultimos anos, o pais ter
tentado diminuir essa distancia, por meio da regulamentacéo da Lei de Inovacdo, a qual
visa aproximar as empresas da realidade tecnologica, por meio de cooperagdes entre as

Instituicdes de Ciéncia e Tecnologia (ICTs) e o setor produtivo nacional. E esperada,
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dessa maneira, a ampliacdo da capacidade tecnoldgica do Brasil, pelo favorecimento de

parcerias que favorecam a pesquisa e o desenvolvimento nacionais (SANTOS, 2014b).

As patentes encontradas foram, ainda, classificadas de acordo com a

International Patent Classification (IPC), como ilustrada na Figura 27.

C12R-001/12, 12.50%

C12N-001/21, 12.50% C07C-031/20, 6.25%

C12N-001/20, 6.25%

C12N-015/74, 6.25%

C12R-001/01, 18.75%

C12N-015/75, 6.25%

C12P-007/26, 6.25%

C12P-007/18, 25.00% ~

Figura 27: Classificagdo Internacional de Patentes para as patentes selecionadas na

prospeccao tecnoldgica em estudo. Fonte: Orbit.

Conforme apresentada na Figura 27, a classificacdo internacional das patentes é
caracterizada por um sistema de simbolos (letras e numeros) que refletem uma
hierarquia de linguagem, na qual cada conjunto de caracteres corresponde a uma
determinada area tecnoldgica. A separacdo das producdes por assunto e abrangéncia
facilita sua busca, além de favorecer o agrupamento de trabalhos por similaridade e
relevancia. A Figura 28 ilustra cada um dos niveis classificatorios desse sistema, bem

como a forma como sédo categorizados.
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Classificacao Geral

A

c

-0 0- 0
o

HUMAN NECESSITIES

FERFORMING OPERATIONS; TRANSPORTING

CHEMISTRY; METALLURGY

TEXTILES; PAPER

FIXED CONSTRUCTIONS

MECHANICAL ENGINEERING; LIGHTING; HEATING; WEAPONS; BLASTING

PHYSICS

ELECTRICITY

Classificaciao categorizada

A

A01

A21
A21B

A21B 1/00
A21B 1/02
AZ21B 1/04
A21B 1/06
A21B 1/08
A21B 110
A21B 1114
A21B 1/22

HUMAN NECESSITIES

AGRICULTURE
AGRICULTURE; FORESTRY; ANIMAL HUSBANDRY; HUNTING; TRAPPING; FISHING

FOODSTUFFS; TOBACCO

BAKING; EQUIPMENT FOR MAKING OR PROCESSING DOUGHS; DOUGHS FOR BAKING [2006.01]
BAKERS' OVENS; MACHINES OR EQUIPMENT FOR BAKING (domestic baking equipment A47.J 37/00; combustion apparatus
F23; domestic stoves or ranges being wholly or partly ovens F24B, F24C)
Bakers' ovens [2006.01]
- characterised by the heating arrangements [2006.01]
« + Ovens heated by fire before baking only [2006.01]
=« Ovens heated by radiators [2006.01]
- » by steam-heated radiators [2006.01]
+ + by radiators heated by fluids other than steam [2006.01]

= « Arrangement of radiators [2006.01]
- » by electric radiators (A21B 2/00 takes precedence; elecfric heating elements HOSB) [2006.01]

Figura 28: Niveis hierarquicos da IPC — International Patent Classification.

Fonte: WIPO (http://www.wipo.int/portal/en/)

Com base na Figura 28, os trabalhos envolvendo o 2,3-BDO, a glicose e P.

polymyxa fizeram referéncia aos niveis CO7C, C12N, C12P e C12R. O significado de

cada codigo foi apresentado a seguir:

C - Quimica; Metalurgia.
07 - Quimica Organica.

C - Componentes Aciclicos ou Carbociclicos.

C - Quimica; Metalurgia.
12 — Bioquimica; Cerveja; Spirits; Vinho; Vinagre; Microbiologia;
Enzimologia; Mutagdo ou Engenharia Genética.

N — Micro-organismos ou Enzimas; Composi¢oes dessas.
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C - Quimica; Metalurgia.

12 — Bioquimica; Cerveja; Spirits; Vinho; Vinagre; Microbiologia;
Enzimologia; Mutacdo ou Engenharia Genética.

P — Fermentagdo ou Procedimentos de utilizacdo de enzimas para sintese de
composto quimico desejado ou Composicdo ou Separagdo de isémeros

Opticos de uma mistura racémica.

C - Quimica; Metalurgia.

12 — Bioquimica; Cerveja; Spirits; Vinho; Vinagre; Microbiologia;
Enzimologia; Mutacéo ou Engenharia Genetica.

R — Sistema de indexacdo associado as subclasses C12C-C12Q, relacionado

a micro-organismos.

Cerca de 25,0% das produgdes selecionadas pertencem a estudos de fermentagéo
e separacdo de isomeros (Figura 27). Essa informacdo possui grande relevancia, uma
vez que pode ser utilizada para guiar futuras buscas de levantamento tecnoldgico
relacionadas ao 2,3-BDO. E possivel, dessa maneira, 0 acesso a informacdo de
producdes correlacionadas, cujo aproveitamento pode ser viavel a um determinado
estudo.

Diante dos resultados reportados, neste estudo, é possivel perceber que o Brasil
se encontra em uma posi¢ao de “atraso tecnoldgico”, em se tratando da producéo de 2,3-
BDO, por rota biotecnolégica segura e usando fontes residuais de carbono, com
destaque ao glicerol da industria de biodiesel, uma vez que ndo apresenta nenhum
depdsito de patente nacional. Essa realidade é reflexo da desvalorizacdo em pesquisa e
desenvolvimento, por parte, sobremaneira, do Governo, embora o pais tenha passado a
incluir, explicitamente, a promoc¢éo da ciéncia em seus objetivos politicos, a partir de
1990 (VIOTTI, 2008). De toda maneira, é preciso que os incentivos sejam oferecidos
continuamente e que a relagdo empresa-ciéncia seja ainda mais estimulada e promovida,
a fim de que o pais consiga, de fato, se desenvolver tecnologicamente e, como

consequéncia, alcangar o sucesso econdmico advindo dessa relacao.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1. Conclusdes

Por meio deste trabalho, foi possivel verificar a eficiéncia de substratos
alternativos como fontes de carbono e energia para a sintese de levo-2,3-BDO por P.
polymyxa PM 3605, especialmente, em ensaios fermentativos conduzidos em frascos
agitados. Além disso, por meio de testes preliminares em biorreator, foi possivel
conhecer previamente como o comportamento metabdlico microbiano se relaciona com
os parametros fermentativos aeracdo, agitacdo e pH, de modo a garantir uma producéo
eficiente de 2,3-BDO.

De maneira geral, as seguintes constatacGes puderam ser feitas:

-Em termos produtivos, o extrato de levedura do LaBiM n&o contribuiu para um
rendimento satisfatorio de 2,3-BDO. O glicerol, por sua vez, apresentou resultados

interessantes enquanto substituinte da glicose em ensaios em frascos agitados;

-A concentrac¢do inicial de indculo selecionada foi de 10,0 %(v/v) (DOgoonm = 0,5
e concentracdo em massa celular seca de 0,44 g.L™* - pré-indculo crescido em glicose - e
0,30 g.L" - pré-inéculo crescido em glicerol - ver Anexo 1), uma vez que garantiu
melhores resultados para o rendimento e producdo de 2,3-BDO, bem como para a
assimilacdo de carbono;

-O levo-2,3-BDO produzido a partir de glicerol sofreu isomerismo, tanto nos
ensaios em frascos agitados, quanto em biorreator. Esse fendmeno consistiu em uma
estratégia metabolica de alivio de estresse por parte de P. polymyxa PM 3605, em que a

forma meso-2,3-BDO, de menor toxicidade as células, foi favorecida;

-P. polymyxa PM 3605 foi considerado um micro-organismo com elevada
capacidade de assimilacdo de glicerol em frascos agitados, o que resultou em um
rendimento e uma produtividade de 2,3-BDO considerados relativamente superiores aos

reportados na literatura para outras linhagens e espécies microbianas;
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-A glicerina loira, principal forma residual do glicerol, foi eficientemente
assimilada por P. polymyxa PM 3605. Um rendimento de 0,4 g.g™* foi alcancado para
uma concentracéo inicial de 20,0 g.L™ de glicerol presente na glicerina loira, em frascos
agitados. Esse resultado foi considerado promissor, uma vez que rendimentos similares

foram alcancados com glicose comercial;

-A glicerina com 10,0 %(v/v) de sebo foi selecionada como fonte de glicerol por
uma questdo ambiental e econdmica, de valorizacdo da formal residual menos pura,
uma vez que seus parametros produtivos ndo apresentaram grandes diferentes com os da

glicerina sem sebo;

-A concentracdo inicial de glicerol selecionada foi de 50,0 g.L™. A escolha foi
baseada no custo-beneficio do processo, em termos de substrato demandado para a
producdo de 2,3-BDO. Além disso, por se tratar de um residuo, a presenca de impurezas
foi menor nessa condigdo. A producéo alcancada foi de 14,5 g.L™ de 2,3-BDO, com

rendimento de 0,37 g.g'lsubstram, em frascos agitados;

-O efeito do melaco residual de cana-de-aglcar usado como co-substrato foi
considerado positivo junto & produgdo de 2,3-BDO. A concentracdo de 10,0 g.L™ de
melaco foi adotada também com base no custo-beneficio do processo. O meio contendo
50,0 g.L™* de glicerol residual e 10,0 g.L™ de melaco apresentou uma producéo de 2,3-
BDO e uma assimilacdo de carbono cerca de 30,0% maior que 0 meio sem adi¢do do
co-substrato: 18,9 g.L ™! de 2,3-BDO foram geradas para um consumo de 97,5% de

glicerol;

-Além de 2,3-BDO, os seguintes acidos organicos foram produzidos: succinico,
acetico, latico e férmico, em frascos agitados e em biorreator. Todos esses compostos
fazem parte da rota metabolica do glicerol, em que, dependendo da disponibilidade de
oxigénio e do pH no meio fermentativo, o carbono pode ser direcionado para uma

determinada via de maneira preferencial;

-Os testes preliminares em biorreator usando glicerol residual ajudaram a
entender como a disponibilidade de oxigénio e o pH influenciam na producéo de 2,3-
BDO, bem como na seletividade da forma levo, em detrimento da forma meso e dos

acidos organicos. Com isso, a otimizagdo dos pardmetros fermentativos foi considerada
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necessaria e crucial para tornar o bioprocesso em questdo viavel do ponto de vista

produtivo e econdmico;

-A presenca de EPS em quantidades visualmente identificaveis ndo foi
verificada neste estudo, uma vez que se trabalhou com glicerol e melago

(majoritariamente formado por sacarose) a 37°C;

-O levantamento tecnoldgico realizado para o referido processo evidenciou a
oportunidade de estudo cientifico e o nivel de inovagdo deste trabalho, uma vez que nao
foram encontradas patentes para o processo envolvendo glicerol, P. polymyxa e 2,3-
BDO. Além disso, revelou o dominio asiatico sobre a tecnologia de 2,3-BDO, bem
como o “atraso tecnoldgico brasileiro”, em se tratando do uso de bactérias GRAS para a

producdo de biomoléculas de interesse industrial;

Portanto, diante do exposto, este trabalho pode ser considerado promissor no
contexto produtivo de 2,3-BDO, uma vez que permitiu o conhecimento do metabolismo
de um micro-organismo GRAS para a producdo satisfatéria de 2,3-BDO em frascos
agitados wusando glicerol e melagco residuais como substrato e co-substrato,
respectivamente. Além disso, consistiu em uma tecnologia ainda pouco dominada pelo
Brasil, o que favorece sua investigacdo ainda mais acurada, de modo que possa ser
desenvolvida, e, consequentemente, resulte em vantagens econémicas ao pais. Por fim,
com a otimizacdo das condi¢des operacionais do sistema (pH, agitacdo e aeracao), sera
esperada uma producdo de 2,3-BDO igualmente eficiente em biorreator, de modo que

esse processo possa ser aplicado em escala industrial no futuro.

6.2. Sugestdes

Como sugestdo para trabalhos futuros, a otimizacdo dos pardmetros
fermentativos pH, aeracdo e agitagcdo, em biorreator, deve ser realizada, a fim de se
estabelecer as condic¢des que garantam uma producdo eficiente de 2,3-BDO, do ponto de

vista econdmico e produtivo.
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7. ANEXOS

7.1. Anexo I: Curvas-padrao de massa celular seca

As curvas de calibracdo que correlacionam a DOggonm COM a concentracdo
celular de P. polymyxa PM 3605, em termos de massa celular seca, dada em g.L™,
foram estabelecidas para duas condi¢es: pré-inoculo crescido em glicose e pré-inoculo
crescido em glicerol. A Figura 29 ilustra essas curvas, juntamente com as equacdes de

reta que as representam matematicamente.

(a) Pré-inéculo crescido em glicose (b) Pré-inéculo crescido em glicerol

D OED Onm

0.6

0.4 1

0.2

w=1,16x (R=0,98)

0,0
0,0

0.1 0.2 03

Massa celular seca (g.L™")

0.4

D OEU onm

0.6

0.4

0.2 A

=1,67x (R=0,99)

0,0
0,0

0.1 0.2 0.3 04

Massa celular seca(g.L™)

Figura 29: Curvas-padréo de massa celular seca (g.L™) de P. polymyxa PM 3605, a

37°C e 200 rpm: (a) meio YPD com 20,0 g.L™de glicose comercial — meio de pré-

inéculo para ensaios em frascos agitados; (b) meio base da literatura com 20,0 g.L™* de

glicerol residual — meio de pré-indculo para ensaios em biorreator.

Para a determinagdo das curvas acima, os experimentos foram conduzidos em

duplicata biologica. Os pontos experimentais apresentados correspondem as médias

encontradas a partir da duplicata. O desvio-padréo nao foi representado nestas curvas.



7.2. Anexo I1: Composicao do melaco residual

A composicdo do melago residual, usado como co-substrato neste estudo, em

termos de seus aglcares componentes, foi representada na Tabela 12 abaixo.

Tabela 12: Composi¢do do melago de cana-de-agUcar usado neste trabalho, em termos

de acucares componentes.

Acucar %

Sacarose 75,5
Glicose 12,9
Frutose 11,6

O melaco de cana-de-aclUcar € formado majoritariamente por sacarose, um
acucar fermentescivel bastante utilizado em processos bioldgicos de sintese de
biomoléculas de interesse industrial, em razdo de sua relativa facilidade de assimilagédo

microbiana e sua disponibilidade na natureza.
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