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RESUMO

A industria biotecnoldgica futura devera ser respoel pela producdo de muitos dos
bens de consumo que hoje sédo derivados do peticden) plasticos e combustiveis.
Atualmente, obtido por sintese quimica a partirddeivados do petréleo, o 1,3-
propanodiol (1,3-PDO) € uma substancia que temedigjp crescente interesse das
indUstrias quimicas. Devido as suas inerentes igagutes, pode ser utilizado como
mondmero para o desenvolvimento de novos polimerasio o poli(tereftalato de
trimetileno) - PTT. Este um termoplastico com pregades fisico-quimicas
semelhantes ao poli(etileno tereftalato) (PET) eemdte o fator que mais tem
contribuido para o interesse da industria na géieido 1,3-PDO de forma abundante,
mais econdmica e sustentavel. Embora o 1,3-PD@&jggpsoduzido industrialmente por
um processo fermentativo, a partir da glicose, gn@aprima utilizada neste trabalho é
diferente e inovadora, o glicerol, que se tem di$gal em grande quantidade e baixo
custo no pais, o que modifica todo entendimentov@@smetabdlicas, assim como, dos
parametros envolvidos no processo. Este é geradgrande quantidade durante a
producdo de biodiesel e tem se tornado um subgb@tEncialmente atrativo para a
producdo bacteriana de produtos de valor agregamog o 1,3-PDO. Além disso, o
micro-organismo a ser utilizado também é importaptas direcionara os controles
mais fundamentais do processo e os subprodutoséguisrmados. O presente trabalho
teve como objetivo a producdo de 1,3-propanodiol i@ biotecnoldgica a partir da
fermentacao do glicerol e a sintese do PTT. A granearte do trabalho visou avaliar a
producdo do 1,3-PDO por quatro cep&iostridium acetobutylicumATCC 824,
Clostridium acetobutylicunATCC 10132,Clostridium acetobutylicumATCC 4259,
Clostridium butyricunDSMZ 10702. Trés linhagens mostraram-se capazesodieizir
1,3-PDO. OClostridium butyricumDSMZ 10702 apresentou maior rendimento no
produto de interesse. Para otimizacdo das condd®esiltivo, utilizou-se a selecédo de
variaveis através do delineamento experimental kBteBurman (PB) avaliando a
producdo de 1,3-PDO. As melhores condicdes de feaep@&o foram pH (6,5-7,0),
temperatura (35,0+0°6) e concentracdo de glicerol (10 G)LA partir da definicéo
das melhores condicbes de cultivo, os ensaios fagmetidos utilizando glicerol
residual. Foi avaliada a cinética de cresciment@stridium acetobutylicunATCC
4259 por ser 0 micro-organismo que apresentou temdtados quanto ao aumento de
biomassa e producéo do 1,3-PDO durante a ferment&gé outra etapa foi realizada a
polimerizacdo do PTT em regime de batelada utitiease o 1,3-propanodiol comercial
e caracterizado por FTIR e DSC. Na analise de FdBdRomprimentos de onda dos
grupos funcionais caracteristicos do poliéster nforidentificados, como carbonila,
aromatico e éster. J& com a andlise de DSC o ctanpemto térmico do PTT foi
caracterizado, apresentando temperatura de fusdm®sl@5+9,92C e a parir desse
resultado determinou-se sua cristalinidade, enotden60%.

Palavras chave:Glicerol. Clostridium 1,3-propanodiol. Poli(tereftalato de trimetileno)
Planejamento Plackett-Burman.



ABSTRACT

The biotechnology industry future should be respgmesfor the production of many
consumer goods that today are derived from petnojesuch as plastics and fuels.
Currently, chemically synthesized from petroleunriagives, 1,3-propanediol (1,3-
PDO) is a substance that has attracted increasiaest of the chemical. Because of its
inherent properties can be used as monomer faddtielopment of new polymers such
as poly (trimethylene terephthalate) (PTT). This & thermoplastic with
physicochemical properties similar to poly (eth@drrephthalate) (PET) which is the
most important factor that has contributed to tigustry's interest in obtaining the 1,3-
PDO so abundant, most economical and sustainalifeough the 1,3-PDO is already
produced industrially by fermentation from glucodes raw material used in this study
is different and innovative as glycerol, which a#able in large quantities and low
cost in our country, modifying all the understargdof metabolic pathways, as well as
the parameters involved in the process. Glycergeiserated in large quantities during
the production of biodiesel and has become a patBntattractive substrate for
bacterial production of value-added products, sash 1,3-PDO. In addition, the
microorganism to be used is also of extreme impedasince direct the most important
controls the process and the products which araddr The present study aimed to the
production of 1,3-propanediol by biotechnologicainfi the fermentation of glycerol
and synthesis of PTT. The first part of the stutiyesl to evaluate the production of
1,3-PDO by four strains:Clostridium acetobutylicumATCC 824 Clostridium
acetobutylicumATCC 10132, Clostridium acetobutylicunATCC 4259, Clostridium
butyricumDSMZ 10702. Three micro-organisms were capablerofiycing 1,3-PDO.
Clostridium butyricumDSMZ 10702 had the highest yield in the producindérest.
Optimization of culture conditions, we used theiafslle selection through experimental
Plackett-Burman (PB) evaluating the production 8-BDO. The best fermentation
conditions were pH (6.5 to 7.0), temperature (3853 ° C) and glycerol concentration
(10 g.LY. From the definition of the best growing conditiothe tests were repeated
using residual glycerol. We evaluated the growthnekts of Clostridium
acetobutylicumATCC 4259 to be the micro-organism that showeddgoesults in
increased biomass and yield of 1,3-PDO during fetaten. In another step of the
polymerization was performed under fed-batch PTTlngisl,3-propanediol and
commercial characterized by FTIR and DSC. At théRFanalysis the wavelengths
characteristic of the functional groups of the psher were identified as carbonyl and
aromatic ester. Already with the analysis of theliBermal behavior of PTT has been
characterized, showing the melting temperature9sf25 + 9.92C and calve this result
was determined crystallinity, around 60%

Keyword: Glycerol. Clostridium 1,3-propanediol. Poly(trimethylene terephthalate)
Plackett-Burman Design.



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

LISTA DE FIGURAS

Formula estrutural do glicerol.

Formula estrutural do 1,3-propanodiol.

Mecanismo para producéo de 1,3-PDO a partir ddedoeo
Mecanismo para produgcdo de 1,3-PDO a partir doooxid
etileno.

Esquema do metabolismo do glicerol pelas vias oix@aae
redutiva de alguns micro-organismos.

Via metabdlica da fermentacao do glicerol.

Rota enzimatica de producéo de 1,3-PDO a parijlidase.
Células de Clostridium acetobutylicum observadas
microscopia eletrénica de varredura

por

Células deClostridium butyricumobservadas por microscopia

eletronica de varredura.

Esquema da producéo de hidrogénio &tmstridium butyricum
Esquema geral de um processo fermentativo.
Definicdo dos fatores envolvidos.

Representacdo da velocidade especifica em
concentracdo do substrato.

Producdo do poli(tereftalato de trimetileno) - PaTpartir da
reacao entre o acido tereftalico (AT) e 1,3-propkwio(1,3-
PDO).

Preparacao dos meios de crescimento e cultivo.

Unidade experimental utilizada na sintese do Refidato de
trimetileno — PTT.

Crescimento das linhagens d@lostridium (A) em meio
tioglicolato de sddio e (B) em RCM.

Curvas de calibracados (A) Clostridium acetobutylicuPATCC
4259, (B) Clostridium acetobutylicum ATCC 824, (C)
Clostridium acetobutylicumATCC 10132 e (D)Clostridium
butyricumDSMZ 10702.

Crescimento celular, consumo de glicerol e produgéol,3-
PDO paraClostridium acetobutylicurPATCC 4259 no (A) Meio
1, (B) Meio 2 e (C) Meio 3.

Comparacao entre os valores de biomassa e glicalcllados
pelo modelo de Monod (linhas sélidas) e dados éxeetais
(simbolos) para a fermentacdo do glicerol p@lmstridium
acetobutylicumATCC 4259.

Crescimento celular, consumo de glicerol e produgéol,3-
PDO paraClostridium acetobutylicunrATCC 824 no (A) Meio
1, (B) Meio 2 e (C) Meio 3.

Crescimento celular, consumo de glicerol e produgéol,3-
PDO paraClostridium butyricumDSMZ 10702 no (A) Meio 1,
(B) Meio 2 e (C) Meio 3.

funcao

17
19
23
24
26
28
31
33
34
35
38
42
dix
49
55
62
64

66

68

73

74

77



Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28
Figura 29
Figura 30
Figura 31
Figura 32
Figura 33

Figura 34

Producédo de 1,3-PDO e crescimento biomassa dasgbnis de 82
Clostridium acetobutylicumATCC 824 e ATCC 4259 e
Clostridium butyricum DSMZ 10702 em 72 horas de
fermentacdo com 10 giide glicerol P.A.

Rendimentos das linhagens deélostridium acetobutylicum 83
ATCC 824 e ATCC 4259 €lostridium butyricumDSMZ 10702
em 72 horas de fermentacdo com 10'glé glicerol P.A.

Perfis cinéticos da fermentacdo do glicerol p€lmstridium
butyricum DSMZ 10702 dos ensaios do planejamento
experimental Plackett-Burman.

Crescimento celular, consumo de glicerol cru e pcéd de 1,3-
PDO paraClostridium butyricunDSMZ 10702 no (A) ensaio 1 e
(B) ensaio 2.

Crescimento celular, consumo de glicerol cru e peéd de 1,3-
PDO paraClostridium butyricunDSMZ 10702 no (A) ensaio 3 e
(B) ensaio 4.

Poli(tereftalato de trimetileno) obtido pela
policondensacéo, (A) batelada 1 e (B) batelada 2.
Cromatograma da amostra de condensado coletadanadaf
reacao de policondensacédo do PTT (batelada 1).
Cromatograma da amostra de condensado coletadanadaf
reacao de policondensacédo do PTT (batelada 2).

Espectro no infravermelho do PTT sintetizado, (Adetada 1 e
(B) batelada 2.

Curva DSC das amostras de PTT sintetizados, (Aldud 1 e
(B) batelada 2 (sem nenhum tratamento térmico).

Curva DSC das amostras de PTT (taxa de aqueciment4
10°C/min).

Curvas de calibragdalos micro-organismos (AXClostridium
acetobutylicumATCC 4259, (B) Clostridium acetobutylicum
ATCC 824, (C)Clostridium acetobutylicumATCC 10132 e (D)
Clostridium butyricunDSMZ 10702.

85

95

96

reacade 99

100
100
102

103

131



Tabela 1
Tabela 2
Tabela 3
Tabela 4

Tabela 5
Tabela 6

Tabela 7
Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

LISTA DE TABELAS

Propriedades fisico-quimicas do glicerol.

Propriedades fisico-quimicas do 1,3-propanodiol.
Planejamento Plackett-Burman.

Caracteristicas das resinas poli(tereftalato denefj, nylon e
poli(tereftalato de trimetileno).

Meios de cultivo utilizados nos experimentos.

Niveis das variaveis utilizadas no Planejamentokel@-Burman
para avaliacdo dos nutrientes e condi¢cdes de cuiivproducéo
de 1,3-propanodiol, glicerol remanescente e bioamasslizada
na fermentacédo em batelada.

Planejamento experimental delineamento PlackettmBo.
Condicdes operacionais aplicadas nas reacdes teepiahcao
do PTT.

Rendimentos da fermentacéo do glicerol P.A. g&lostridium
acetobutylicumATCC 4259 nos meios de cultivo 1, 2 e 3.
Parametros cinéticos da fermentacdo em bateladglickrol
peloClostridium acetobutylicuPATCC 4259.

Rendimentos da fermentacéo do glicerol P.A. g&lostridium
acetobutylicumATCC 824 nos meios de cultivo 1, 2 e 3.
Rendimentos da fermentacéo do glicerol P.A. g&lostridium
butyricumDSMZ 10702 nos meios de cultivo 1, 2 e 3.
Parametros da fermentacdo do glicerol por linhagees
Clostridium.

Ensaios do Planejamento Plackett-Burman tendo a@sjosta
o consumo de glicerol (g), producéo de 1,3-propanodiol (g/L)
e crescimento de biomassa (§)lem 72 horas de fermentacéo.
Efeito individual das 8 variaveis analisadas nadpgdo do 1,3-
PDO em 72 horas de fermentagéao.

Efeito individual das 8 variaveis analisadas pamalucao de
biomassa em 72 horas de fermentacao.

Efeito individual das 8 variaveis analisadas noscomo de
glicerol em 24 horas de fermentacéao.

Meios de cultivo utilizados na fermentacao do gbtéruto pelo
Clostridium butyricunDSMZ 10702.

Rendimentos das culturas em batelad&istridium butyricum
DSMZ 10702 em glicerol P.A. e glicerol bruto nassmas
condicbes em 72 horas de fermentacéao.

Propriedades térmicas e grau de cristalinidade parBTT
sintetizado.

90

94

97

105



AT
ATCC
ATP
CLAE
DhaD
Dha
DhaK
DhaP
DhaT
DSC
DSM
DSMZ
GDHt
v
NAD
NADH
NADH,
OE
PABA
PB
PBT
PET
PHA
PTT
1,3-PDO
3-HPA

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Acido tereftalico

Americam Type Culture Collection

Adenosina trifosfato

Cromatografia liquida de alta performance
Glicerol desidrogenase

Dihidroxiacetona

Dihidroxiacetona quinase

Difidrixiacetona fosfato

1,3-propanodiol oxiredutase

Calorimetria diferencial exploratéria

German Collection of Microorganisms and CelltGues
German Collection of Microorganisms and CalltGres
Glicerol desidratase
Infravermelho

Nicotinamida adenina dinucleotideo estado odala
Nicotinamida adenina dinucleotideo estado rédin
Nicotinamida adenina dinucleotideo

Oxido etileno
Acido para aminobenzéico

Planejamento Plackett-Burman

Poli(butileno tereftalato)

Poli(tereftalato de etileno)

polihidroxialcanoato

Poli(tereftalato de trimetileno)

1,3-propanodiol

3-hidroxipropionaldeido



LISTA DE NOMENCLATURA

Ks Constante de saturagéo de Monod (y.L

Po Concentracao inicial do 1,3-propanodiol (gL
P Concentracéo final do 1,3-propanodiol (gL

r° Coeficiente de correlagéo

S Concentrac&o inicial de glicerol (g-L

S Concentracao final de glicerol (§-)

Te Temperatura de cristalizacA&}

Ty Temperatura de transicado vitré@)

Tm Temperatura de fusao cristalif&)

Xo Concentracao inicial de biomassa (9.L

X Concentracéo final de biomassa (§.L

Yxs Converséo de glicerol em biomassa (mol:thol
Ype Convers&o de glicerol em 1,3-propanodiol (mol:fol
Letras gregas

M Velocidade de crescimento celular'fh

Mmas Velocidade méaxima do crescimento celulat)(h
AHp, Entalpia de fusdo da amostra ;g

AH%;, Entalpia de fusdo do polimero 100% cristalinot)).g



SUMARIO

AGRADECIMENTOS

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
LISTA DE NOMENCLATURA

CAPITULO 1
1. INTRODUGAO
1.1 OBJETIVOS

CAPITULO 2

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Glicerol

2.2 1,3-propanodiol

2.3 Producéo de 1,3-propanodiol

2.3.1 Producéo por via quimica

2.3.1.1 Hidratacao de acroleina seguido por hidraggo
2.3.1.2 Hidroformilacéo e hidrogenacgédo de 6xidetileno
2.3.2 Producéo por via biotecnologica

2.3.2.1 Processo fermentativo a partir do glicerol
2.3.2.2Processo fermentativo a partir da glicose
2.4Bactérias do géner@lostridium

2.5 Meio de cultivo

2.6 Planejamento experimental

2.6.1 Método de Plackett-Burman (PB)

2.7 Estudo cinético

2.8 Poli(tereftalato de trimetileno) — PTT

2.8.1 Producao comercial de PTT

CAPITULO 3

3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1 Producéao do 1,3-propanodiol
3.1.1 Reagentes

3.1.2 Equipamentos

3.1.3 Micro-organismos

3.1.3.1 Conservagéo

3.1.4 Meios de cultura

3.1.4.1 Manutengéao e crescimento
3.1.4.2 Inéculo

3.1.4.3 Meio de cultivo

3.1.5 Fermentacéo do glicerol

3.1.6 Cinética de crescimento microbiano

13
16

17
17
19
21
22
22
23
24
24

31
37
40
42
44
49
50

53
53
53
54
54
55
55
55
56
56
56
57

30



3.1.7 Aplicacdo do planejamento experimental Pladkerman (PB) para a57
producao de 1,3-propanodiol polostridium butyricunDSMZ 10702

3.1.8Tratamento dos dados experimentais 58
3.1.8.1 Fatores de conversao 58
3.1.9 Métodos analiticos 59
3.1.9.1 Andlise do glicerol bruto 59
3.1.9.2 Curva de calibracdo de biomassa 60
3.1.9.3 Determinacao de biomassa 60
3.1.9.4 Identificagao e quantificagao do 1,3-PDgheerol por CLAE 60
3.2 Producéo do poli(tereftalato de trimetilen® ™ 61
3.2.1 Reagentes 61
3.2.2 Reator de polimerizacéo 61
3.2.3 Policondensacéo do poli(tereftalato de trilered) — PTT 63
3.2.4 Técnicas de Caracterizacédo do PTT 64
3.2.4.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transhoa de Fourier (FTIR) 64
3.2.4.2 Calorimetria Exploratoria Diferenc{@lSC) 65
CAPITULO 4

4. RESULTADOS E DISCUSSAO 66
4.1 Selecéao das linhagens@estridium 66
4.2 Curva de calibragéo para avaliar o crescimesitdar dos micro-organismos67
4.3 Fermentacédo do glicerol P.A. 67
4.3.1Clostridium acetobutylicuPTCC 4259 67
4.3.1.1 Cinética de crescimento @mstridium acetobutylicuPATCC 4259 71
4.3.2Clostridium acetobutylicuPTCC 824 73
4.3.3Clostridium butyricunDSMZ 10702 76
4.4 Planejamento experimental Plackett-Burman 83
4.5 Fermentacéo do glicerol bruto 93
4.6 Poli(tereftalato de trimetileno) — PTT 99
4.6.1 Obtencéao do poli(tereftalato de trimetileno) 99
4.6.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transhoarde Fourier (FTIR) 101
4.6.3 Calorimetria diferencial exploratéria (DSC) 103
CAPITULO 5

5. CONCLUSOES 107
CAPITULO 6

6. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS 109
CAPITULO 7

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 110
APENDICE

APENDICE A 133
ANEXO

1 Producéo cientifica 135
1.1 Artigo publicado 135

1.2 Trabalhos publicados em Congressos Nacionais 5 13



13

CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A biotecnologia passa por continua evolucao, capliaacao de conhecimentos
e metodologias provenientes de diferentes campogendaria genética, biologia
molecular, engenharia bioquimica, entre outros (BRI et al, 2001).

Os processos biotecnolégicos se dividem em dussgardas: reacdes de
crescimento microbiano (reacbes microbiolégicasieacdes catalisadas por enzimas
(reacbes bioquimicas ou biotransformacdes). Essesegsos sdo usados para a
producdo de uma variedade de produtos com diferemddores comerciais. Um
processo biotecnoldgico, de maneira geral, podéef@rido como aquele em que ha a
utilizacdo de micro-organismos (leveduras, badgrientre outros) e/ou enzimas,
podendo ter como objetivo a sintese de compostdsicps intracelulares como
proteinas ou extracelulares como, antibidticosceadl a producdo de biomassa, de
alimentos (bebidas), de energia (biogas, etanol).

A industria biotecnolégica vendo sendo responsgedé producdo de muitos
bens de consumo que hoje sédo derivados do peticden) plasticos e combustiveis.
Deste modo, o0s biocombustiveis surgiram como umearnativa viavel aos
combustiveis fosseis, podendo ainda contribuir pamimizar os danos ao meio
ambiente provocados pelo uso intensivo do petrde®&rasil foi o primeiro pais do
mundo a implantar um amplo programa de combustitetnativo, em substituicao
total ou parcial a gasolina, ao inserir o etanol,amo de 1973, na matriz energética
brasileira. Este biocombustivel pode ser adicionadodiesel fossil em diferentes
proporcdes. Do mesmo modo que no caso do etanslldwa, agregar valor aos
subprodutos gerados pela cadeia de producdo deesebd essencial para que este
biocombustivel se torne competitivo em relacaoiased fossil (SILVA, 2010).

O biodiesel é produzido a partir de Oleos e gosluidma reacdo de
transesterificacdo entre o triacilglicerol e umoélclibera os ésteres de acidos graxos
(biodiesel) e o glicerol. A relacéo entre biodiesellicerol € de aproximadamente 10:1
(v/v), ou seja, para cada 100 litros de biodieg@ groduzidos aproximadamente 10
litros de glicerol bruto (SILVA, 2010).
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Com o aumento evidente da producdo deste biocomblusto Brasil e no
mundo, o glicerol vai passar a ser um subprodutedente. Este aumento substancial
de biodiesel ja surtiu efeito no preco do glicerple caiu drasticamente nos ultimos
anos. Uma alternativa para a utilizacdo deste poogéla sua conversao em bioprodutos
como 1,3-propanodiol (mondémero basico na industd@ polimeros), PHAs
(polihidroxialcanoatos), acido citrico, bioplastiqwoducédo de enzimas como lipases,
hidrogénio e etanol (RIVALDEt al, 2007). O 1,3-propanodiol (1,3-PDO) é utilizado
como um mondémero para a obtencédo do polimero gaftalato de trimetileno) (PTT),
um termoplastico com propriedades fisico-quimiaagesores ao poli(tereftalato de
etileno) (PET).

Atualmente obtido por sintese quimica a partir eevddos do petréleo, o 1,3-
PDO é uma substancia que tem despertado cresoéstesse das industrias quimicas.
Devido as suas propriedades, a possibilidade dsdelvimento de novos polimeros é
o fator que mais tem contribuido para o interessandUstria na obtencdo do 1,3-PDO
de forma abundante, mais econdmica e sustentavel.

Deste modo, a adocdo do biodiesel, um combustiwdbate biotecnologica,
pode contribuir decisivamente para o desenvolvimed outro importante setor
biotecnolégico, ou seja, a producdo de plasticos falges renovaveis, assim
interligando e proporcionando o desenvolvimento ateas biotecnologicas que
competem diretamente com os derivados do petroleo.

Na literatura varios trabalhos utilizattebsiellae Citrobacter, que séo bactérias
anaerdbias, como produtoras desse bioproduto (BEEBIARTEN, 1995; DANIELet
al., 1995a,b; HUANGet al, 2002; LIN e MAGASANIK, 1960; RUCH e LIN, 1975;
SEIFERTet al, 2001; SEYFRIEDet al, 1996; STREEKSTRAet al, 1987). O grande
incoveniente em trabalhar com essas linhagens és@oepatogénicas, necessitando
condicbes especiais de manuseio. Sendo assimyaogsara a produgéao do 1,3-PDO
por outros micro-organismos que sejam menos pabdgenas que apresentem bons
resultados, motivou a realizacdo desse estudo.

O desafio posto pelo carater intrinsecamente distiplinar da pesquisa neste
campo foi considerado como um estimulo ao trabafegrado entre as areas de
pesquisa em Processos Biotecnoldgicos e Desenwaitinde Materiais Poliméricos.
Esta tese de doutorado se insere, assim, em lohgsesquisas articuladas entre os
grupos de biotecnologia e de materiais poliméreasiracterizacdo do DEQ/UFPE. A

primeira diz respeito a producdo do 1,3-propanodib)3-PDO) pela bactéria
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Clostridium e a segunda é a sintese do poli(tereftalato deetiféno). Nos estudos
iniciais deste trabalho consistiu nas seguintepastadefinicdo do meio de cultura,
tempo de incubacdo e métodos analiticos a seremegagns (FERREIRAet al,
2010a; 2010b; LACERDAt al,2012; MORAES, 2011).

O estudo da fermentacéo do glicerol por bactéttagénerdClostridium para a
producdo do 1,3-propanodiol, iniciou-se pela selegas linhagens produtoras desse
bioproduto, escolha do meio de crescimento e meicuttivo utilizado na fermentacéo.
Com o objetivo de melhorar o rendimento da prodw#d,3-PDO foi feito um estudo
com os nutrientes do meio de cultivo, utilizado feamentacdo, empregando o
planejamento experimental do tipo Plackett-Burmdd. estudo cinético para
acompanhar o crescimento celular e consumo dergli¢el realizado utilizando o
modelo de Monod. Também foi desenvolvido o reatoapealizar a polimerizacao do
poli(tereftalato de trimetileno) e a caracterizagganesmo.

Para o melhor entendimento de todo trabalho debeduw, a tese se encontra
organizada da seguinte forma:

- Capitulo 1 - Introducéo: apresenta uma visao geral de bigssms e do processo de
polimerizacao;

- Capitulo 2 - Revisédo bibliografica: histérico e importancia d,3-propanodiol,
glicerol, meio de cultivo, producgéo do 1,3-propanbgoli(tereftalato de trimetileno);

- Capitulo 3 - Materiais e métodos: descreve todos 0s mateeaeqjuipamentos
utilizados e a metodologia experimental dos enga@wa a fermentacdo do glicerol, e
producao do poli(tereftalato de trimetileno);

- Capitulo 4 - Resultados experimentais: apresenta e discsgéegdo das linhagens de
Clostridium dos meios de crescimento e producédo, os ressltdae fermentacdes, o
planejamento Plackett-Burman, a cinética de cremtio) a producdo e caracterizacao
do poli(tereftalato de trimetileno) produzido;

- Capitulo 5 - Conclusfes: apresenta as conclusdes obtidastdwgas sugestdes para
trabalhos futuros;

- Capitulo 6 - Perspectivas para trabalhos futuros;

- Capitulo 7 - Referéncias bibliograficas;

- Apéndice - Curvas de calibragdo dos micro-organisr@sstridium acetobutylicum
ATCC 824, Clostridium acetobutylicumATCC 10132, Clostridium acetobutylicum
ATCC 4259 Clostridium butyricunDSMZ 10702;

- Anexo - Producéo cientifica.
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1.10BJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo principal desta tese consistiu em pradoZ,3-propanodiol a partir
do glicerol P.A. e glicerol bruto por via microb&anutilizando bactérias anaerdbias do
género Clostridium Também fez parte do trabalho o estudo da polragéio do
poli(tereftalato de trimetileno) — PTT obtido atoado 1,3-propanaodiol.

Objetivos especificos

Para alcancar este objetivo geral foram realizadagguintes etapas:

1. Selecionar as linhagens @ostridium através do aumento de biomassa nos
meios de crescimento;

2. Definir o meio de cultivo que sera utilizado nanfentacdo assim como as
condicdes do processo;

3. Realizar as fermentagbes com glicerol P.A. e glickruto utilizando o micro-
organismaClostridium

4. Avaliar a utilizacdo do Modelo Cinético de Monodrgalescrever melhor o
aumento de biomassa e consumo de glicerol P.A. p@hlyo-organismo
Clostridium

5. Aplicar a técnica do planejamento experimental ido Plackett-Burman para
selecionar os componentes do meio de cultivo gfleeimcia no processso

fermentativo;

6. Definir e montar o reator para realizar as polizegéo;

7. Sintetizar o poli(terfetalato de trimetileno) — PTilizando o 1,3-PDO
comercial;

8. Analisar o PTT por infravermelho (FTIR) e calorimtdiferencial exploratéria
(DSC).
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CAPITULO 2

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 GLICEROL

O glicerol é um produto largamente utilizado na Ustda quimica e
farmacéutica quando se encontra totalmente purse@y com pureza superior a 95%.
Contudo, a demanda de glicerol no mercado brasitein crescido bastante devido ao
aumento da producédo de biodiesel, que tem sido lsmada por incentivos do
governo. Em 2010 a produgédo de biodiesel foi dexamadamente 2,4 bilhdes de
litros, gerando cerca de 240 milhdes litros deegtitbruto, quantidade que o mercado
brasileiro ndo é capaz de consumir nessas condsgimsum tratamento prévio. A
purificacdo do glicerol oriundo do biodiesel tomaua utilizacdo inviavel, pois € um
processo com custo elevado. Por isso, novas apésggara esse glicerol precisam ser
desenvolvidas e/ou as vias existentes precisagxpandidas.

Uma aplicacéo para este excedente de glicerol gmeganhando destaque € sua
utilizacdo em bioprocessos, como matéria-prima paoglucdo de alguns produtos
comercialmente importantes, tais como biossurfaesanacidos organicos, éalcoois
(AMARAL et al, 2009).

O glicerol (Figura 1), também conhecido como prapa2,3-triol, € um

composto organico pertencente a funcéo alcool.

H I:]/\[/\ OH

OH

Figura 1 —Formula estrutural do glicerol.

E liquido a temperatura ambiente, higroscopicodano, viscoso e de sabor
adocicado. O termo glicerina refere-se ao prodw@ofanma comercial, com pureza
acima de 95%. Varios niveis e designacoes pamantear o glicerol estdo disponiveis

comercialmente, sendo o que os diferem € a pogemtade glicerol e outras



18

caracteristicas, tais como cor, odor e impurezaschamada glicerina loira €
normalmente utilizada para designar a glicerinamala dos processos de producdo do
biodiesel, onde a fase glicerinosa sofreu um tratam acido para neutralizacdo do
catalisador e remocéao de acidos graxos eventuani@mhados no processo. Em geral,
esta glicerina contém cerca de 80% de glicerom alé agua, metanol e sais dissolvidos
(ARRUDA et al, 2007; MOTAet al, 2009). A Tabela 1 apresenta as caracteristicas
fisico-quimicas do glicerol. Devido as suas camsticas fisicas e quimicas, o glicerol
puro apresenta diferentes aplicacbes na industeacdsmeéticos, farmacéutica,
detergentes, na fabricacédo de resinas e aditivasgpadustria de alimentos. Apesar do
glicerol apresentar estas aplicacdes na forma ppoacos estudos estdo sendo
direcionados para a utilizacdo de glicerol brutdanma direta (ARRUDZAet al,, 2007).

Tabelal — Propriedades fisico-quimicas do glicerol.

Formula molecular 1,03

Massa molar 92,09 g.midl
Densidade (glicerol 100%) 25 1,262 kg.m
Viscosidade 2tC 939 cps

Ponto de ebuli¢do (101,3 kPa) 280

Ponto de fusdo te

Ponto de inflamacéo 17T

Tenséo superficial 2C 63,4 mN/m
Calor especifico (glicerol 99,94%) %5 2,435 J/g
Calor de evaporacgéo %5 55°C 88,12 J/mol
Calor de dissolucéo 5,8 kd/mol
Calor de formacéo 667,8 kJ/mol
Condutividade térmica 0,28 W/(m.K)

Fonte: ARRUDAet al., 2007.

A utilizacdo do glicerol em processos microbianodeégrande importancia,
visto que é um composto considerado fundamentaralelo sistema metabdlico de
micro-organismos, atuando como percursor de nurmgro@Mpostos e como regulador
de varios mecanismos bioquimicos intracelulare¥ ARDI et al, 2007). Como citado
anteriormente, o principal problema para a utiimado glicerol residual em processos
fermentativos € a grande quantidade de sais pessentiundos da producdo do
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biodiesel via catalise basica, o qual pode inibar@scimento microbiano e diminuir a
formacao de produtos (IT€ al, 2005). Por outro lado, a suspenséo de glicemtiem
elementos nutricionais como fésforo, magnésio,icadnxofre, nitrogénio e sodio que
sdo passiveis de serem utilizados pelos micro-mg@s para 0 Seu crescimento
durante processos fermentativos (CEletkal, 2008).

O glicerol é considerado uma fonte de carbono @taenreduzida e assimilavel
por bactérias e leveduras sob condicbes aerObicasmerdbicas para a obtencdo de
energia metabdlica, como regulador do potenciabxexlpara a reciclagem de fosfato
inorganico dentro da célula (RIVALDIlet al, 2007). Varios estudos foram
desenvolvidos visando a utilizacdo de glicerol cofonte de carbono por micro-
organismos, especialmente por bactérias. Muitoesdelpontam principalmente
mecanismos de assimilacédo de glicerol por estemforganismos para a producao de
compostos intermediarios de polimeros, resinastev@sl para combustiveis (CHENG
et al, 2007; ITOet al, 2005; PAPANIKOLAQOUEet al, 2002).

2.2 1,3-PROPANODIOL

O 1,3-propanodiol (1,3-PDO) é um dos primeiros ptod conhecido da
fermentacdo, pois foi descoberto em 1881 pelo guirAustriaco August Freund, em
cultura mista de fermentacdo conten@imstridium pasteurianunfSAXENA et al,
2009; BIEBL et al, 1999). Apesar de ter sido descoberto h4 vériaadds e de
apresentar interessantes propriedades fisico-gasmpara aplicagfes industriais, a
impossibilidade de sua obtencdo de forma abundaeimndmica fez com que o 1,3-
propanodiol apresentasse aplicacdo limitada durani®s anos (DECKWER, 1995).

O 1,3-PDO também conhecido como trimetilenogliaollg3-di-hidroxipropano,
€ um diol contendo trés atomos de carbono e dwhsxilas em sua estrutura como

mostra a Figura 2.

HO™ ™" “oH

Figura 2 — Férmula estrutural
do 1,3-propanodiol.
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Em condi¢Bes normais de temperatura e pressag8;mrdpanodiol € um liquido
viscoso, transparente e incolor, miscivel com aguaom etanol. Suas principais

propriedades fisico-quimicas estdo apresentadaabea 2.

Tabela 2— Propriedades fisico-quimicas do 1,3-propanodiol.

Formula molecular Hs0O;
Massa molar 76,10 g/mol
Ponto de fusdo 26C

Ponto de ebulicéo 214@
indice de refracéo, 26 1,4386
Densidade, AT 1,0526 g/crh
Calor especifico 0,53 calg.
Viscosidade 52 mPa.s
Tensao superficial, 2C 46,2 dinas/cm
Ponto de fulgor 12¢
Temperatura de auto-ignicao 405
Pressao de vapor 0,08 mmHg

Fonte: SRI CONSULTING , 2000; DuPont Tate & Lyle Biokets, acesso em 2012.

Em 2007, as empresas DuPont Tate & Lyle BioProdumitgaram a producao
do 1,3-propanodiol empregandgscherichia coli geneticamente modificada. Esta
bactéria foi clonada com o0s genes S&ccharomyces cerevisiaesponsaveis pela
conversao de glicose em glicerol e também recebesamgenes deKlebsiella
pneumoniaeresponsaveis pela conversao do glicerol em 1,3-Ai&6ta formak. coli
recombinante passou a produzir 1,3-PDO a partglidese de milho, um carboidrato
de baixo custo. O 1,3-propanodiol da DuPont receb@enominacao comercial de Bio-
PDO™, cuja fabrica esta localizada em Loudon, Tesee EUA, sendo a primeira
fabrica no mundo a produzir 1,3-PDO em escala ccales partir de fonte renovavel

(http://www?2.dupont.com, acesso em 2012).

O Bio-PDO produzido pela DuPont é encontrado coramea™ e Susterra™.
O Zemea™ ¢é o0 1,3-PDO com maior pureza e menor pod@nte do que outras
substancias, para aplicacdo em produtos de higieo@smeético, em substituicdo ao

propileno glicol e ao butileno glicol. O Susterraé™o 1,3-PDO de grau industrial,
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destinado a aplicacbes como descongelante, anélzong (http://www2.dupont.com,

acesso em 2012).

Apds o desenvolvimento das rotas quimicas econon@cte viaveis, para a
producao do 1,3-propanodiol em escala industriaérdas aplicacfes para este produto
continuam sendo implementadas. O 1,3-propanodialtiézado na producdo de
cosméticos, como anticongelante e como fluido ®mbem como base em solucbes
para refrigeracdo de motores que requerem estddidem ampla escala de
temperaturas (http://www.duponttateandlyle.comsagem 2012).

Como o 1,3-PDO é um composto bifuncional, podeutdizado em muitas
aplicacdes poliméricas, atualmente sdo empregadé®sodidis de baixa massa
molecular, tais como o etileno glicol, propilenacgl, 1,3-butanodiol e 1,4-butanodiol
(HUANG et al, 2002). E ainda pode ser utilizado na fabricac&oresinas de
poliésteres, para areas como a automotiva, engdanlte polimeros, fibras e
revestimentos (http://www.duponttateandlyle.conesao em 2012).

Uma das principais aplicacbes do 1,3-PDO é a pémugo polimero
poli(propileno tereftalato) (PPT), também denommambli(trimetileno tereftalato) ou
poli(tereftalato de trimetileno) (PTT), ou ainda B@licol de 3 carbonos/tereftalato).
Apoés a descoberta do poli(tereftalato de etile®BT) por Whinfield e Dickson em
1941, muitos outros poliésteres aroméaticos forartestados e estudados. Entre estes
poliésteres, o PET e o poli(butileno tereftalatd)B{) foram produzidos e
comercializados ha mais de 50 anos, enquanto §0& a@omecou a ser comercializado
recentemente. O PTT é termoplastico de engenhabigdo através de reacdes de
condensacéo entre o 1,3-propanodiol e o &cidotédéoef. O PTT combina a rigidez,
resiliéncia e resisténcia térmica das resinas RIBT & boa processabilidade das resinas
PBT. A escassez e 0 alto custo do 1,3-PDO imped&rgmmoducéo do PTT em escala
comercial. Esta realidade s6 mudou apds o deseémaito das rotas quimicas para a
sintese do 1,3-PDO, possibilitando sua obtencdofodma abundante e a custo
industrialmente viavel (PAN@t al, 2006).

2.3 PRODUCAO DE 1,3-PROPANODIOL
O 1,3-PDO é obtido comercialmente por duas rotasigas diferentes, a partir

do oxido de etileno e pela acroleina (BIEBLal, 1999). A producéo quimica do 1,3-

PDO geralmente requer alta temperatura, alta pressatalisadores de alto custo, além
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de gerar intermediarios toxicos e poluentes. Ptrtaacentemente tem sido dada muita
atencdo a producdo microbiana do 1,3-PDO, pois @sien processo relativamente
simples e que nao gera intermediarios toxicos @tlll, 2005; KAURet al, 2012).

2.3.1 Producéo por via quimica

A obtencéo do 1,3-PDO por via quimica pode seizadd por dois processos, o
primeiro a hidratacdo de acroleina seguido por oglnacdo e o segundo a

hidroformilacao e hidrogenacéo de 6xido de etileno.

2.3.1.1 Hidratag&o de acroleina seguido por hidnoggio

Essa rota foi inicialmente explorada pela Shell ngiga era produtora de
acroleina e desenvolvido em um processo comer@hl Pegussa. A tecnologia
Degussa foi licenciada para DuPont (HAAB®Ral, 2005). O processo de producéo de
1,3-PDO a partir da acroleina é dividido em trépas$. Na primeira etapa, a acroleina
reage com agua a 45°C na presenca de resina tracdeldons (piridil). A converséo é
de 51% em mol com uma seletividade de 83% em molindermediario 3-
hidroxipropionaldeido (3-HPA), principal produto. Acroleina que ndo reagiu é
removida em uma coluna de extracdo e reciclada. Evhazdo aquosa de 3-HPA é
hidrogenada a 1,3-PDO na segunda etapa. Essaétaptizada em um reator de leito
fixo a 2.200 psi, com temperatura inicial de 55°@geiecida até 125°C. O rendimento
desta etapa é praticamente 100%. A agua € reradama coluna de desidratacdo na
secao de purificacdo (HAAS#t al, 2005).

Um subproduto da hidratacdo da acroleina, o diéier1,3-PDO (3,3-
oxidipropionaldeido) é purificado por destilacaa Mator de hidrdlise, o éter e agua
reagem a 725 psi e 240°C para produzir 1,3-PDO,é&uetornado para a coluna de
desidratacdo para a recuperagao do produto (HAESA, 2005).

O processo de producgdo de 1,3-PDO a partir daedoeokesta apresentado na
Figura 3.
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Figura 3 — Mecanismo para producédo de 1,3-PDO a partircdeleana (Fonte: SRI
CONSULTING, 2000).

2.3.1.2 Hidroformilagéo e hidrogenacao de Oxidoetieeno

O processo de producédo de 1,3-PDO a partir de d@edetileno (OE) também é
dividido em trés etapas. Na primeira etapa, o Oiel@tileno reage com gas de sintese
(Ho/CO com razdo molar de 1). Cinco reatores em lueleom agitacdo séo
escalonados em um ciclo de 170 minutos. Neste, @aleagéo ocorre em 80 minutos a
1.500 psi e 80°C. Nesta etapa, a concentracdo o @e etileno é de 10%. O
catalisador a base de cobalto é gerado, a par@o@H) e CO. Dimetildodecilamina
€ adicionado como um iniciador. Tanto o catalisafi@nto o iniciador sao insolluveis
em agua, e sdo usados para extrair o 3-hidroxipmafdeido (3-HPA) em duas colunas.
A conversao de OE em 3-HPA é de 85%. Na segund® s8¢HPA € hidrogenado a
1,3-PDO em uma série de trés reatores, operand@0® si e em temperaturas
progressivamente elevadas de 60°C, 85°C e 120°Caté&isador de hidrogenacdo &
granular e a base de niquel em um suport®©#£$i0,. O rendimento de 1,3-PDO
baseado em 3-HPA é 100%. A solucdo aquosa passanmorsecdo de purificacdo
(HAASA et al, 2005).
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Na etapa de purificacéo, o fluxo de 1,3-PDO paséa primeira coluna. O 1,3-
PDO pré-purificado é encaminhado para segunda aol@riluxo de residuo é utilizado
para combustivel. O rendimento global, baseadoongwmo de 6xido de etileno é de
85% em mol (HAASAet al, 2005). A Figura 4 detalha essa rota quimica.

Co(OHy) HO o
[+] \ . . . .
N, + SO+ H, ———— H.o—cH.—cH  3-hidroxipropionaldeido
H,C—CH, 80°C 7 ; . (HPA)
. - 1500 psi I
o6xido de etileno psi :
4 .
"I \ \
II! ) II'. ":jl-'I
L4 O—CH e 60 a 126C I". _ o ! + H.O
o | 2200 psi | H,C—CH,—CH; &
H.C—CH ‘:l“": Al0JSIO, \ propanol
i CH, T
acetaldeido " —, HO OH
*H; 14 : !
L n H,C—CH.—CHI,
| oligbmeros 1,3-propanodiol
)
¥
OH
H.C—CH,
etanol

Figura 4 — Mecanismo para producdo de 1,3-PDO a partir xddodde etileno
(Fonte: SRI CONSULTING, 2000).

2.3.2 Producéo por via biotecnolégica

Uma alternativa para substituicdo da sintese gaiohicl,3-PDO é a converséo
microbiana de carboidratos em 1,3-PDO. Esse mééodnais simples e ndo gera
subprodutos toxicos. Entretanto, a maior limitapama a producao microbiolégica em
escala industrial do 1,3-PDO tem um custo relatesstien alto a partir de um substrato
como a glicose. Uma solugdo atrativa economicamgai@ este problema € a
possibilidade de usar o glicerol cru, proveniente ptoducdo do biodiesel, como
substrato nutriente para a fermentacdo (NAKAMARAVEIITED, 2003; MU et al,
2006).

2.3.2.1 Processo fermentativo a partir do glicerol

A capacidade dos micro-organismos de converterécergl em 1,3-PDO foi

observada por Noyes e Watkin em 1895. Esses pesigues verificaram a presenca de
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uma impureza em glicerol estocado. A presenca d aral% dessa impureza tornou o
glicerol inadequado para determinadas aplica¢cfésicid da Primeira Guerra Mundial
e a exigéncia de glicerol de alta pureza para actgfio de explosivos levou a
necessidade de identificacdo desta impureza decyart importancia. Voisenet
identificou o composto como 1,3-propanodiol em 194k foi determinado como um
produto da fermentagdo anaerdbica de glicerol. &Almaje, as especificagcdes do glicerol
incluem um teor maximo de 0,5% de 1,3-PDO (ZENGQERR, 2002).

A producdo de 1,3-propanodiol por micro-organismaesorre utilizando
exclusivamente o glicerol como fonte de carbono, s& conhecendo quaisquer micro-
organismos capazes de converter diretamente aglaat8-PDO (CAMEROMt al,
1998;CELINSKA, 2010;:DECKWER, 1995; SAXENZet al, 2009).

Existem algumas espécies bacterianas conhecidasajuelmente produzem
1,3-PDO a partir da fermentacao do glicerol, caractobacillus brevie Lactobacillus
buchnerii (DANIEL et al, 1995a,b; SOBOLOV e SMILEY, 1960Enterobacter
agglomerans (BARBIRATO et al, 1996a,b; BARBIRATO e BORIES, 1997a;
BARBIRATO et al, 1997b),Citrobacter freundi(BIEBL e MARTEN, 1995; DANIEL
et al, 1995a,b; SEIFER&t al, 2001; SEYFRIEDet al, 1996) Klebsiella pneumoniae
(HUANG et al, 2002; STREEKSTRAet al, 1987; LIN e MAGASANIK, 1960)
Klebsiella oxytoca (ZHANG et al, 2009; YANG et al, 2006), Clostridium
pasteurianumBIEBL e MARTEN, 1995; LUERSet al, 1997; NAKAS et al., 1983),
Clostridium butyricum(BIEBL et al, 1992; GONZALEZ-PAJUELOet al, 2006;
HEYNDRICKX et al, 1991; PETITDEMANGEet al, 1995; REHMANet al, 2008;
SAINT-AMANS et al, 2001),Clostridium acetobutylicufFERREIRAet al, 2012).

Quando se analisa a fermentacéo do glicerol obseremie os produtos obtidos
sdo os mesmos produzidos durante a fermentacélicdseg como alcool, acido latico,
entre outros. A conversao do glicerol a estes pgosdiornece a energia necessaria para
o crescimento do micro-organismo, e também sacalilos equivalentes redutores, que
sao necessarios para a producéo do 1,3-PDO (BHBL, 1999).

As reacfes metabdlicas envolvidas na fermentac@fiaool sdo diversas, mas,
em principio, a fermentacédo do glicerol pode seidila em duas vias, oxidativa e
redutora. A via oxidativa é catalisada pelas engigigerol desidrogenase (DhaD), que
converte glicerol em dihidroxiacetona (DhaP), eidiibxiacetonacinase (DhaK), que

fosforila este substrato a dihidroxiacetona fosfélzhaP); este intermediario €
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canalizado para a via glicolitica, gerando ATP eDWA(Figura 5) (SILVAet al,
2009).

AD P ’/, Glif_ernl ap

A%z@‘" %vqim.,:r
GLICEROL (g q  Via oxidativa [ Dihidroxiacetona P
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Figura 5 — Esquema do metabolismo do glicerol pelas viadativa e redutiva de
alguns micro-organismos (Baseado em AHREWSI, 1998).

A via redutora (Figura 5) é catalisada pelas enzigtiaerol desidratase (GDHt),
que remove uma molécula de@Hdo glicerol, convertendo-o em 3-hidroxipionalaeid
(3-HPA), e pela enzima 1,3-propanodiol oxiredutagae reduz 3-HPA a 1,3-
propanodiol, utilizando o NADH(SILVA et al, 2009).

A producédo do 1,3-PDO ocorre na via redutora, regamo 0s equivalentes
redutores (NADH) gerados na via oxidativa, poss#nto desta forma o crescimento
microbiano a partir do glicerol, que € um substratiuzido.

De acordo com Biebdt al (1999), o glicerol é mais facilmente reduzido gue
material celular do micro-organismo (assumindo woeposicdo meédia da massa
celular igual a ¢gH;O;N). Assim, a formacdo de biomassa microbiana tambéra
NADH adicional, o qual pode ser utilizado na prdituge mais 1,3-PDMECKWER
et al, 1999; RIVALDI et al., 2007)

A enzima glicerol desidratasgue converte glicerol a 3-HPA na via redutora, é
composta de trés polipeptidiasffoy,) codificados, respectivamente, pegenesdhaB,
dhaC edhaE (XU et al, 2009). DhaB requer coenzima,Badenosilcobalamina) para
catalisar a conversdo de glicerol ao seu aldeideesmondente (NAKAMURA e
WHITED, 2003; RAYNAUDet al, 2003; TORAYAet al, 1978, 1980). A descoberta
de uma DhaB ncClostridium butyricum,que é independente da coenzimg i
descrita em 2003 por Raynaudt al Esta descoberta poderia permitir o

desenvolvimento de um processo mais econémicogpraducao de 1,3-PDO a partir
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de fontes renovaveis, eliminando a necessidaddidmm@ar vitamina B, um nutriente
de alto custo, ao meio de fermentacdo. A enzineeml desidratase dGlostridium
butyricumné&o apresenta qualquer homologia com outras eszgieerol desidratase
conhecidas, que sao todas dependentes da vitamina Bnzima glicerol desidratase
do Clostridium pasteurianumapresenta similaridade com a de outros organisenos
também requer a vitaming EMACIS et al, 1998).

Diversas espécies ddostridiumfermentam glicerol a 1,3-PDO e &cido butirico
como principais produtos da fermentacdo (PETITDENGEN et al, 1995;
FORSBERG, 1987). Durante a fermentacdo do glicerd]ostridium pasteurianum
produz grande variedade de produtos, incluindo nmlitaetanol, 1,3-PDO, acidos
butirico, acético e latico. Os principais coprodutta fermentacdo, tanto em batelada
quanto batelada alimentada sdo butanol e etanoljapelmente devido ao maior
rendimento energético proporcionado pela via owida{FORSBERG, 1987). Em
cultura continua com excesso de nutrientes, o D@- o principal produto da
fermentacdo, sendo o &cido latico o principal cdpto, porém, nesta condicdo, a
producdo de biomassa € menor (BIEBL, 2001). Segufeiog et al (1994), a
preferéncia por determinada via metabdlica depéead®nte do nutriente limitante. Se
a fonte de carbono é limitante, sera utilizadasaqguie rende o maximo de energia, ou
seja, acido butirico pelGlostridium butyricune etanol pel&lebsiella pneumonigeao
invés da via de 1,3-PDO e &cido acético.

A Figura 6 apresenta as principais rotas metatticaglicerol aceita por alguns
pesquisadoreDECKWER et al, 1995; GIRBALet al, 1995a; PAPANIKOLAOUet
al., 2008, PAPANIKOLAU, 2009; ZENG e BIEBL, 2002).
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Figura 6 — Via metabdlica da conversao do glicerol (DECKW&Ral, 1999; GIRBAL
et al, 1995a; PAPANIKOLAOUet al, 2008; PAPANIKOLAU, 2009; ZENG e
BIEBL, 2002).
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A analise dos produtos da fermentacédo mostra que ga glicerol € convertido
nos mesmos produtos da fermentacdo do acucar. dess@rsdo fornece a energia
necessaria para o crescimento, mas, para muitasitps) sédo liberados equivalentes
redutores (NAD), que sdo oxidados em uma conversdgtora de glicerol, levando a
formacéao de 1,3-PDO (BIEB&t al, 1999).

Como pode ser visto n&igura 6 & reacbes metabdlicas envolvidas na
fermentacao do glicerol sdo diversas, mas, emipia@ fermentacdo do glicerol pode
ser dividida em duas vias como citado anteriormest@ via redutiva e a via oxidativa
(DECKWEREet al, 1999; PAPANIKOLAOUet al, 2008; PAPANIKOLAU, 2009)

Na via redutiva, o glicerol € primeiramente dedahla a 3-HPA, a reagédo é
catalisada pela coenzima glicerol desidratase (GB4i-dependente, que é entdo
reduzido a 1,3-PDO pela 1,3-PDO desidrogenase dept:n do NADH. Na
fermentacdo do glicerol pel@lostridium butyricumalgumas enzimas desidratases,
como GDHt, sédo descritas comg,hdependente (MAERVOE®t al, 2011).

O rendimento de 1,3-PDO depende da interagdo @uisteetria das vias
redutiva e oxidativa. Tem sido demonstrado quermdgdo de 1,3-PDO junto com
acido acético, como unico subproduto da via oxdatiesulta no rendimento maximo
de 1,3-PDO (BIEBL, 2001). Isso pode ser explicadto gato do acetato ser o Unico
subproduto que né&o utiliza a coenzima NADpara sua formacdo, gerando um saldo
maior de NADH para ser empregado na conversao de 3-hidroxiprajuieido em 1,3-
propanodiol. Na realidade, uma série de outros redlpos pode ser formada na
fermentacdo, pela via oxidativa, como etanol, ad@ao, acido succinico e 2,3-
butanodiol por enterobactérias cordd¢ebsiella pneumonigeCitrabacter freundiie
Enterobacter agglomeransacido butirico porClostridium butyricume butanol por
Clostridium pasterianum(LUERS et al, 1997). Todos estes subprodutos estdo
associados a uma reducdo do rendimento de 1,3-BD(pdrticular etanol e butanol)
gue nao contribuem para o aumento de NADIdmMo pode ser observado na Figura 5.

As reacdes que ocorrem para a formacéo do pirdFegara 5) sdo comuns aos
micro-organismos (BIEBIlet al, 1999). O glicerol é desidrogenado a dihidroxiaca
(DHA) com a ajuda da glicerol desidrogenase NADetglente o qual € entdo
fosforilado pela dihidroxiacetona quinase (DhakKgilhidroxiacetona fosfato (DHAP)
um metabdlito da via glicolitica. Ha& uma rede dedpicdo de duas moléculas de
NADH, e uma molécula de ATP durante a conversdo do glicar piruvato
(CELINSKA, 2010).
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Segundo Biebkt al. (1999) durante a fermentacao do glicerol, asucast que
apresentam maior rendimento em 1,3-PDO sédo asrqdezem somente acido acético
como co-produto, além de GG de H, ou seja, 64% do glicerol consumido é
convertido em 1,3-PDO. Ao contrario, se as duaseoubhs de NADH produzidas
durante a formacédo de uma molécula de piruvataceapletamente reutilizadas para
posterior catabolismo do proprio piruvato, istausllizadas na formacdo de etanol ou
butanol, o rendimento de 1,3-PDO serd menor, renémto rendimento em biomassa é
maior. O rendimento de 1,3-PDO pode ser ainda mediooreduzindo-se a producao de
H, (BIEBL et al, 1999).

2.3.2.2Processo fermentativo a partir da glicose

Uma técnica para obtencao 1,3-PDO a partir da ggic@d € utilizada sob
condi¢cbes anaerdbicas em uma série continua derféadores de leito fluidizado tipo
air-lift. A producdo de 1,3-PDO a partir da glicose é etmagmente desfavoravel
quando comparada a rota bioquimica de obtencéo,3®00 a partir do glicerol,
sendo que ocorre um maior gasto de energia pargexen glicose em glicerol e
posteriormente em 1,3-PDO, pois esse bioprodutodatiiido a partir do glicerol.

Nessa técnica um micro-organismo recombinanteEsaherichia coli é
imobilizado em um suporte de esferas poliméricasasEpermanecem no interior dos
fermentadores, enquanto que o fermentado é filtya@@ remover as células em
suspensao e outros soélidos. O filtrado segue par&waporador-cristalizador de dois
estagios onde é concentrado na primeira etapac®aailo alguns sais, principalmente
acetato de sodio e bicarbonato de sodio, que sBdppados na segunda etapa e
recuperados como solidos. O vapor obtido na segiasdado evaporador contendo 1,3-
PDO e 4gua é condensado e alimenta uma colunandede de agua. O 1,3-PDO bruto
obtido no fundo da coluna de remocdo de agua é éadobpara uma coluna de
purificacdo, sendo recuperado como um produtolddst{(SRI CONSULTING, 2000).
Essa via bioquimica, da conversao de glicose eAPD@ esta representada na Figura
7.
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Figura 7 — Rota enzimética de producdo de 1,3-PDO a pddirglicose (SRI
CONSULTING, 2000).

2.4 BACTERIAS DO GENERGCTIostridium

O Clostridiumé um género de bactéria que tem cerca de 2.70@esilde anos.

Existe desde antes do aparecimento de oxigénierraa(PINTO, 2009).



32

As bactérias deste género pertencem fandl@stridiaceaee apresentam as

seguintes caracteristicas:

- Células em forma de bastonetes com dimensfées8d2,0 x 1,5 -20 um;

- Frequentemente estdo arranjadas em pares oasadeias;

- Comumente pleomorficas;

- Gram positivas em culturas jovens;

- Geralmente apresentam motilidade por flagelo#rfzpreos;

- A maioria das espécies sao quimioorganotréfiglgimas sao quimioautotroficas ou
quimiolitotroficas;

- Apresentam esporos ovais ou esféricos;

- Usualmente produzem misturas de acidos orgaréc@coéois de carboidratos e
peptonas;

- Normalmente séo catalases negativas e obrigatenie anaerobias, se o crescimento
ocorre em presenca de ar, é escasso e a esporélaghiola;

- Metabolicamente sdo muito diversas, com tempesitbdtimas entre 10-65°C.;

- Sdo0 encontradas disseminadas no meio ambierite €sw trato gastrointestinal de
animais e do homem);

- Muitas espécies produzem toxinas potentes e a@gusdo patdgenas aos animais
(causam infeccdes ou feridas ou absorvem toxinas).

As espécies pertencentes a esse género includmatyricum C. butylicum C.
beijerinckii, C. multvermentansC. iodophilum C. fallax C. tyrobutyricum C.
pasteurianum C. amylosaccharobutylpropylicurnC. madisonii C. muellerj C.
amylolyticum C. acetobutylicum, C. saccharoacetoperbutylicum, r@seum, C.
aurantibutyricum C. rubrum C. lacto-acetophilum C. felsineum(CUMMINS e
JOHNSON, 1971).

A fermentacédo de acglcares e amido para gerar $etvercombustiveis pode ser
considerada um dos processos mais antigos na thobbgia principalmente na
fermentacdo de etanol para a producdo de vinhoneesjae Depois de tentativas
realizadas por Louis Pasteur e outros, a fermenmtdodamido para produzir acetona,
butanol e etanol (fermentacdo ABE) foi desenvolyida Chaim Weizman em 1912
(ANDRADE e VASCONCELOQOS, 2003). Por este motivo, tasivezes esse micro-
organismo é denominado ‘Organismo Weizmann'. Edisa cepa que mais tarde foi
chamada deClostridium acetobutylicune iniciou a primeira planta de producdo de
acetona pelo amido (WEIZMANN e ROSENFELD, 1937).Fgura 8 mostra a



33

fotomicrografia obtida por microscopia eletronica darredura doClostridium

acetobutylicum.

Figura 8 — Células de Clostridium
acetobutylicumobservadas por microscopia
eletronica de varredura (Fonte:
http://www.napier.ac.uk, acesso em 2012).

O Clostridium acetobutylicur@ um quimio-organotrofico e obtém energia pela
oxidag&o de substratos organicos na fermentag@mnAal como acontece geralmente
nas fermentacdes, o substrato € uma molécula ceygne age como doador e aceptor
de elétrons. Em particular, este exige uma fonteatboidratos fermentavel para seu
crescimento e sobrevivéncia (CABDal, 1986).

Este micro-organismo é sacarolitico, ou seja, @zafe degradar agucares e
ainda produzir um grande numero de diferentes posdcomercialmente importantes,
como acetona, etanol e butanol. Sdo conhecidosggem micro-organismos classicos
produtores de acidos e normalmente fermentam asglia butirato, acetato, dioxido de
carbono e hidrogénio molecular. Estudos préviosfelamentacdes utilizando culturas
puras deClostridium tém recebido bastante atencdo, principalmente ampc da
producao de solventes (Li¢t al, 2005).

Segundo Zhangt al (2007), por ndo possuir a catalase, uma enzirpariante
para a desintoxicagcdo celular, quando exposta agumras ao oxigénio, esta sofre
esporulacdo como um mecanismo de sobrevivéncibopgos periodos de tempo neste
ambiente. Embora seja um anaerébio obrigat@iocacetobutylicumgontém algumas
enzimas, tal como a enzima superoxido dismutase, ligg permite sobreviver em

ambientes com baixas concentragcfes de oxigéni@s Emtzimas sdo reguladas na
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presenca de oxigénio e contribuem para a sobresiv&la célula por curto prazo de
tempo em ambientes com pequena quantidade de axigén

O complexo metabdlico d&lostridium acetobutylicuntem sido estudado em
detalhes nas ultimas décadas (BOWLES e ELLEFSONB5;19MATTA-EL-
AMMOURI et al, 1987; VASCONCELOSt al, 1994; GIRBALet al, 1995a; 1995b)
e frequentemente mostra um padrdo de fermentagicdoas vias metabolicas. Apds
produzir acido acético, acido butirico e hidrogéniorante a fase de crescimento
exponencial, inicia-se a producéo de solventesgktacetona e butanol), a qual ocorre
bem proxima a fase estacionaria. O mecanismo raoimia fase de formacdo de
solventes tem sido foco de muitas pesquisas deagiE tem mostrado estar associado
ao efeito do pH acido e tem mostrado estar assweiadfeito do pH acido (BOWLES
e ELLEFSON, 1985; JONES e WOODS, 1986; TERRACCIA&IRASHKET, 1986;
GIRBAL e SOUCAILLE, 1994; VASCONCELOSt al, 1994; GIRBALet al, 1995a).

Na Figura 9 pode ser obervada microscopicamentélidacdo Clostridium
butyricum Seus esporos sao ovais, podendo se localizarenbocou na porcao

subterminal da célula.

Figura 9 — Células deClostridium butyricum
observadas por microscopia eletrbnica de
varredura (Fonte: http://www.miyarisan.com,
acesso em 2012).

O Clostridium butyricumapresenta crescimento 6timo numa faixa de pH entre
4,6 e 5,0, apds incubacéo por 5 dias, sendo a tatupeideal entre 30 e 7 (algumas
amostras podem crescer bem 2% outras a £€) (JONES e WOODS, 1986;
MOLONGOSKI e KLUG, 1976).

Nessas bactérias a hidrogenase € a enzima quetgearsar prétons como
receptores terminais de elétrons. A ferredoxinamgemha papel chave no transporte e
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na distribuicdo de elétrons na célula. Em condigiesepriadas, a ferredoxina reduzida
€ capaz de transferir elétrons para o ferro comalhbidrogenase, o que permite 0 uso
dos prétons como um receptor final de elétrongjlt@sdo na producédo do hidrogénio
molecular. Durante essa etapa, a ferredoxina édad& e o gas hidrogénio € liberado
da célula. Outra enzima-chave na distribuicdo d#raxls é a NADH ferredoxina
oxidoredutase, que atua na oxidacdo ou na redu&A® pelo equilibrio de elétrons
entre NAD e ferredoxina (Figura 10).

NADH ferredoxina
redutase

NAD™+ Fdeg <==> Fdox + NADH + H'

.o

H* Ha

Figura 10 — Esquema da producdo de hidrogénio pelo
Clostridium butyricun{Fonte: MUCCILLO, 2007).

Durante o metabolismo dolostridium butyricurma producdo de acidos ha um
fluxo rapido de elétrons decorrente tanto da qudbrpiruvato, quanto da regeneracéo
do NADH por meio da ferredoxina para produzir hgéoio (JONES e WOODS,
1986).

A conversao de piruvato em acetil-CoA é cataligaela complexo de piruvato
desidrogenase. Esse complexo é um dispositivo efterintegrado, composto de trés
classes de enzimas (STRAYER, 1996).

Além da conversédo do piruvato para acetil-CoAClostridium butyricunpode
também converter o piruvato em acido latico solkrd@hadas circunstancias. A via do
acido latico, em condi¢cbes normais, parece ocwoenente como alternativa para
permitir que a geracdo da energia e a oxidagdao ADHN continuem quando os
mecanismos para a eliminacdo dos protons e elépels geracdo de hidrogénio
molecular sdo interrompidos. A diminuicdo da atndd da enzima hidrogenase, é
causada pela inibicdo devido a presenca dg @x@duzido na conversdo do piruvato a

acetil-CoA,ou pela auséncia de ferro, e assim leva a prodig@eido latico. Este fato



36

pode ser explicado pelos baixos niveis de ferre@dox da propria hidrogenase
presentes no meio (JONES e WOODS, 1986).

O fluxo de carbono a partir das ramificacdes ddilaCeA conduz a formagéo
dos acidos e dos solventes (alcoois) (Figura 63e&pontos de bifurcacdo podem
ocorrer em trés metabolitos intermediarios: ac@i”, acetoacetil-CoA e butiril-CoA.
Durante a fase de producao de acidos, como o acitao e o acido butirico, estes séo
produzidos a partir do acetil-CoA e butiril-CoA poeio de duas etapas analogas que
resultam na producéo de acetil-fosfato e butigkdto correspondente, seguidas pela
geracdo de ATP. A butiratoquinase @tostridium butyricumfoi observada exibindo
atividade reversivel (ANDERSCet al., 1983).

O inicio da producéo de solventes envolve umarugpeéo no fluxo de carbono
nas vias de producdo de acidos para as vias deig@odde solventes. Durante a
producao de solventes, o acetil-CoA e a butiril-Gadam como intermediarios para a
producdo de etanol e de butanol. Essas vias prodozacetaldeido e o butiraldeido,
respectivamente, como intermediarios, e requeress dehidrogenases que atuam nas
reducdes necessarias para produzir etanol e butametiucao de butiril-CoA a butanol
€ mediada pela enzima butiraldeido desidrogenageel@ butanol desidrogenase
(ANDERSCHet al, 1983).

Quando oC. butyricum cresce em glicerol, este substrato é oxidado a
dihidroxiacetona (Dha) e, posteriormente fosfonlgmhra produzir DHha-fosfato, ou
entdo, o glicerol é desidratado a 3-hidroxipropide@o (3-HPA), que em seguida €
reduzido a 1,3-propanodiol (1,3-PDO) (ABBAD-ANDAL@SI et al, 1998). Esta
Gltima via ocorre em praticamente todos os micganismos produtores de 1,3-
propanodiol, onde a desidratacdo do glicerol adBakipropionaldeido (3-HPA) é
catalisada por uma enzima dependente da vitamiya B reducdo posterior de 3-HPA
a 1,3-PDO é catalisada por uma enzima dependerteesteima NADH (O’BRIENet
al., 2004), sendo que esta producéo de 1,3-propan@distociada ao crescimento das
células, enquanto que a producdo de acetato, touttraoutros produtos nado séo
associados a producao de biomassa (PAPANIKOLA&D&L, 2000).

Uma grave limitacdo das enzimas glicerol e diolidiatases dependente da
vitamina B, é sua rapida inativacdo diante de elevadas qudesdde glicerol. Essa
limitacdo € superada nos micro-organismos nativela presenca de enzimas que

promovem a troca de enzimas inativadas com novasas ativas pela presenca da
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coenzima gerada a partir da vitaming.BJma alternativa para superar essa inativacao
da enzima € a adi¢do de quantidade excessivaaieinéd B, no meio de cultivo.

Uma grande vantagem da espéCiebutyricumé que a glicerol desidratase que
atua na conversao de glicerol a 3-HPA € indeperdéatvitamina B (O'BRIEN,
2004).

Em alguns casos, a utilizagcdo de cepas Gle butyricum mutantes em
fermentacdo em batelada alimentada resultam enmuomardo significativo na producgao
de 1,3-PDO superior a 70 g-LA cultura em batelada alimentada pela d@ostridium
sp isolada recentemente (linhagem IK 124) prod8gid-87,7 g.[* de 1,3-PDO, sendo
esses valores considerados altos quando comparadiras trabalhos da literatura
(AGGELIS, 2009).

2.5 MEIO DE CULTIVO

O sucesso de um processo fermentativo depende griiima correta definicao
de quatro pontos basicos: o micro-organismo, o rdeicultura, a forma de conducao
do processo fermentativo e as etapas de recupetagdroduto. Na Figura 11 encontra-
se um esquema geral de um processo fermentativqualose destacou alguns pontos

essenciais.
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Figura 11 — Esquema geral de um processo fermentativo (Fonte
BORZANI et al, 2001).

De fato, estes quatro pilares de um processo fdatiham interagem
enormemente, sendo necessario buscar defini-logomhea conjunta, levando em
consideracao aspectos biologicos e econbémicos,eot@ma bastante complexa esta
adequada definigao.

Sem duvida, dentre as inUmeras variaveis que @merf num processo
fermentativo, o meio de cultivo deve ser destacgdis é fator determinante para o
sucesso do processo. Pirt (1975) classificou osentes de um meio de fermentacéo,
necessarios como fonte de energia, nos seguintggogyra) fonte dos elementos
“principais” — C, H, O, N; b) fonte dos elementasetundarios” — P, K, S, Mg; ¢)
vitaminas e hormonios; d) fontes de “tracos” denmeletos, ou seja, requerimentos de
elementos em quantidades minimas para o crescimaotobiano (por exemplo, Ca,
Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Mo).

Na formulag&o de um meio de cultivo para a ferengha deve-se levar em conta
a necessidade desses nutrientes, lembrando que i@ além de propiciar o
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desenvolvimento microbiano, deve favorecer a foénado produto que se deseja
(BORZANI et al, 2001). Podem ser adicionados na formulacdo denai de cultivo
substancias que nao tem funcdo direta na formaefidag mas que afetam os
mecanismos de controle celular, como antiespumamntestabilizantes (BIRKt al,
1997; GOTCet al, 1998) e tensoativos (MASROOR e CHANDRA, 1989).

A fonte de carbono é um item de extrema importgama formulacdo de um
meio de cultivo. Também tem a funcdo de suprir ggaepara o0 anabolismo e
manutencado da célula, e cadeia carbbnica tantogpéseamacao de biomoléculas que
integram a célula bem como produtos, onde se intloe peptideos. Normalmente, o
carbono é a fonte limitante de um crescimento rbiarm. Sua quantidade no meio de
cultivo seréa funcdo de quanto se deseja aumeritgnaassa do micro-organismo ou
produto, levando em conta a relacdo estequiomeédnta o substrato e a quantidade de
produto, embora haja casos em que iSso ndo sefavelpscomo por exemplo, na
producdo de toxinas e antibidticos. De uma marggral, grande parte dos estudos
iniciais para utilizagdo desta fonte refere-se ibza¢do de substratos mais simples
como agucares, acidos e alcoois em meios quimidanderfinidos. O uso de fontes de
carbono mais simples se deve, em parte, ao fatmalaria dos micro-organismos
estudados ndo fermentarem polimeros e a maioidfadd em elucidar vias bioquimicas
e/ou controles envolvidos na formagdo do produt®ONG e BAJENDRA, 1992;
HAYASHI et al, 1993; LEEet al, 1999).

Se por um lado concentracfes mais elevadas dératobpodem levar a uma
concentracdo celular maior, em fungdo de maiorimgoto energético e de cadeia
carbbnica para a formacao de nova célula, por datim, a producdo de peptideo pode
ocasionar repressao catabdlica, fato comum na f@@Emade diversos produtos
sintetizados tanto por fungos como bactérias. També sabe que a partir de uma
determinada concentracdo da fonte de carbono, mereste no decorrer da
fermentacao, esse efeito de repressédo deixa de,eéxavendo a liberagcdo da formacéo
do produto. Assim, o estudo da concentracdo initealfonte de carbono tem uma
importancia fundamental no desenvolvimento de unonde cultivo (BIRK et al,
1997; GOTCet al,, 1998).

Outro elemento de suma importancia numa formulagimeio de cultivo € o
nitrogénio. E ele que fornece o grupo amino paréoutas que o contenham em sua
estrutura, incluindo os acidos nucleicos e amimm&ci e, portanto, interfere

efetivamente no crescimento celular e formacao piE®ideos. Também para este
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elemento ha estudos visando o uso de fontes qumeitz definidas, como por
exemplo, nitratos, sais de amoénio, ureia, amomnea,(KUNDU e DAS, 1970; TONG e
BAJENDRA, 1992; ZHEREBTSOV e NASONOVA, 1989), oungplexas tais como,
agua de maceracao de milho, extrato de levedurah&ade peixe, farelo de amendoim
desengordurado, entre outras (GREASHAM, 1993),além de fornecer o nitrogénio
propriamente dito, pode suprir 0 meio também cdmamvinas, aminoacidos e sais.

Um procedimento muito utilizado para a otimizad&oprocessos fermentativos
€ a avalicao estatistica dos parametros que afetprocesso através do planejamento
experimental. Em um processo de otimizacdo de uin decultivo normalmente sao
avaliadas as fontes orgéanicas (incluindo grandée pdas fontes complexas) e as
inorganicas (HAYASHIet al, 1993; PANDEYet al, 1994; RAMACHANDRAN et
al., 1979; SINKAIR e LEWIS, 1980).

Box et al (1978) descrevem o planejamento experimental ceemmlo uma
estratégia para otimizacdo simultanea de diversatweis independentes, com
possibilidade de determinar o ponto 6timo hum msoecom um numero reduzido de
experimentos, comparando aos métodos tradiciopaigpiciando uma economia de

tempo e recursos.

2.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento experimental € uma analise estatidiferencial para planejar
criteriosamente e determinar as condi¢des otimizawlais rapidamente, a um menor
custo e com o suporte estatistico na discussacedokados (RODRIGUES e IEMMA,
2009). A grande vantagem da utilizacdo dessa t@cai@ reducdo do numero de
experiéncias ou repeticdes e melhoria a qualidadenfdrmacédo obtida através dos
resultados. Isto significa uma sensivel diminuigédrabalho e, consequentemente, do
tempo e do custo final. Um tempo maior de estudpldonejamento do processo e das
variaveis envolvidas, coletando informacfes narditea, garantira uma melhor
estratégia para a realizacdo dos ensaios que agnegdhor qualidade aos resultados
obtidos (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

O planejamento experimental € um dos campos ddadia quimiometria muito
empregada em pesquisas cientificas e na indUuBINRROS NETOet al, 2001). Esta

ferramenta estatistica permite o estudo de difesentaridveis simultaneamente,
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minimizando o nimero de ensaios, tempo e custoeago acontece com a otimizacao
univariada, na qual se avalia um fator de cadgRERALTA-ZAMORA et al, 2005).

A maioria dos estudos na area de bioprocessos venwlentendimento do
mecanismo de producdo, para selecionar o melhoatailisador (micro-organismo ou
enzima), as melhores condicdes fisico-quimicasgpgoigiciam um melhor rendimento e
peodutividade em funcdo de recursos mais econdpmeas que ainda produzam um
rendimento satisfatério. O estudo de um processmeigtativo envolve também o
desenvolvimento de uma estratégia de otimizacdtendb-se assim um melhor
rendimento do produto. A otimizacdo pode ser f@iiatando varias etapas do processo,
sendo algumas delas mais facilmente modificadagidmutras.

O substrato pode ser modificado de forma a fornegemmaneira 6tima e
econdmica 0s nutrientes necessarios para o crascimea producdo de metabdlitos.
No entanto, essa mudanca deve respeitar a fiséoldgi micro-organismo e suas
necessidades nutricionais e fisico-quimicas. O nuocultivo também pode ser
modificado de forma a induzir um tipo de producaamicro-organismo. Por exemplo,
quando se deseja produzir biomassa, é necessanecér elementos que favorecam o
crescimento, como a aeracao, mas no caso da powdegdm metabdlito especifico, é
necessario fornecer substratos que favorecam detatanvia e reprimam a producéo
de metabdlitos indesejaveis. A determinagcdo daerdrecdo adequada de substratos e
o tipo utilizado podem implicar na realizacdo deitosuexperimentos. Para auxiliar
nesse caso, sao utilizadas ferramentas estatigdieaglanejamento experimental e
andlise de dados.

As condic¢des operacionais do processo envolveerag@o, o controle do pH, a
temperatura e a agitacdo. Estas podem ser todasladas dentro de um biorreator, e é
necessario determinar a condicdo 6tima para cact@+oiganismo.

Os parametros que podem ser modificados e necasdi#aum planejamento
experimental amplo e andlise estatistica sdo drstib® as condi¢des operacionais. Por
exemplo, no caso da selecdo de um substrato o@mhdm da escolha do tipo de
substrato empregado, € necessario determinar bauivgpiantidade utilizada.

Um bom planejamento consiste em projetar o expationeficaz construindo
planos de trabalho que sejam capazes de forneataneante o tipo de informacao que
se procura e que os dados obtidos possam seraaualipara produzir conclusdes

validas e objetivas. O planejamento deve maximézguantidade de informacao que
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pode ser obtida, a partir de uma dada quantidadexperimentos (CALLEGARE,
2001; ARAUJO e BRERETON, 1996).

Para isso, é preciso conhecer primeiramente o @ueseja determinar e quais
os fatores que influenciam a variavel independedtelelineamento dos objetivos e a
selecédo dos fatores envolvidos no processo saus fgd@ralmente com um modelo de
processo do tipo “black box” (Figura 12). O referichodelo relaciona as variaveis
discretas, as variaveis continuas, os fatores qderp ser controlados e aqueles que
nao podem ser ajustados. Cada um dos fatores @i@enpser variado e pode gerar ou
n&o um resultado diferente (CALLEGARE, 2001; ARAJJ BRERETON, 1996).

Cofatores
® &
o Processo 5 §
F — —> g

Figura 12 — Definicdo dos fatores envolvidos
(Fonte: NIST / SEMATECH, 2011).

O micro-organismo pode ser modificado atravésdeitas de melhoramento de
cepas. Espécies encontradas na natureza normalmméie produzem grandes
guantidades de metabdlitos, e por isso muitas vézascessario melhorar essa
producdo para poder aplica-la em escala industti@vés da selecdo de variantes
naturais, quando tera exposicdo de micro-organismagentes mutagénicos, ou da

introduc&o de material genético recombinante.

2.6.1 Método de Plackett-Burman (PB)

Os delineamentos experimentais de Plackett & Bar(RB) séo eficientes em
situacbes que envolvem uma grande quantidade dever a serem exploradas. Em
situacdes com até 8 variaveis independentes pon@geos planejamentos fracionarios
sdo bem capazes de resolver. Em experimentos gqoé/em um namero superior de
variaveis independentes, utiliza-se Plackett & Bamm(RODRIGUES e IEMMA,

2009). Esse método foi desenvolvido pelos pesgoisadPlackett e Burman em 1946.
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Esta técnica permite a avaliacdo de N-1 variawaidNeexperimentos. Esse valor de N
deve ser um mudltiplo de 4 (4, 8, 12, 16, 20, 24,328até 100).

Quando se comeca a trabalhar com um novo sistemaroblema comum a ser
resolvido € a determinacédo da influéncia de umamais variaveis sobre algumas
variaveis de interesse. Ou seja, deseja-se conben®r as respostas sao influenciadas
por diferentes fatores. Para fazer uma triagemainéos fatores é vantajoso comecar
pela execucdo de um planejamento fatorial incompletchamado fatorial fracionario
(BARROS NETOet al, 2001), ja que o numero de ensaios necessanasagxecucao
de um planejamento fatoriakkompleto aumenta rapidamente com k, o nimero detal
fatores investigados. O planejamento Plackett &nigur € um tipo de planejamento
fatorial fracionario que permite o teste de mudtipVariaveis independentes do processo
com apenas um numero pequeno de ensaios, em vegad@lanejamentos fatoriais
completos.

A Tabela 3 apresenta um exemplo litreral de umeyanento do tipo Plackett-
Burman para sete variaveis, de A até G em doisimivato (H) e baixo(L).
Normalmente, trés variaveis sédo suficientes para estimativa adequada do erro. No
entanto, podem ser utilizadas uma quantidade nsaiar nUmero de experimentos n&ao

for muito grande.

Tabela 3— Planejamento Plackett-Burman.

Ensaios Variaveis
A B C D E F G
1 H H H L H L L
2 L H H H L H L
3 L L H H H L H
4 H L L H H H L
5 L H L L H H H
6 H L H L L H H
7 H H L H L L H
8 L L L L L L L

H: nivel maior; L: nivel menor
Fonte: STANBURY, 1995.

Na Tabela 3 cada linha horizontal representa uperaxento e cada coluna
representa o nivel em que um unico fator se erecartr cada experimento. Para os
niveis de cada fator foi utilizada a denotacéo ka@dto e L para baixo, mas pode-se
também utilizar para a mesma finalidade +1 para alt1 para baixo. O intervalo

escolhido entre esses dois niveis deve ser suicnte grande para garantir que o
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ponto 6timo esteja dentro deste intervalo, mas-devier cuidado com variaveis muito
sensiveis, pois um intervalo muito grande podeaaaarar as outras variaveis.

Geralmente os planejamentos sdo aplicados emrsgguéxatamente na ordem
descrita na tabela dos ensaios. A aplicacédo seiglielos mesmos implica em obtencao
dos melhores resultados de uma para a execucaatrdo isto €, os melhores resultados
do planejamento do método Plackett & Burman sadcagis no método fatorial
fracionario e os melhores resultados deste séoaaipls no método de superficie de
resposta, gerando a validacéo ou ndo do método.

No trabalho de Costa (2010) foi utilizado um pjanmeento experimental do tipo
Plackett & Burman para avaliar os melhores nuteiem condicdes de operagéo para a
producdo de hidrogénio a partir da fermentacaolidergl bruto pelo lodo (consorcio
microbiano) obtido de uma estacdo de tratamentefllente. Neste planejamento
foram usadas oito variaveis, com 20 ensaios eetigéies no ponto central. A aplicacéao
do planejamento experimental permitiu a propos@@am modelo para trabalhar em
condicbes otimizadas de fermentacao, elevandodugéo de hidrogénio de 29,8 para
44,9 % mol de K

2.7 ESTUDO CINETICO

Modelos cinéticos sao ferramentas utilizadas nammayia, que podem auxiliar
na previsdo do crescimento microbiano a partir delhararia e controle da
fermentacdo. Muitos modelos néo estruturados, nal qu material celular é
representado por uma Unica variavel (massa cedularamero de células) de culturas
bacterianas sdo descritos na literatura, para elescio comportamento cinético do
processo (BORZANEt al, 2001; GUNZELet al, 1991). Porém na literatura néo foi
encontrado nenhum trabalho sobre o estudo cindéoarescimento celular e consumo
de substrato para a producdo do 1,3-PDO utilizamddlostridium acetobutylicum
ATCC 4259.

Alguns modelos cinéticos foram propostos para @escr os efeitos das
concentracdes do substrato sobre a taxa de cregoingd@ biomassa. O substrato
geralmente € um carboidrato que atua como fonteatleono e de energia para o
metabolismo do micro-organismo e producdo de bipostos, como o 1,3-
propanodiol. Entre os modelos existentes o modado Mbnod, (Equacdo 1) é

considerado um classico e tem sido largamente auid.
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O objetivo do estudo cinético de processos feratimos é quantificar a taxa de
crescimento celular, consumo de substrato, formdedorodutos e demais parametros
relacionados, além de avaliar a influéncia de éstaxternos como pH, temperatura,
inibidores, etc.

A complexidade da descricéo cinética que € redaexiapropriada depende das
situacdes fisicas e da aplicacdo pretendida. Ndmsgivel a formulacdo de um modelo
gue inclua todas as caracteristicas e detalhem@duO modelo deve ser formulado a
partir de algumas aproximacdes (STREMEL, 2001).

Como a concentragcdo microbiana aumenta durantecultivo descontinuo,
tendo como consequéncia a elevagdo da concentrdgdcomplexo enzimatico
responsavel pela transformacéo do substrato enuforoél mais conveniente analisar 0s
valores das velocidades instantaneas que estidoesespada nas Equacdo 1 e 2
(BORZANI et al, 2001).

dX
E?Ux [X (1)
ds
a:—/,[S X (2)

Na fase de crescimento denominada de logaritmicaexponencial onde a
velocidade especifica de crescimenjgx € pm) € constante e maxima. Nessas
circunstancias, a Equacdo 1 permite concluir queelacidade de crescimento €&

diretamente proporcional a concentragdo X, de acooch a Equacéo 3.

dX
—=u_ [X 3
el 3)
A equacdo de Monod interpreta a fase exponencalciéscimento e €
comumente empregada para explicar a relacdo entom@entracdo do substrato (S)
limitante no meio de cultivo, com a velocidade eéfgea (1x) de reproducdo do micro-

organismo, sendo expressa matematicamente pelg&mgda

(4)
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Sendop, a maxima taxa de crescimento celutag concentracdo do substrato
limitante eK a constante de Monod, que representa o valor ddratdno qual a taxa
especifica de crescimento € a metade do seu vakinm. Componentes presentes em
altas concentracbes no meio de cultura ndo afeignifisativamente a taxa de
crescimento celular segundo esse modelo, ou segguacao de Monod somente se
aplica para casos em que ndo ha presenca de mbide crescimento no meio de
cultura (BAlet al, 2008).

Como a concentracdo microbiana aumenta durantéieocdescontinuo, ha um
consumo de substrato, que é utilizado pelo metholimicrobiano para produzir o
produto. Dessa forma, € mais coerente analisaelasigades instantdneas de consumo
de substrato e formacdo do produto com relagdonéeotracdo microbiana, ou seja,
relacionado-as a um valor &eem um dado instante (BORZAMN! al, 2001), passando
a denominadas velocidades especificas de consusubdt&ato e formacéo de produto.

Para Neto (1999), o estudo cinético de um detemnifi@an6meno ou processo,
significa avaliar sua evolugdo no tempo, atravégjuintificacdo de certas grandezas
que definem adequadamente esta evolucdo. No casdegi@adacdo de material
organico, as grandezas medidas sdo: tempo, coac@&atrde micro-organismos
presentes, concentracdo de substrato que limitace$so e a concentracdo do produto
em que se possa estar interessado.

A cinética bioquimica de um determinado processosiste em estudar as
velocidades de crescimento dos micro-organismosnpaohadas da utilizacdo de
substrato e da formac&o de produtos. Foedstil (1999) relatam que as velocidades
devem ser expressas em termos matematicos por osaglet representem com clareza
a eficacia dos processos. O conhecimento de pa@sneinéticos é de extrema
importancia para modelagem de um processo biogajnmermitindo-se avaliar as
velocidades de utilizagdo de substrato, de formagiprodutos e de crescimento da
biomassa nas condi¢fes estabelecidas (ZAIAT e FORES97).

Barford e Hall (1978) citado por Dawson (1985) lmvam a modelagem
matematica do crescimento microbiano e concluiram @ modelo Monod ainda é o
melhor exemplo na formulacdo de um modelo matem@tca descrever o crescimento
microbiano. No entanto, € importante considerar gg& modelo se baseia em
premissas simples, e € importante reconhecer ksiigacdes inerentes ao modelo. O
modelo Monod relata o crescimento em um meio sisnme definido para a

concentracdo de um nutriente limitante, sob comdi@imbientais constantes. Também
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assume que 0s micro-organismos se desenvolvem @e nuameira uniforme (sob
condi¢des de crescimento balanceado). Nestas @i crescimento € descrito por
uma Unica variavel, um Unico passo de uma reacg@oesbtequiometria restrita, de tal
modo que o rendimento seja constante (DAWSON, 1985)

Se somente um substrato é limitante, a mudancardzntracdo deste é relevante
e a cinética de crescimento varia tipicamente niammaa hiperbdlica (BORZANEt al,
2001). A Figura 13 mostra o comportamento da vedbme especifica em funcdo da
concentracdo do substrato.

Mmax (h- )

“max

V2 llimay

Ks [S]

Figura 13 — Representacdo da velocidade
especifica em funcdo da concentracdo do
substrato (Fonte: BORZANdt al, 2001).

A baixa da constante de saturacdo implica numa rmdimacdo da fase
exponencial. Nesta fase, a taxa de crescimentopgopmional a concentracdo de células
X. Tomando como exemplo um cresciemnto microbiamo regime em batelada e que
obedece a cinética de Monod, a fase exponencia ped escrita pelas equacdes de
primeira ordem (Equagéao 5 e 6).

dX _u [SI[X
OR _Hn'ot 2 (5)
dt K +S
ds_ 1 dX

as__ 1 aX (6)
dt Yy dt
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Igualando as Equacdes 5 e 6 obtem-se a taxa demsonde substrato sem
considerar o produto formado como descrita pelaa&dm 7.

dS__ p,[SIX
dt  Y,s(K+S) 0

Os parametros do modelo cinético foram determisadpartir da integracdo das
Equacoes (5) e (7) e assim obtendo a Equacao 8.

X = Xo+Yys(S; —9) ®)
Substituindo a Equacao 8 em 7 obtem-se,

. K+S 1 dS = — Hm
S[Xo +Yys(S, - 9)]

dt 9
v (©)

Integrando a Equacéo 9 obtemos a equacéo da reta,

Z=aU+b (20)
Com
Iné
Z :_SO (11)
t
SEPREE
Ty, &Y (12)
U =
t
_ Xo +Y></sSo
a=1+ Y.K (13)
b - :um(xo +YX/SSO) (14)
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Os parametros do modelo foram estimados nos dagh@simentais e puderam
ser ajustados de acordo com a Equacao 10,Yggmicialmente determinado de acordo
com a Equacéo 15.

X - X
Yy = 0
S-S

(15)

Onde X e Xy representam as concentragbes final e inicial deméssa,
respectivamente € e S sdo as concentracdes inicial e final de glicerol,

respectivamente.
2.8 POLI(TEREFTALATO DE TRIMETILENO) — PTT

O 1,3-PDO é um composto quimico valioso que é gahmente utilizado na
sintese do poli(tereftalato de trimetileno) - PTdlappolimerizagdo com tereftalatos
(PAGLIARO et al, 2007). O PTT € produzido a partir da condensag@ice 1,3-
propanodiol e acido tereftalico (Figura 14). Em 3,98 Shell apresentou o polimero
Corterra®, denominacdo comercial do PTT, crianda wemanda pelo 1,3-PDO. O
PTT faz parte do grupo dos poliésteres como osngotis poli(etileno tereftalato) -
PET, produzido a partir do etileno glicol, e ao ifitieno tereftalato) - PBT,
produzido a partir do 1,4-butanodiol (CAMER@Nal, 1998).

n EIU-['_Q(I' - OH t n HO-CH,-CH, - CHs - OH
Il |
0 Cy

Acido tereftalico (AT) 1,3-propanodiol (1,3-PDO)

O-CH;-CH;-CH; - E]—L'@('
Il Il
0 8]

n

Poli(tereftalato de trimetileno) (PTT)

Figura 14 — Producao do poli(tereftalato de trimetileno)T-TPa partir da
reacdo entre o 4cido tereftalico (AT) e 1,3-propimiq1,3-PDO).
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As propriedades fisico-quimicas do PTT o tornampaiimero com melhores
propriedades do que polimeros produzidos a pagtil,@-propanodiol, butanodiol ou
etileno glicol (HIMMI et al, 1999), como o PBT e o PET. Uma caracteristica
diferencial que confere propriedades Unicas ao @ BTnumero impar de carbonos do
1,3-PDO (CAMERONet al, 1998), diferentemente do PET e do PBT que contém
namero par de carbonos. Por exemplo, o PTT apweeseethor resiliéncia, maior
facilidade de tingimento e melhores propriedadéstielas. Ainda, o PTT é resistente a
descoloracéao (lavagens sucessivas) e a cargacastabidendo ser utilizado em areas
tdo distintas como carpetes, vestuario, téxtil,mtglasticos de engenharia e
monofilamentos. Para aplica¢des na industria dei&ees, as caracteristicas que fazem
do PTT um polimero interessante incluem maciestieldade e colora¢do duradoura.
Como o PTT pode substituir o PET e o nylon em sliaersas aplicacfes, a Tabela 4

resume uma comparacao entre as propriedades @isdigsses polimeros.

Tabela 4 — Caracteristicas das resinas poli(tereftalato eliéeno), nylon e
poli(tereftalato de trimetileno).

PROPRIEDADES PET Nylon PTT
Elasticidade Razoavel Excelente Excelente
Tingimento Bom Ruim* Muito bom

Resisténcia a sujar/manchar Excelente Ruim Exaelent
Cargas estaticas Baixa Alta Baixa
Resisténcia a abrasao Excelente Excelente Excelente

*O nylon apresenta excelente tingimento, mas cormimero muito limitado de cores, ndo podendo ser
tingido com dispersdes mais elaboradas.
Fonte: SRI CONSULTING, 2000.

2.8.1 Produgéo comercial de PTT

A producdo comercial do PTT iniciou-se por voltal$#95 com as empresas
Shell e DuPont. Contudo, a capacidade de produgsidilttas de PTT ficou dependente
da disponibilidade do mondémero 1,3-PDO, tendo estavijue 0 outro mondémero, 0
acido tereftalico, ja era comercializado em gragsl@la a muitos anos.

A primeira planta produtora do poli(tereftalatomtetileno) - (Corterra®) em
escala comercial, com capacidade para produzi000%oneladas por ano, foi a Poly
Canada, localizada em Montreal e inaugurada em, 2004joint ventureentre a Shell
Chemicals Canada Ltd. e a Societé Générale de darmaant du Quebec. Esta empresa

encerrou suas atividades definitivamente em maed@d9, devido a reducdo de



51

demanda provocada pela crise econbmica mundial
(http://www.newswire.ca/en/releases/archive/Mar€®03/c5216.html acesso em
2012). No final de 2009, a Poly Canada foi adqaipdr um grupo portugués, visando
adaptar a fabrica para a producédo de PET tradiciona
(http://www.newswire.ca/en/releases/archive/Dece@(i#/09/c9468.htmlacesso em
2012. Apesar de inicialmente esta informacéo parecsfaderavel a indastria do 1,3-
PDO, é importante ressaltar que o 1,3-PDO produgala Shell, para a producéo do
Corterra®, utiliza o 6xido de etileno derivado detrpleo, o que encarece o0 produto
final. Deste modo, o desenvolvimento de vias fetateras para a obtencéo do 1,3-
PDO podera torna-lo mais competitivo em relacat,8d°DO derivado de fonte fossil.

A DuPont produz o PTT sob a denominacdo comer@abra®, em Decatur,
lllinois (EUA), utilizando o 1,3-PDO produzido argada fermentacdo de glicose de
milho (SAXENA et al, 2009) empregando d&scherichia coli recombinante.
Inicialmente a DuPont produzia 1,3-PDO a partihithatacdo da acroleina e a Shell a
partir da hidroformilacdo do 6xido de etileno (OEjnbora ambos 0s processos sejam
comerciais, a via OE gera um produto final mais petitivo (SRI CONSULTING,
2000).

Em 2006, a DuPont iniciou a producao de 1,3-progiehgor uma nova rota,
um bioprocesso utilizando um micro-organismo modidio geneticamente capaz de
converter acucar de milho no diol de interessed@@onhecido como Bio-PDO®. A
unidade de produgao do Bio-PDO® foi instalada emdom, uma cidade do estado
norte americano do Tennessee com capacidade de04tefeladas por ano. Em maio
de 2010, a DuPont anunciou a ampliacdo de suadsida Bio-PDO® em 35% da
producao, prevendo que em junho de 2011 a uniddidaaeoperando com a capacidade
almejada. A expanséao foi impulsionada pela fortmatela, segundo a DuPont. Seu
produto a base de milho é utilizado como um ingnet@ que é empregado desde
cosmeéticos até formulacdes de fluidos de perfuracgolimeros, incluindo o polimero
de fontes renovaveis Sorona DuPont. O Bio-PDO®néecoializado atraveés das marcas
Zemea® e Susterra® (ICIS GREEN CHEMICALS, 2010).

Em 2007, a DuPont comecou a fornecer para a Teatardls seu inovador
produto Zemea®, propanodiol produzido a partir @lgds renovaveis (Bio-PDO®). O
propanodiol Zemea® é um ingrediente produzido #rpade fontes 100% renovaveis, o
acucar derivado do milho (PRESS RELEASE, 2007).
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O propanodiol Susterra® € um glicol especial queenfe uma alternativa nao-
petrolifera para utilizagdes finais que desejampuoduto de base bioldgica, sem afetar
o desempenho ou qualidade. Susterra® pode ser esadplicagcdes como fluidos de
transferéncia de calor e como base para a refggerde motor, onde € importante
considerar a estabilidade ao longo de um interdmotemperaturas. Os beneficios
incluem: produto obtido a partir de fontes 100%ok&veis, baixa toxicidade e
biodegradabilidade para aplicacdes de degelo; exieelponto de congelamento para
aplicacbes de solucdo aquosa que exigem protecawacoongelamento; melhor
estabilidade térmica e menor corrosdo do que outoasulacbes a base de
propilenoglicol e etilenoglicol para aplicacées comnti-congelante, resultando em
maior durabilidade para os motores atuais de atempenho (DuPont Tate & Lyle
BioProducts). Em aplicacfes poliméricas, o propan@usterra® pode ser utilizado na
fabricacdo de resinas de poliéster e como prondasrligacdes cruzadas em cadeias
uretanicas. Sorona® e Cerenol® sdo dois produtosDdBont que utilizam as
propriedades Unicas do propanodiol Susterra®. Est@® sendo usados em uma ampla
variedade de segmentos como o0 automotivo, engentti polimeros, fibras e
revestimentos (http://www.duponttateandlyle.congsao em 2012).

O Sorona®, também chamado PTT ou 3GT, é o pokftsato de trimetileno),
proveniente da condensacado entre o 1,3-propan(BimPDO®) e o acido tereftalico
(TPA) ou dimetil tereftalato (DMT). O polimero Soe® foi criado pela DuPont e
comecou a ser comercializado em 2000 (DuPont).faooontém 37% em peso de
fontes renovéveis em sua composicao, ja o prodeter®I® € uma linha inovadora de
alto desempenho de polidis de fonte 100% renovaypdiéterdiois). E uma
substituicdo ideal para polidis derivados do petrée oferece uma infinidade de
vantagens em muitos setores e mercados, sem coeteraanfuncionalidade (DuPont).
Cerenol® pode ser usado para formulacbes de camwétifluidos funcionais,
revestimentos, tintas e elastdmeros de alto des#mpe
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Neste capitulo estdo descritos os procedimentosriexgntais realizados para
selecionar os micro-organismos e meios de ferm@&otapmo etapa preliminar do
estudo da fermentacdo do glicerol. Com base neslegd® realizou-se o estudo
completo da fermentagdo para quantificar biomass&aPDO produzido e glicerol
consumido, além da determinacdo da cinética decioresto para a linhagem que
apresentou maior biomassa.

Ainda cumprindo o objetivo deste trabalho, com «ailem do planejamento
experimental Palckett-Burman, foi avaliada a infici& dos constituintes do meio de
cultivo na conversédo do glicerol em 1,3-PDO, péladgem que apresentou melhor
resultado na producao.

A sintese para producdo do PTT também encontdeserita neste capitulo,
bem como a montagem do reator de polimerizacdoescrigdo das condigbes
operacionias do processo de sintese e as técriaa paracterizagdo do polimero.

3.1 PRODUCAO DO 1,3-PROPANODIOL

3.1.1 Reagentes

Os reagentes utilizados nos experimentos forarpPKil- Dinamica, KHPO, -
Dindmica, MgSQ.7H,0O - Dindmica, tioglicolato de sddio - Merck, Resaza - Vetec,
FeSQ.7H,0 - Dinamica, HCI - Dinamica, Zn&t Dinamica, MnCJ _.Dinamica, HBOs
— Vetec, CoGl2H,O — Dinamica, CuGl2H,O — Dinamica, NiG.6H,O — Synth,
NaM00O,4.H,O — Vetec, (NH),.7H,O — Dinamica, CaGIl2H,O — Dinamica, CaCo-
Dinamica, Glicerol — Quimex. Todos os reagentearfoutilizados sem qualquer tipo
de preparacéo.

O (dlicerol bruto utilizado foi gentiimente cedidoelp Laboratério de
Cromatografia Industrial (DEQ-UFPE) sendo provetdede uma planta piloto de

producao de biodiesel a partir de 6leo de sojatamoévia catalise basica.
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3.1.2 Equipamentos

Para o estudo da producao do 1,3-propanodiolgasrges equipamentos foram

utilizados:

1) Autoclave — Phoenix;

2) Banho térmico — Frigomix B;

3) Bomba a vacuo — Prismata;

4) Centrifuga 5403;

5) Chapa aquecedora — Novatécnica;

6) Conjunto para filtragdo em policarbonato 47 mm 4ipdre;
7) Cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) —REEEA/UNICAMP;
8) Espectrofotometro UV-Vis — Meter;

9) Estufa — Leec;

10) Forno de esterilizagéo;

11) Incubadora BOD BT 60 — Biothec.

3.1.3 Micro-organismos

A selecéo da linhagem partiu de um estudo prelinpaga avaliar em qual meio
de crescimento 0s micro-organismos apresentarianthomeadaptacdo, e como
consequéncia teria um bom crescimento. Esse e$tudwecessario, pois estdvamos
trabalhando com micro-organismos que nao perten@aweolecdo de culturas do
Laboratoério de Microbiologia Industrial (DEQ — UFRPE

No presente trabalho foram utilizadas as seguiimbagens:

1- Clostridium acetobutylicuPTCC 824, Fundacéo André Tosello,

2- Clostridium acetobutylicuPATCC 10132, Fundac&o André Tosello,

3- Clostridium acetobutyliculPATCC 4259, gentilmente cedido pelo Departamento
de Antibidticos - UFPE,

4- Clostridium butyricumDSMZ 10702, gentilmente cedido pelo Departamento de
Engenharia Quimica e Tecnologia do Meio Ambient&niversidade de Valladolid
(Espanha).
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3.1.3.1 Conservagao

Os micro-organismos foram conservados a 4°C apbe#& de crescimento em
tubos de penicilina contendo meio tioglicolato deis para as cepas ddostridium
acetobutylicume caldo Clostridial Reforcado para a ceplstridium butyricume

repicados mensalmente.

3.1.4 Meios de cultura

3.1.4.1 Manutengao e crescimento

Para a manutencéo e crescimento dos micro-orgasifomnam selecionados os
seguintes meios:
- tioglicolato de sodio — marca BD;
- caldo Clostridial Reforgado (RCM) — marca Himedia

Foram transferidos 80 mL dos meios para frascqsedeilina de 100 mL e em
seguida purgado com nitrogénio para a remocéao dotaixigénio, e assim se obter a
condicao de anaerobiose necesséria (Figura 13erieomente, os frascos de penicilina
foram autoclavados por 15 minutos a temperaturl26eC e pressao de latm (HIMMI
et al, 1999). ApGs a esterilizacdo, os meios de cufiivam inoculados com 10% v/v
da cultura do micro-organismo e, em seguida osdsafram colocados na incubadora
a 35C por 24 horas.

Figura 15— Preparacao dos meios de crescimento e cultivo.
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3.1.4.2In6culo

O indculo foi preparado em frascos de penicilind @@ mL contendo 80 mL de
meio de crescimento, descrito no item 3.1.4. Aadessterilizacdo, foram inoculados
com 10% v/v da cultura do micro-organismo e em isiegas frascos foram colocados
na incubadora a 36 por 24 horas.

3.1.4.3 Meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado para a producéo doR[B9 foi o mesmo utilizado
por GUNZELet al. (1991) e foi preparado de acordo com o descritdem 3.1.4.1.
Este meio foi modificado pela retirada do extratolevedura e concentracdes iniciais
de glicerol de 10, 30 e 60 g'l(Tabela 5).

Tabela 5— Meios de cultivo utilizados nos experimentos coitro-organismos.

Componente Meio 1 Meio 2 Meio 3

Glicerol (g.L'% 10,0 30,0 60,0
KoHPO, (g.L™Y) 1,0 1,0 1,0
KH2POy (g.L ™) 0,5 0,5 0,5
(NH4)2.7H0 (g.LY 5,0 5,0 5,0

CaCh.2H,0 (g.L'h) 0,02 0,02 0,02
Solucao elementos tracos (m)L 1,0 1,0 1,0
Solucéo de ferro (mL.E) 1,0 1,0 1,0
Solucéo resazurina 0,0025% (mL)L 4,0 4,0 4,0

3.1.5 Fermentacéo do glicerol

A fermentacdo em batelada utilizando o meio adopadGunzelkt al (1991),
sem controle de pH, foi realizada em frascos décji@a de 100 mL, com volume Uutil
80 mL do meio de cultivo adicionado de 0,09 mL deigido de tioglicolato de sédio,
para assegurar a total auséncia de oxigénio. Fartdimados 10% v/v do indculo
crescido nas condi¢cfes descritas no item 3.1.5sé&guida foi incubado a temperatura
de 35°C por 72 horas. As amostras foram retiradasnéervalos de 24 horas para

determinar a biomassa, formacao do 1,3-propanediactonsumo do glicerol.
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3.1.6 Cinética de crescimento microbiano

Os dados para a construcdo da cinética de crestcirfizam obtidos através das
amostras retiradas do meio fermentativo em intesvde 2 horas, onde se determinou o

aumento de biomassa e consumo de glicerol, duranteras de fermentacéao.

3.1.7 Planejamento experimental Plackett-Burman (PBpara a producgéo de 1,3-

propanodiol por Clostridium butyricum DSMZ 10702

Para avaliar a influéncia dos constituintes doondei cultivo na fermentacéo do
glicerol para a produc¢éo do 1,3-propanodiol, fdiazda a técnica do planejamento do
tipo Plackett-Burman, no qual foram realizados Xj2eeimentos e 3 repeticdes no ponto
central. Cada variavel foi representada em doisisivdenominada de alto nivel (+1),
baixo nivel (-1) e ponto central (0). Neste estimtam selecionadass oito variaveis:(X
glicerol, X;: extrato de levedura, X KoHPQ,, X4 KHPQu, Xs: FeSQ.7HO, Xe:
(NH4)2SOy, X7: C;H/NO, — PABA (acido para-aminobenzoico)s: XH inicial).

A Tabelas 6 apresenta as variaveis e 0s niveis, ao concentracdes de cada
uma, e a Tabela 7 apresenta a matriz do planejanegperimental. Na Tabela 6 cada
linha representa um experimento e cada colunagepta uma variavel independente
ou inerte. As variaveis com niveis maiores de 9%/cahfianca foram consideradas
significativas. Como resposta obteve-se a quardidked 1,3-propanodiol produzido, o
glicerol residual e biomassa formada em 72 hordemeentacdo que foram analisados
pelo software estatistico “Statistica 7.0” (Stasloit.).

Para se montar o planejamento foi feito um levaretdo bibliografico da
literatura para se obter as concentragcdes maximdgsimas dos nutrientes constituintes
do meio de cultivo (Tabela 6), além de resultadt@os nos trabalhos realizados pelo
grupo de pesquisa do Laboratério de Microbiologeduktrial (DEQ-UFPE),
FERREIRAet al (2010a e 2010b) e LACERDe al (2012).
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Tabela 6 — Niveis das variaveis utilizadas no Planejamentackel&-Burman para
avaliacao dos nutrientes e condi¢cfes de cultivoraducéo de 1,3-propanaodiol, glicerol
remanescente e biomassa da fermentagéo em batelada.

Baixo nivel Ponto central  Alto nivel

Parametros Simbolo 1) 0) (+1)
Glicerol (g.L?% X1 10 20 30
Extrato de levedura (g} X2 0 1,0 2,0
KHPO, (g.L™) X3 0,03 0,08 1,6
KH,PO, (g.L™) X4 0 0,25 0,5
FeSQ.7H,0 (g.LY Xs 0 0,25 0,5
(NH4)2S0y (g.L Y Xe 0,5 1,0 1,5
PABA (g.L'™% X7 0 0,004 0,008
pH inicial Xs 6,0 7,0 8,0

Tabela 7— Matriz do Planejamento experimental delineamétackett- Burman.
Ensaio X1 Xo X3 Xa X5 X6 X7 Xsg

1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 -1
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
5 (central) 0 0 0 0 0 0 0 0
6 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
7 1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
8 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
9 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1
10 (central) O 0 0 0 0 0 0 0
11 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
12 1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
13 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
14 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

15 (central) O 0 0 0 0 0 0 0

3.1.8 Tratamento dos dados experimentais

3.1.8.1 Fatores de conversao

O fator de conversaorys (Equacdo 16§le substrato em células relaciona o
crescimento celular, ou seja, aumento da biomassaubstrato consumido, indicando

guanto o micro-organismo esta utilizando do sutmsfrara seu crescimento.
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Yvs "o (16)

Onde:

X é a concentracao final de biomassa t.L
X, é a concentracao inicial de biomassa {.L
Sé a concentracao final de glicerol ()L

S é a concentracdo inicial de glicerol (g)L

O fator de conversaorg,9 (Equacdo 17§le substrato em produto relaciona a
producédo do 1,3-PDO ao substrato consumido paeafiesdidade, indicando quanto o

micro-organismo esté utilizando o substrato pgyeoducéo do produto.

Yos = : (17)

Onde:

P é a concentracéo final de 1,3-propanodiol {.L
P, é a concentracéo inicial de 1,3-propanodiol (i, L
Sé a concentracao final de glicerol ()L

S é a concentracao inicial de glicerol (g)L
3.1.9 Métodos analiticos
3.1.9.1 Andlise do glicerol bruto

Para analise do glicerol bruto foi utilizada aniéa de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) realizada no Laboratorio @romatografia Industrial do
Departamento de Engenharia Quimica da UFPE. A roktgd adotada foi
desenvolvida pelo préprio laboratério utilizandor8@ de amostra adicionadas em 2,5
mL de agua destilada e filtradas com filtro deovéid,25 um. O equipamento utilizado
€ da marca Gilson modelo 305; detector de indiceeftacdo modelo CG 410-B e as
condicOes de trabalho foram: fase mével acetaomitrdigua deionizada 75:25 (v/v) com

fluxo de 1 mL/min., fase estacionaria: Prevail @#mmrate ES (250 mm de
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comprimento, 4,2 mm de diametro e 5 um de tamamhpadticula), em temperatura
ambiente. Foi empregada uma valvula de injecdo alamarca Rheodyne, com um

volume de amostra de 20 mL e o tempo de anali§endi@utos.

3.1.9.2 Curva de calibracdo de biomassa

As curvas de calibracdo de biomassa das linha@ksridium acetobutylicum
ATCC 4259, Clostridium acetobutylicumATCC 824, Clostridium acetobutylicum
ATCC 10132 eClostridium butyricumDSMZ 10702 foram construidas para avaliar a
massa celular do micro-organismo durante o sewianesto. A curva de calibragdo foi
obtida preparando-se uma suspenséo celular emasadadina (dgua destilada com 0,9
% m/V de NaCl em agua destilada. Desta suspensitourse amostra (5 mL), que foi
filtrada em membranas de acetato de celulose (@@Pe seca em estufa a°@0até
peso constante e, em seguida, pesada. Da mesnmensaspforam feitas diferentes
diluicbes de modo a se obter concentragbes cetuldistintas e, entdo, mediu-se a
absorbancia em espectrofotbmetro no comprimentonda de 640 nm, obtendo-se a
curva de peso seco. Assim relacionou-se a concéotrda massa celular com a

densidade Gtica e obteve-se a curva padrao de ssama

3.1.9.3 Determinacao da biomassa

Amostras de 10 mL do mosto fermentado foram wkdsae filtradas em
membranas de acetato de celulose (0,22 um). A lseenfpi determinada através de
medidas de densidade 6ptica a 640 nm e esses v&tween convertidos para g-L

utilizando-se o fator de converséo obtido pelasaside calibracdo de biomassa.

3.1.9.4 Identificacéo e quantificacao do 1,3-PDG@lieerol por CLAE

Para identificacdo e quantificacdo do 1,3-PDO faon& glicerol residual
obtidos pela fermentacédo foi utilizada a técnica cdematografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). As analises foram realizadasbaboratorio de Bioprocessos (LEB
— UNICAMP) nas seguintes condi¢des de trabalhaurmHPX-87H, fase mével &cido
sulfurico 0,5mM, temperatura da coluna 50°C, flubeo6 mL/min, tempo de corrida de
20 minutos (BIEBLet al, 1992; CHATZIFRAGKOUet al, 2011; GONZALEZ-
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PAJUELOet al, 2005a; GONZALEZ-PAJUEL@t al, 2005b, GUNGORMUSLERt
al., 2010; GUNZELet al, 1991). As concentracdes foram determinadas caunmxdio
da curva de calibracdo construida a partir da &olpadrédo de 1,3-propanodiol (Fluka)
e glicerol (Merck) na faixa de concentracdo de-@,® mg/L. A aquisicdo e analise dos

dados foram realizados utilizando o software Millem (Varian).

3.2 PRODUCAO DO POLI(TEREFTALATO DE TRIMETILENO)RTT

3.2.1Reagentes

Os reagentes utilizados nas reac¢des foram o 1gpoaliol P.A., marca Fluka,

o acido tereftalico e tribxido de antiménio forraas pela Terphane.

3.2.2 Reator de polimerizagéo

A reacao de polimerizacdo foi realizada em um miateeacional desenvolvido
pelo Laboratério de Materiais Poliméricos e Camaxaedo (LMPC/DEQ) constituido
de reator de vidro de 2L conectado ao sistema deoyam condensador e um coletor.
O reator foi aquecido por uma manta elétrica cauecta um controlador de
temperatura. A Figura 16 apresenta o sistema maciotilizado na sintese do

poli(tereftalato de trimetileno) - (PTT).
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Figura 16 — Unidade experimental utilizada na sintese do poé{talato de
trimetileno) — PTT (1- Coletor, 2 - Condensador; Entrada de nitrogénio, 4 -
Agitador, 5 - Termopar, 6 - Reator, 7 - Manta agueato, 8 -Trapp, 9 - Controlador
de temperatura e pressao, 10 - Bomba de vacuo).

O reator apresenta na sua parte superior um poata glimentacdo de
nitrogénio, um poco para instalagdo de um termapar permite 0 acompanhamento do
perfil de temperatura da reagdo. O sistema tambéotado de uma abertura para
introduzir a haste de agitacdo do tipo ancora, éueovida por um motor de rotacao
variavel.

O condensador esta conectado ao reator e ao cdetoondensado, estando
posicionado de forma inclinada entre esses doigaoentos para tornar possivel a
exaustdo do condensado liquido por gravidade. @erwador é circundado por uma
camisa de resfriamento, por onde circula agua pdetura ambiente.

O coletor de condensado possui volume aproximad@Qfe mL e permite
guantificar o subproduto @) da reagdo e assim controlar a reagdo. Tambémfor
instalados untrapp (para remocéo de condensados volateis) e uma bdenbacuo da
marca Dos Vac. Qrapp € resfriado com agua para evitar a passagem demsadb
para a bomba.
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3.2.3 Policondensacéao do poli(tereftalato de trimig¢no) — PTT

As polimerizac¢des foram realizadas no sistema @eatidescrito anteriormente
(Figura 16) em regime de batelada simples. As c@edi reacionais foram mantidas
constantes para todas as reacoes, a fim de gasargprodutibilidade da metodologia
adotada nesse trabalho.

A Tabela 8 apresenta resumidamente as condicOoecop®ais aplicadas

durante a polimerizacdo do PTT realizada em regieneatelada.

Tabela8 — Condi¢gbes operacionais aplicadas nas reacgeslideerizacdo do PTT.

Etapa 1 Etapa 2
Temperatura®C) 245 265
Pressédo (mmHg) 120 120
Agitacéo (rpm) 90 90
Tempo (minutos) 165 240

O processo de sintese do PTT foi dividido em dtegsas. Na primeira etapa foi
adicionado ao reator o acido tereftalico (AT) e,8-gdropanodiol (1,3-PDO) na razdo
molar de AT/1,3-PDO = 1/2,2 e acrescentou-se 120dmgatalisador trioxido de
antiménio (SkO3) no inicio da reacdo. Para uma perfeita homogegéw, foi
necessario agitagdo mecéanica constante. O fluxata®énio no sistema foi mantido
constante durante 60 minutos no inicio da reacai@ garantir que a reacao ocorresse
sob atmosfera inerte, com o objetivo de evitar agggao e oxidacdo do polimero.

Na segunda etapa da polimerizacdo, a temperaturaldeada de 245 para
265°C, e a pressdo mantida constante, com o objetiv@ ganter a evaporacdo dos
reagentes e dos oligdmeros de menor massa maar,c& remover a agua, subproduto
da reacédo, deslocando o equilibrio no sentido @scanento da cadeia polimérica.
Nesta etapa , e também ocorrre a retirada do 13-pesente em excesso na reacao.
Admitiu-se que a reagdo de policondensacao estamaizhda quando ndo se
observavou mais a remocdo de quantidade signifecate condensado. As reacdes

envolvidas durante a sintese do PTT estdo aprelsesma Figura 17.
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Etapa 1. Esterificacéo
-H,0
HO——C C—O0H , HOCHyCHyCHyOH ————  »  OLIGOMEROS
‘ ‘ ‘ ‘ catalisador
0 0 1,3-propanodiol
(1,3-PDO)
Acido tereftalico
(AT)
Etapa 2: Policondensacéo
- H,0
Vacuo
OL IGOMEROS > OCH2CHoCHy0——C C
catalisador ‘ ‘ n
260°C H
0 0
Poli(tereftalato de trimetileno)
(PTT)
Figura 17 — ReaclOes que representam o0 processo de obtencadTdo

(KARAYANNIDIS et al, 2003).

3.2.4 Técnicas de Caracterizagdo do PTT

O polimero obtido a partir de polimerizacdes entelada realizadas foi
caracterizado por algumas analises, com o objetigoverificar a formacdo do
poli(tereftalato de trimetileno).

3.2.4.1 Espectroscopia de Infravermelho por Tramséwla de Fourier (FTIR)

O polimero produzido foi analisado por FTIR com lgetivo de verificar a
composicao quimica das cadeias poliméricas dogtefiéNas analises, foi utilizado um
um espectrébmetro Spectrum 400, Marca Perkin Elroer €ransformada de Fourier
com uso do acessorio de reflectancia total atenfbdaIR). As andlises foram
realizadas em condicbes ambientes, com a amostréorena de po, em modo de

transmitancia na faixa de nimero de onda de 5000 4ni'.
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3.2.4.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas com o objetieo determinar as
caracteristicas térmicas do poli(tereftalato dmdtileno). A técnica de DSC mede,
através de uma programacao controlada de tempei@guecimento ou resfriamento),
a energia envolvida na transformacao do materigisato, tendo como referéncia um
material termicamente inerte. As andlises de DS@nforealizadas no equipamento
modeloDifferential Scanning Calorimeter Pyr& da marca Perkin Elntempertencente
ao Laboratorio de Polimeros e Nanocompositos (PINCIDepartamento de Fisica da
UFPE. Para a realizacdo das analises, as amosteas pulverizadas e 10 mg foram
analisados em cadinhos de aluminio fechados. Cefaténcia, utilizou-se um cadinho
de aluminio vazio. Os termogramas foram obtidosefpundo ciclo de agquecimento e
resfriamento na faixa de temperatura de 0-300°@ndesse taxa de aquecimento

constante de 10°C/min sob atmosfera de nitrogénio.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 SELE(;AO DAS LINHAGENS DElostridium

Os micro-organismosClostridium butyricum DSMZ 10702, Clostridium
acetobutylicumATCC 4259, ATCC 824, ATCC 10132 e foram inoculasms dois
meios de crescimento, tioglicolato de sédio e R@dacordo com o item 3.1.4.1, para
verificar em qual apresentou melhores resultades paumento de biomassa. O meio
de tioglicolato de sddio foi o qual as linhag&hestridium acetobutylicuPATCC 824,
ATCC 4259, ATCC 10132 se adaptaram melhor e apen@stridium butyricum
DSMZ 10702 cresceu melhor no meio RCM.

O crescimento dos micro-organismos pode ser obdergartir da turvagéo do
meio apos 24 horas de fermentacdo do glicerol ¢a#o apresenta a Figura 18.

(A)
C. butyricum C. acetobutylicum C. acetobutylicum C. acetobutylicum
DSMZ 1072 ATCC 4259 ATCC 824 ATCC 10132

Controle

(B) C. butyricum C. acetobutylicum C. acetobutylicum C. acetobutylicum

Controle
DSMZ 1072 ATCC 4259 ATCC 824 ATCC 10132

Figura 18 — Crescimento das linhagens @éostridium (A) em meio tioglicolato de
sédio e (B) em RCM.

A partir dos resultados avaliados pela turvacaoném de cultivo (Figura 18)

foi definido o meio de crescimento adequado que&aso foi o tioglicolato de sédio
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para as linhagens d€lostridium acetobutylicumATCC 824, ATCC 4259, ATCC
10132 e o0 meio RCM para ©Glostridium butyricumDSMZ 10702 para 0s ensaios
posteriores.

4.2 CURVA DE CALIBRACAO PARA AVALIAR O CRESCIMENTOCELULAR
DOS MICRO-ORGANISMOS

Foram construidas as curvas de calibragdo para w@$0-0rganismos
Clostridium acetobutylicumATCC 4259, Clostridium acetobutylicumATCC 824,
Clostridium acetobutylicumATCC 10132 eClostridium butyricumDSMZ 10702
conforme a metodologia descrita no item 3.1.4.1stdceapresentadas na Figura 33
contida no Apéndice. A equacdo de cada reta olntidstra a relacdo direta entre a
leitura dtica (absorbancia) e a concentracao dedssa.

As amostras foram retiradas a cada 2 horas dugdnteras de fermentacéo e
filtradas em membranas de acetato de celulose (0/2ZEm seguida foi feita a leitura
da absorbancia utilizando o espectrofotbmetro emassorrelacionada com a
concentracdo celular. A partir das curvas de ajéw de cada micro-organismo foi
possivel acompanhar o perfil do crescimento de aauadeles nos ensaios de
fermentacdo em que foram utilizados para a proddgéb,3-propanodiol, utilizando o
glicerol P.A. como principal fonte de carbono, eims poder definir as fases de
crescimento dos micro-organismos e sua relacatadican a producéo do 1,3-PDO.

4.3 FERMENTACAO DO GLICEROL P.A.

4.3.1Clostridium acetobutylicum ATCC 4259

A Figura 19 apresenta o crescimento celular, consgenglicerol e producéo de
1,3-PDO nas fermentagdes em batelada Coostridium acetobutylicunATCC 4259
realizadas nos Meios de cultivo 1, 2 e 3 com canae#o inicial de 10,0, 30,0 e 60,0

g.L™ glicerol, respectivamente, como descrito no itetn432.
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Figura 19 — Crescimento celular, consumo de glicerol e produt@dl,3-PDO pelo
Clostridium acetobutylicuPATCC 4259 no (A) Meio 1, (B) Meio 2 e (C) Meio 3.
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Analisando a Figura 19 pode-se observar que ol gixftcurvas de producéo do
1,3-PDO é similar ao perfil da curva de crescimet@obiomassa até 48 horas de
fermentacdo, indicando que a producdo de 1,3-PDdretamente relacionada ao
crescimento do micro-organismo (SAXENAal, 2009).

Através da Figura 19A os parametros como, cres¢oneslular, consumo de
glicerol e producéo de 1,3-propanodiol, foram adds para a fermentacéo do glicerol
P.A. pelo micro-organism@lostridium acetobutylicuP@TCC 4259 no meio de cultivo
contendo 10,0 g:t de substrato. Foi possivel verificar que o miamgaaismo estudado
consumiu em torno de 99% do glicerol P.A. presermemeio durante 72 horas de
fermentagao. Ainda analisando a Figura 19A a cdnagdo celular obtida foi de 1,04
g.L™" e foi produzido 3,17 g:tde 1,3-propanodiol.

A Figura 19B apresenta os resultados da fermentdea80,0 g.[* do glicerol
P.A. pelo micro-organisme&lostridium acetobutylicunMATCC 4259. O consumo de
glicerol foi de 76%, biomassa aumentou para 1,4 g.ocorreu a producéo de 3,47g.L
'de 1,3-PDO.

Analisando a fermentacéo contendo 60,0%gde glicerol P.A. inicial o micro-
organismoClostridium acetobutylicunATCC 4259 foi capaz de consumir 60% do
substrato. A Figura 19C apresenta o crescimenttacale 1,34 g.tte 4,0 g.L* de 1,3-
PDO produzido.

Na literatura sdo poucos os trabalhos utilizaBGtitstridium acetobutylicurpara
a producao de 1,3-PDO. Esse micro-organismo é camignestudado para a producao
de acetona, butanol e etanol e na ultima décad@mlesido adaptado para a producao
de 1,3-PDO quando modificados geneticamente (GONEZAPAJUELOet al, 2005a;
2005b; 2006). Essa modificacdo ocorre quando seioadi genes ddClostridium
butyricum que é um produtor natural de 1,3-PDO, a linhagdmClostridium
acetobutylicum(DROZDZYNSKA et al, 2011, SAXENAet al, 2009). Gonzalez-
Pajueloet al (2005a) em seu trabalho utlizaram 10,0%gde glicerol P.A. inicial numa
fermentacdo continua com o0 micro-organism@lostridium acetobutylicum
DG1(pSPD5). A concentracdo de 1,3-PDO obtida f6D5y.L* e 0,62 mol.met de
rendimento de converséao de glicerol em 1,3-PDO @imoBas de fermentacéo continua.

Na fermentacgdo utilizando Glostridium acetobutylicumMATCC 4259 a maior
producéio de 1,3-PDO foi 3,17 @.le rendimento de 24% em 72 horas de fermentac&o
Estes resultados foram obtidos quando se utilizoe@or concentracdo de glicerol P.A.

que foi 10 g.[}, o que concorda com os resultados obtidos por &enPajuelet al
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(2005a) que alcancaram os melhores resultados qu@ablalhou com 10 gt de
glicerol em 36 horas de fermentacéao.

A Tabela 9 apresenta os fatores de conversdo dergliem biomassa e de
glicerol em 1,3-PDO obtidos para as fermentacOesante 72h de cultivo, com
Clostridium acetobutylicurATCC 4259n0s meios de cultivo 1, 2 e 3. A fermentacao
gue apresentou melhor rendimento na converséao ider@l em 1,3-PDO foi a que
utilizou a menor concentrac&o inicial de glicefd, g.L'* (meio 1) resultando em 24%
de conversdo. As outras fermentacdes com os meiosltivo contendo 30 gt(meio
2) e 60 g.[* (meio 3) de glicerol apresentaram resultados enotde 5%.

Esses resultados indicam q@ostridium acetobutylicumATCC 4259 nas
condicbes do processo adotadas tenha sofrido &mbpgelo substrato, ou seja, na
quantidade acima de 10 ¢lo micro-organismo tem dificuldade em metabolizar o
substrato gerando uma quantidade maior de glicerahnecente, comprometendo a
producao do 1,3-PDO.

Tabela 9 — Rendimentos da fermentacdo do glicerol P.A. péltstridium
acetobutylicumATCC 4259 nos meios de cultivo 1, 2 e 3.

Meio de cultivo

Fermentacéo 1 2 3
(horas) Yxs Ypis® Yxs Ypis® Yxs Ypis®
0 0 0 0 0 0 0
24 0,211 0,107 0,149 0,047 0,118 0,038
48 0,294 0,110 0,203 0,050 0,201 0,044
72 0,305 0,240 0,246 0,055 0,214 0,058

2Rendimento de biomass¥)(por glicerol § consumido em mol.mol
® Rendimento de 1,3-propanodi®)(por glicerol § consumido em mol.mdl

Papanikolaowet al (2000) estudaram a producéo do 1,3-PDO por umhadiem
isolada deClostridium butyricume alcancaram a melhor producédo de 1,3-PDO, & part
do glicerol P.A.em um processo continuo. Os regafidicaram entre 31 — 48 ¢ em
26 horas de fermentacdo. Em outro estudo, alterangimcesso de fermentacdo para
batelada alimentada, 0 méximo de 1,3-PDO produzidiou entre 41 — 46 glem 42
horas de processo.

Gonzalez-Pajuelet al (2005b) comparando uma espécie naturalldstridium
butyricumVPI 3266 com outra modificada geneticamef@i®stridium acetobutylicum
DG1(pSPD5), contendo genes para a producdo doOCB-Bbservaram que em 47
horas de fermentagéo em batelada alimentada, antegificada alcancou rendimento



71

de 0,62 mol.mét de 1,3-PDO por glicerol e a cepa natural 0,69 muil‘rde 1,3-PDO
por glicerol.

Neste trabalho o melhor rendimento alcangcado pam@d@ucao do 1,3-PDO foi
24% de conversédo e praticamente nao restando ajlipegsente no meio de cultivo.
Quando comparado este resultado com o de Gonzajeel®et al. (2005b) verifica-se
o rendimento foi inferior, provavelmente as condgdadotadas na fermentacéo,

fermentacao continua, controle de pH, tenham inflizelo para o melhor rendimento.
4.3.1.1 Cinética de crescimento do Clostridium alsetylicum ATCC 4259

As culturas em batelada dolostridium acetobutylicumATCC 4259 foram
realizadas utilizando como fonte de carbono o giide.A. O crescimento microbiano e
a producdo de 1,3-PDO foram acompanhados nas fexpd&s onde se usou tres
concntracdes diferentes de glicerol, 10, 30 e 60",gcom o objetivo de avaliar qual
apresentaria melhor rendimento, com apresentaéiogoea 19.

O consumo de glicerol foi em torno de 99% (Figh®), indicando que o
micro-organismo foi capaz de consumir o substratguanto que a producéo de 1,3-
PDO correspondente 3,17 . $ = 10 g.L. O rendimento de conversao foi de 0,240
mol.mol* e rendimento de converséo de biomassa foi de Gy@0%nol*, em 72 horas
(Tabela 9).

Para determinar os parametros cinéticos para atragde do modelo
apresentados na Tabela 10 foram selecionados & gast dados da fermentacdo
utilizando 10 g.[* de glicerol, pois apresentou o melhor resultada paproducédo de
1,3-PDO e biomassa, tal como mostrado na Figurael®& Tabela 9.

Os parametros do model&s e un foram estimados e aplicados nos dados
experimentais utilizando as Equagbes 10 a 15. Todagsultados estdo apresentados
na Tabela 10, com coeficiente de correlacdo paieerol e biomassa igual a 0,998.
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Tabela 10— Parametros cinéticos da fermentacdo em batelada
do glicerol peldClostridium acetobutylicumPATCC 4259.

Parametros Valores
S (g.Lh 10,00
Xo(g.L™h) 0,0516

Y xss (mol.mor™) 0,305
Hmax(h™) 0,024

Ks (gL 0,011

r° 0,998

S: Concentracao inicial de glicerol.

Xo: Concentracéo inicial de biomassa.

Yy Conversdo de glicerol em biomassa

Mmax Velocidade maxima do crescimento celular.
K: Constante de saturacéo de Monod.

r’ Coeficiente de correlagéo.

A Figura 20 apresenta os valores de biomassa ergllicalculados a partir das
Equacbes obtidas pelo modelo de Monod e os dadusimentais, indicando que o
modelo se adapta as condi¢fes utilizadas na feaggmido glicerol pel€lostridium
acetobutylicumATCC 4259. Como mostra a Figura 19, o crescimemtyobiano foi
suficiente, e acompanhado pelo consumo do substrato

A cinética de crescimento d@lostridium acetobutylicumATCC 4259 em
glicerol (Figura 19) revelou que a fase lag foi émno de 10 horas, e né&o foi
acompanhada pelo consumo do substrato. Em seguigdagescimento celular com
producao simultdnea de metabdlitos ocorreu. A vdéale especifica maximan(s,) do
Clostridium acetobutylicuPATCC 4259, a partir dos dados experimentais, éo0@d24
h.
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Figura 20 — Comparacéo entre os valores de biomassa e djlicer
calculados pelo modelo de Monod (linhas sélidas) dados
experimentais (simbolos) para a fermentacdo dergligpelo micro-
organismaClostridium acetobutylicuPATCC 4259.

Papanikolau e Aggelis (2003) propuseram o model@antois na fermentacao
em batelada do glicerol bruto (90 g)Lpelo Clostridium butyricumF2b nas seguintes
condicbes de cultivo, crescimento em *“flasks”, phicial de 7 e temperatura de
incubacdo de 38. Os valores encontrados fg a partir do modelo de Contois foi
0,527 hil.

Neste trabalho a utilizagcdo do modelo de Monodsam®u bastante adequado
as condicOes de fermentacdo adotadas, sendo qlaelos experimentais se ajustaram
bem ao modelo proposto (Figura 20). Essa respe$baca a interpretacdo de que a
concentracéo de 10 g'lde glicerol utilizado na fermentacdo ndo apreseiriibicéo

em relacéo ao crescimento do micro-organismo.
4.3.2Clostridium acetobutylicum ATCC 824
Os dados da fermentacdo do glicerol P.A. pElostridium acetobutylicum

ATCC 824 para a producéo do 1,3-propanodiol nosodéi 2 e 3 estdo apresentados
na Figura 21.
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Figura 21 — Crescimento celular, consumo de glicerol e produt@dl,3-PDO pelo
Clostridium acetobutylicumPATCC 824 no (A) Meio 1, (B) Meio 2 e (C) Meio 3.
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A Figura 21A apresenta o crescimento celular, cmasde glicerol e producéo
de 1,3-propanodiol em funcdo do tempo para o nocganismo Clostridium
acetobutylicumATCC 824 no meio de cultivo 1. Nessa fermentacé&uavo-organismo
foi capaz de consumir 34% do glicerol P.A. presembe meio apdés 72 horas de
fermentacdo, obtendo a concentracdo celular de 6,83 e 0,42 g.r' de 1,3-
propanodiol.

A fermentacéo realizada no meio de cultivo 2 co8lastridium acetobutylicum
ATCC 824 apresentou um consumo menor de glicerd €.crescimento maior de
biomassa, quando comparado com os resultados @oImAi Figura 21B mostra que o
glicerol foi consumido 31,14%, a biomassa para %,¥50,89 g.[! de 1,3-PDO foi
produzido.

No cultivo utilizando o meio 3 (Figura 21C) houve wonsumo de 44,5% do
glicerol pelo micro-organismoClostridium acetobutylicumATCC 824, obtendo
crescimento celular de 1,12 g.& 0,39 g.C* de 1,3-PDO produzido.

A Tabela 11 apresenta os fatores de conversao iderajl em biomassa e
glicerol em 1,3-PDO para €lostridium acetobutylicumATCC 824 em meios de

cultivo com diferentes concentracées de glicei®),3D e 60 g.L.

Tabela 11 — Rendimentos da fermentacdo do glicerol P.A. p@imstridium
acetobutylicumATCC 824 nos meios de cultivo 1, 2 e 3.

Meio de cultivo

Fermentacéo 1 2 3
(horas) Yxs Ypis® Yxs Ypis® Yxs Ypis®
0 0 0 0 0 0 0
24 0,075 0,098 0,128 0,027 0,092 0,028
48 0,139 0,124 0,164 0,052 0,113 0,033
72 0,210 0,153 0,192 0,089 0,125 0,067

2Rendimento de biomass¥)(por glicerol § consumido em mol.mol
® Rendimento de 1,3-propanodi®)(por glicerol § consumido em mol.mdl

Analisando a Figura 21 e a Tabela 11 observa-seaquaior producéo de 1,3-
PDO ocorreu no meio de cultivo contendo a conceéitranicial 10 g.[* de glicerol
P.A. em 72 horas de fermentacdo com conversaoickraglem 1,3-PDO de 15,3%.
Neste mesmo meio de cultivo obteve-se a maior gé&mde biomassa por consumo de
glicerol, 21%. Estes resultados apresentam congoi@acom os obtidos pelo

Clostridium acetobutylicuPTCC 4259, pois as duas linhagens conseguiramuooins
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em maior quantidade o glicerol quando este estsepte em menor concentracdo no

meio de cultivo.

4.3.3Clostridium butyricum DSMZ 10702

A Figura 22 mostra os perfis cinéticos de biomapsagucdo e consumo de
glicerol para amicro-organismdClostridium butyricunDSMZ 10702.

A fermentacdo do glicerol P.A. pelGlostridium butyricumDSMZ 10702
apresentou caracteristicas semelhantes as ferrdeataqitilizando o<Clostridium
acetobutylicumATCC 4259 eClostridium acetobutylicuPATCC 824, pois em todos 0s
processos 0 melhor resultado para a bioconversgbagwol em 1,3-PDO foi quando se

utilizou a menor concentracéo inicial de glicefdl,g.L™.



77

(A)
—+—glicerol —#—13-PDO —&—biomassa —
—
— o
- 0
-

: Q
o o
[ %
O —
O ©

£
o
m
0,00 | | + 0,00
0 24 48 72
Tempo (horas)
(B) 30,00 6,00
4 —+—glicerol —=—1,3-PDO —+—biomassa =
25,00 + 9

o @)

", 20,00 A - 4,00 A

o o
— _ ™

s 1500 -

(O] -
2 10,00 200 8
O <

5,00 e
o
0,00 # * . 0,00 =
0 24 48 72
Tempo (horas)
(C) 60,00

—+—glicerol —®—13-PDO —*—biomassa )
50,00 -
— o
40,00 @)
E &
S 30,00 o
o —
S 20,00 @
° £
10,00 5
M

0,00 T . 0,00

0 24 48 72
Tempo (horas)

Figura 22 — Crescimento celular, consumo de glicerol e produt@dl,3-PDO pelo
micro-organismdaClostridium butyricunDSMZ 10702 no (A) Meio 1, (B) Meio 2 e (C)
Meio 3.
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Na fermentacdo contendo a concentracdo iniciallidergl de 10 g.* (Figura
22A) os resultados apresentaram quelastridium butyricumDSMZ 10702 foi capaz
de consumir quase todo o glicerol, restando enotdem1,0 g.[*. A producéo de 1,3-
PDO e biomassa foi 4,5 g'le 1,6 g.L*, respectivamente.

Na Figura 22B estdo apresentados os resultadogrdeeritacdo contendo a
concentracéo inicial de 30 gtlde glicerol. O micro-organismo produziu 5,3 gdle
1,3-PDO e 1,3 gt de biomassa, permanecendo ainda no meio de c8l/g.L'* de
glicerol. J& na fermentacdo contendo 60gde glicerol P.A. com o micro-organismo
Clostridium butyricumDSMZ 10702, apresentada na Figura 22C, este fuazae
produzir 5,3 g.! de 1,3-PDO, 1,5 g:L.de biomassa, e o micro-organismo consumiu
55% do glicerol.

Diante dos resultados foi possivel avaliar que @dygdo de 1,3-PDO pelo
Clostridium butyricumDSMZ 10702 ficou entre 4,5 — 5,3 ¢ b biomassa em torno de
1,5 g.L*. Apesar da producdo de 1,3-PDO ter sido praticten@mesma para as trés
concentracdes de glicerol utilizadas (10, 30 e &0' § o fator mais importante a ser
analisado é a capacidade de conversado do glicerd!,8-PDO pelo micro-organismo.
Das fermentacées realizadas, a que utilizou a coraggio de 10 g:tde glicerol foi a
que apresentou melhor rendimento, 54,4% (Tabel@d2gja, nas condi¢cbes utilizadas
quando se aumentou a concentracdo de glicerol de.lI§ o micro-organismo
Clostridium butyricumDSMZ 10702 teve o crescimento celular limitado amo

consequéncia a producéao de 1,3-PDO ficou comprdmeti

Tabela 12— Rendimentos da fermentacéo do glicerol P.A. @astridium butyricum
DSMZ 10702 nos meios de cultivo 1, 2 e 3.

Meio de cultivo

Fermentacéo 1 2 3
(horas) Yxs Ypis® Yxs Ypis® Yxs Ypis®
0 0 0 0 0 0 0
24 0,039 0,546 0,029 0,224 0,043 0,192
48 0,057 0,481 0,049 0,144 0,064 0,246
72 0,443 0,544 0,610 0,299 0,400 0,294

2Rendimento de biomass¥)(por glicerol § consumido em mol.mdl
® Rendimento de 1,3-propanodil)(por glicerol § consumido em mol.mdl

Pinto (2009) em seu trabalho utiliz@lostridium butyricumDSMZ 10702 na

fermentacdo com 30 g'Lde glicerol P.A. aproximadamente em 80 horas degsso
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em biorreator, com controle de pH em 6,5 e tempeaate 33C. A conversdo molar de
glicerol em 1,3-PDO obtida foi 0,56 mol.rifoé producéo de 1,3-PDO foi 13,95 ¢.L

Neste trabalho, utilizando o mesmo micro-organigime Pinto (2009) obteve-se
o melhor rendimento para a converséo de glicerol @nPDO foi 0,54 mol.mdl para
a fermentacdo com 10 g'lde glicerol. Quando na fermentacdo continha 30" glé
glicerol, a mesma utilizada por Pinto (2009), odierento obtido foi 0,29 mol.mdl
para a conversdao de glicerol em 1,3-PDO. Essaedifar pode ser atribuida as
diferentes condi¢cdes do processo como controleHjégmperatura e volumes maiores
do meio de cultivo. Diversos autores na literalatam que diferentes condicbes de
processos para diversas linhagen<déutyricuminterferem diretamente na producgao
de 1,3 PDO (GUNZELet al, 1991; SAINT-AMANS et al, 1994; HIMMI et al,
1999).

Neste trabalho com Glostridium butyricunDSMZ 10702 o melhor rendimento
para a producéo de 1,3-PDO foi 0,54 mol.fn@lconcentracéo final de 4,5 de 1,3-PDO.
Estes resultados foram obtidos para a fermentagd@oconcentracdo de glicerol P.A.
inicial foi 10,0 g.L* e concordam com os obtidos Himetial (1999). Eles utilizaram
em seu trabalho 20,0 g'lde glicerol P.Acom Clostridium butyricunCNCM 1211 em
fermentacdo em batelada com biorreator, tendo piddwle 11 g.I! de 1,3-PDO e
rendimento de 0,63 mol.mbl As semelhancas entre os trabalhos esta4 no fa® de
menor concentracdo de glicerol utilizada na feriagd apresentar o maior rendimento
de producéo do 1,3-PDO, pois Himatial (1999) trabalharam com concentracdes de
20 a 120 g.L* de glicerol.

Um fator importante em processos fermentativospéssivel interferéncia que
os efeitos inibitérios por parte do substrato etoslutos da fermentacdo podem causar
sobre o crescimento microbiano. Segundo Biebl (Rafiiando a fonte de carbono esta
em excesso, os produtos formados serdo aquelesagsam menor inibicdo, ou seja,
1,3-PDO e acido acético.

No presente trabalho pode ter havido a inibicdo jpawnte do glicerol no
crescimento celular e producdo do 1,3-PDO. Essaraghsido pode ser feita pois nas
fermentagcdes com 0s micro-organisméostridium acetobutylicumATCC 4259,
Clostridium acetobutylicuPATCC 824 eClostridium butyricunDSMZ 10702 a menor
concentracéo de glicerol utilizada, 10,0 §dpresentou os melhores resultados.

Para as fermentacdes realizadas em batelada cocepas deClostridium
butyricumDSM 5431, B593, VPI 3266, o rendimento global maxiaicancadoYp/s,
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foi em torno de 0,66nol.mol*. Gonzalez-Pajuelet al (2004) obteve rendimento na
fermentacdo de 0,62 moles de 1,3-PDO produzidosmudes de glicerol consumido
pelo Clostridium butyricunVPI 3266.

Melhores resultados para a producédo de 1,3-PDOnpaée obtidos a partir de
selecdo de linhagens de micro-organismos produtorasirais de 1,3-PDO,
manipulagdo genética, diferentes processos fertnaga além da avaliacdo de
diferentes parametros da fermentacdo (GONZALEZ-FAJIU et al, 2005a; 2005b;
ZENG, 1996).

Os resultados dos rendimentos deste trabalho foras 0,15 e 0,55 mol.midl
para a fermentacdo com concentracéo inicial demglice 10 g.[* estdo apresentados
na Tabela 13. A fermentacdo que obteve 0,55 mol-melconversdo de glicerol em
1,3-PDO peloClostridium butyricumDSMZ 10702 foi o melhor resultado estando de
acordo com resultados de trabalhos da literaturaoco de Himmiet al (1999),
Reimannet al (1998a), Taconiet al (2009) utilizando diferentes linhagens de
Clostridium butyricumgue obtiveram rendimentos de 1,3-PDO produzidogtioerol
consumido de 0,69, 0,63 e 0,50 mol.thakspectivamente.

Diante de os resultados obtidos das fermentacdasasdiferentes linhagens do
Clostridium a que apresentou melhor resultado foi a que edilia micro-organismo
Clostridium butyricumDSMZ 10702 obtendo um rendimento de 0,544 mol’nd#
1,3-PDO produzido por glicerol consumido como agmésdo na Tabela 13.

Tabela 13 — Parametros da fermentacao do glicerol P.A.ipbagens d€lostridium.

Linhagem Fermentagéo Cs Yers®
Clostricfai\lfl_rggclfztggutylicum Batelada 10 0,240
Clostridkj_lr_ncécgtzofutylicum Batelada 10 0,153

Clos[t)rgj'\i/lljénl%l;tggcum Batelada 10 0,544

aConcentracao de glicerol inicigh)(em g.L™".
® Rendimento de 1,3-propanodil)(por glicerol §) consumido em mol.mdl

O que se observa em trabalhos sobre producdo geoflidos € que o tipo de
processo pode influenciar diretamente no rendimelstofermentacdo. O processo
fermentativo realizado nesse trabalho foi o precetescontinuo, que é caracterizado
pela alteracdo das condicbes do meio de cultivmda instante do bioprocesso, como

diminuicdo das concentracdes de nutrientes e o r@onmo numero de células, de
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produtos e de subprodutos. O principal problemaealpsocesso sdo os fendbmenos de
inibicdo pelo substrato, pelo produto e por outrostabdlitos. Por exemplo, em
elevadas concentragfes de substrato o efeito @stdonado a fendmenos osmoticos
gue resultam na plasmolise celular. Outro fatoué g micro-organismo durante seu
metabolismo gera produtos, que podem interferis& crescimento e eventualmente
em sua viabilidade, que é conhecido como inibigdo pubstrato (PEREIRA J& al,
2008).

Uma hipétese de que os resultados da fermentagicamalicbes do processo
adotadas no presente estudo podem ter sido respogelo desvio metabdlico na
producao de 1,3 PDO. Os micro-organismos podersider expostos a algum tipo de
estresse que interferiu no seu metabolismo. Dosiy&s estresses, 0S quais 0 micro-
organismo podem ser submetidos, dois sdo consme@s mais importantes: estresse
osmotico causado pela alta concentracao do subgtjaterol) e o estresse associado a
presenca de toxinas e inibidores (produtos da f&iagéo e impurezas do glicerol
bruto) (KUBIAK et al, 2012).

Diversos trabalhos, Biebl (1991), Zeeg al (1994), Reimanret al (1998a,
1998b), relatam a inibicdo da fermentacéo do glicem relacdo a concentracdo de 1,3-
PDO durante a fermentagédo. A influéncia da conaeatr inicial e da concentracao
final de 1,3-PDO na fermentacao do glicerol sugerea quantidade desse diol e outros
alcoois apresentam maior interferéncia no cresdionéa micro-organismo do que na
conversao do glicerol a 1,3-PDO (COLI&t al, 2000). O fendmeno de inibicdo
ocasionado pelo 1,3-PDO molostridium butyricumpode modificar a organizagéo
celular causada pelo aumento da fluidez da meml{di&l et al, 1978; LINDEN e
MOREIRA, 1982) e outra suposicdo é sobre o tramspatravés da membrana pelo
alcool noClostridium acetobutylicurSHIMIZU e KATSURA, 1998).

O micro-organism&lostridiumquando cresce num substrato mais reduzido que
a glicose, como o glicerol, observa-se que o poetiutor ndo é usado para a formagéo
do hidrogénio molecular, mas € usado para formaupostos com maior poder redutor,
como o 1,3-PDO (BIEBLet al, 1992; HEYNDRICKX et al, 1991). A mesma
quantidade de glicerol libera duas vezes mais mtdeéade NADH que a glicose. O
excesso dos equivalentes redutores provém da &@ovdo glicerol em piruvato e pode
ser oxidado através da etapa de consumo do NAfGHdervado na via metabdlica
Figura 6 (GIRBALet al, 1995a).
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A identificacdo e quantificacdo dos outros produfosmados durante a
fermentacdo do glicerol pel@lostridium se torna necessério para avaliar alternativas
para favorecer a rota metabdlica para a maior foimalo 1,3-PDO. A adi¢do de
substancias que possam fornecer mais agentes mreslypi@ra a producao do 1,3-PDO,
como o acido para-aminobenzoico (vitaming)Bbiotina, se torna-se um opc¢ao para
essa melhoria (CARDENAGE al, 2006; CELINSKA, 2010; SAXEN/t al.,, 2009).

Nas condi¢cdes operacionais neste estudo, regimbadstada, temperatura em
torno de 38C, sem agitacdo, sem controle de pH, 0s micro-esgas se adaptaram
melhor na menor concentracéo de glicerol utilizad@eg.L'*, apresentando rendimentos
na conversao do glicerol em 1,3-PDO de 0,24 mol'riL5 mol.mof e 0,55 mol.mal
! para oClostridium acetobutylicunATCC 4259, Clostridium acetobutylicunATCC
824 eClostridium butyricunDSMZ 10702, respectivamente (Figuras 23 e 24)d&en
rendimento o principal parametro a ser avaliado nprocesso fermentacdo, €
importante conhecer a quantidade de glicerol idéhtada no inicio da fermentacéo
pois, garante que todo ou quase todo substratasiégado pelo micro-organismo tanto

para o seu crescimento quanto para a producacodatprde interesse.
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Figura 23 — Producéo de 1,3-PDO e crescimento de biomasséinthagens de
Clostridium acetobutylicunATCC 824 e ATCC 4259 €lostridium butyricum
DSMZ 10702 em 72 horas de fermentacdo com 18dglglicerol P.A.
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Figura 24 — Rendimentos das linhagens @mstridium acetobutylicunATCC
824 e ATCC 4259 eClostridium butyricumDSMZ 10702 em 72 horas de
fermentac&o com 10 glide glicerol P.A.

A partir dos rendimentos da fermentacdo do glicerél. na producéo do 1,3-
PDO peloClostridium butyricumDSMZ 10702 pode-se confirmar que esse micro-
organismo apresentou os melhores resultados. Sessilm, este foi selecionado para
realizar um planejamento experimental com todasbaogponentes presentes no meio de
cultura e otimizar os valores obtidos para a pradude 1,3-PDO a partir da converséo
do glicerol e posteriormente aplicar a melhor coadide cultivo para a fermentacdo do

glicerol bruto oriundo do biodiesel.

4.4 PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN

Esse tipo de planejamento, o Plackett-Burman, assgume ndo ha interacéo
entre as diferentes variaveis avaliadas. As vas&a&o analisadas individualmente para
se conhecer quais podem influenciar negativa outiy@mente no processo de
producao do 1,3-PDO pefolostridium butyricumDSMZ 10702. Desta forma se torna
possivel definir as proximas etapas para otimizagédo

Com a finalidade de melhorar o rendimento da prédude 1,3-PDO, foi
realizado uma selecaatravés do planejamento experimental Plackett-Baynpara
identificar os componentes do meio de cultivo quflréncia no processo fermentativo.

O meio de cultivo deve conter os nutrientes neciesspara favorecer o crescimento
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microbiano além da formacé&o do produto. Portandfnid quais compostos fardo parte
desse meio de cultivo e as quantidades de cadawma &tapa que deve ser muito bem
avaliada. Nos trabalhos de Biebl e Pfennig (198tEyndrickx et al (1991) e Saint-
Amanset al (1994) as alteracbes do meio de cultivo proposariam o crescimento
inicial mais rapido do micro-organismo e auments @mdimentos de biomassa para 0s
Clostridiumprodutores de 1,3-PDO.

O planejamento experimental Plackett-Burman falizatlo para avaliar a
influéncia do glicerol, pH, extrato de levedura, BB diversos sais inorganicos na
producdo do 1,3-PDO pelGlostridium butyricumDSMZ 10702. As variaveis e seus
valores foram baseados em trabalhos da literaBiaBL et al, 1992; 1995; 1999;
CARDENAS et al, 2006; GUNZELet al, 1991). De acordo com essa andlise
estatistica foi possivel determinar as melhoreslicoes de cultivo e obter resultados
mais satisfatorios para a producéo do 1,3-PDO.

Os ensaios da fermentacdo do glicerol P.A. foreceos resultados para a
construcdo da Tabela de ensaios (Tabela 14) dejplaento Plackett-Burman e os

perfis da fermentacao estdo apresentados na FAgura
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Figura 25 — Perfis cinéticos da fermentacdo do glicerol p€lostridium butyricum
DSMZ 10702 dos ensaios do planejamento experimBitdakett-Burman (continua).
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Figura 25— Continuacao.

A Tabela 14 apresenta as oito variaveis indepeadanseus respectivos valores
altos e baixos utilizados no estudo estatistice, b ensaios e 3 pontos centrais e 0s
resultados do 1,3-PDO (g'). produzido, crescimento celular (§)Le glicerol residual
(g9.L'Y) de acordo com a Figura 25. Vale lembrar que ngjanento Plackett-Burman
assume que nao ha interacédo entre as diferent@seiar uma vez que a aproximacao

linear é suficiente para o planejamento.
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Tabela 14— Ensaios do Planejamento Plackett-Burman tendoo@sposta o consumo de glicerol (§.Lproducdo de 1,3-PDO (g'). e

crescimento de biomassa (g)lem 72 horas de fermentacao.

Variaveis Respostas
Glicerol 1,3-PDO Biomassa
(9.LY) (9.L?) (9.L")
Extrato
Ensaio 9licerol de  KHPO, KH:PO, FeSO.7TH,0 (NH.),SO, PABA pH 0 24 72 0 24 72 0 24 72
(g.L™ Ie(\g/]elt_:i_lf)ra (g.L  (g.L (g.L™ (g.L™ (g.L™ (pH) (horas) (horas) (horas) (horas) (horas) (horas) (horas) (horas) (horas)
1 (30)1 0) -1 161 (-1 0) -1 05 -1 (091 (8,0)1 33,85 21,65 20,59 0,00 4,12 4,50 0,52 1,96 2,36
2 (30)1 (2,001 (0,03)-1 (0,5)1 0) -1 0,5)-1 0) -1 (6,0) -1 28,88 22,63 14,10 0,58 2,39 4,90 0,36 1,81 2,09
3 (10)-1 (2,001 (16)1 (0)-1 (0,5) 1 (0,5)-1 0)¢l (6,0) -1 9,82 8,98 4,61 0,75 1,24 4,97 0,51 1,38 2,90
4 (30)1 (0)-1 (1,6)1 (0,51 (0) -1 (1,5)1 (@) (6,0) -1 25,77 23,77 17,46 0,00 1,43 2,70 0,57 ,680 1,94
5 (30)1 (2,001 (0,03)-1 (0,51 051 (0,5 -1 (0,008) 1 (6,0) -1 23,85 3,95 15,27 0,48 1,57 2,31 0,43 1,18 1,50
6 30)1 (2001 (@161 (0)-1 (0,5) 1 (1,5)1 () (8,0) 1 19,66 14,84 10,68 0,39 1,37 2,85 0,68 ,321 1,61
7 (10)-1 (2,001 (1.6)1 (051 (0) -1 (151 ,00)1 (6,0 -1 11,50 9,56 3,65 0,42 2,34 294 404 0,79 1,86
8 (100-1  (©0)-1 (1,6)1 (0,51 (0,5) 1 (0,5)-1 0,08)1  (8,0)1 9,07 6,99 1,54 0,00 291 499 0,79 1,78 2,97
9 (10)-1  (0)-1 (0,03)-1 (0,5)1 (0,5) 1 (1,5) 1 (0) -1 (8,0) 1 9,39 7,26 35, 012 1,68 2,10 0,72 1,26 2,47
10 (30)1 (0)-1 (0,03)-1 (0)-1 (0,5)1 (1,51  (0,008)1  (6,0)-1 28,53 43, 1821 0,00 3,31 3,82 0,42 0,84 1,89
11  (10)-1 (2,001 (0,03)-1 (0)-1 (0) -1 (15)1 (0,008)1  (8,0)1 10,73 8,34 3,82 0,00 2,13 3,31 0,66 1,76 2,14
12 (100-1 (©0)-1 (0,03)-1 (0)-1 0) -1 0,5 -1 0) -1 (6,0) -1 8,98 543 6@, 0,00 1,31 1,99 0,53 0,81 2,36
13(C) (2000 (1,000 (0,08)0 (0,25)0 (0,25) 0 ,0j10 (0,004) 0 (7,000 19,73 15,06 9,27 0,17 1,93 2,60 0,59 1,24 2,37
14(C) (20)0 (1)0 (0,08)0 (0,25)0 (0,25) 0 §100  (0,004) 0 (7,000 18,99 17,82 7,82 0,97 2,02 322, 0,77 1,29 2,58
15(C) (2000 (1,000 (0,08)0 (0,25)0 (0,25) 0 ,0j10 (0,004) 0 (7,0) 0 19,13 17,40 8,58 0,92 1,97 2,12 0,68 1,18 2,34
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Diante das respostas apresentadas na Tabela ldrvalbse que a maior
producao de 1,3-PDO ocorreu no intervalo de tenrmpee €4 e 72 horas, bem como o
aumento de biomassa, alcancando o maior valor emhofds de fermentagao.
Analisando a Figura 25 observa-se que nas primeé¥ashoras as curvas que
representam o crescimento celular e a producae3dellO apresentaram caracteristica
linear.. Essa analise confirma que o 1,3-PDO é @talndlito primario, sendo que a sua
producdo acompanha o crescimento do micro-organ{SHEENA et al, 2009).

As Tabelas 15, 16 e 17 apresentam as analisedsestat das variaveis
estudadas para o producéo de 1,3-PDO, producamuiassa e consumo de glicerol,
respectivamente. Na producdo do 1,3-PDO verificause o glicerol, FeSOrH0O,
(NH4).SOy, PABA e o pH exercem ua influencia significatiuadicando que na faixa
etudada favorece a producédo de 1,3-PDO. No casextlato de levedura, KiRQ,,
FeSQ.7H,O e (NH,).SO, podem ser mantido nas concentracdes minimas, ou até
mesmo serem retirados da composi¢do do meio, mguwaso de aplicagdo industrial

favorece na reducgéo de custos.

Tabela 15 — Efeito individual das 8 varidveis analisadasgpraduc¢éo do 1,3-
PDO em 72 horas de fermentacéo.

Fatores Efeitos Erro~ p valor
padrao

*Glicerol 0,488713 0,415309 1,17675 0,292261
*Extrato de levedura -0,560187 0,415309 -1,34884  0,235254
K HPO, 0,109520 0,415309 0,26371 0,802528
*KH POy -0,133187 0,415309 -0,32069 0,761412
*FeSQ.7H0 -0,334046 0,415309 -0,80433 0,457726
*(NH 4)2SOy -0,274380 0,415309 -0,66066  0,538046
*PABA 1,097854 0,415309 2,64346 0,045785
*pH inicial 0,364579 0,462725 0,78789 0,466451

(*) = significativo, R = 0,72785



Tabela 16— Efeito individual das 8 varidveis analisadas pamroducdo de
biomassa em 72 horas de fermentacéao.

Fatores Efeitos Erro~ p valor
padrao

Glicerol 0,125751 0,164263 0,76555 0,478505
*Extrato de levedura 0,272451 0,164263 1,65863 0,158088
KoHPO, -0,079685 0,164263 -0,48510 0,648110
KH2POy 0,024585 0,164263 0,14967 0,886878
FeSQ.7H.O -0,129451 0,164263 -0,78807 0,466356
*(NH 4)2SOy -0,500151 0,164263 -3,04482 0,028593
PABA 0,053315 0,164263 0,32457 0,758643
*pH inicial 0,729407 0,183017 3,98545 0,010474

(*) = significativo, R = 0,82741

Tabela 17 — Efeito individual das 8 variaveis analisadas aomsumo de
glicerol em 72 horas de fermentacao.

Fatores Efeitos Erro~ p valor
padréo

*Glicerol 13,48729 1,469295 9,17943 0,000257
Extrato de levedura -0,49671 1,469295 -0,33806 0,749048
KoHPO, -0,41229 1,469295 -0,28060 0,790256
KH2PO, 1,45762 1,469295 0,99205 0,366723
FeSQ.7H,O -0,52529 1,469295 -0,35751 0,735306
(NH4)2SOy 0,05238 1,469295 0,03565 0,972941
PABA 2,29771 1,469295 1,56382 0,178626
pH inicial -2,77029 1,637048 -1,69225 0,151383

(*) = significativo, R = 0,95331

Analisando a Tabela 15 verifica-se que o gliceralv@riavel mais importante a
ser analisada, pois o0 1,3-PDO é produzido a mattzonversao do glicerol. As maiores
producdes de 1,3-PDO foram alcancadas quando @minacdo de glicerol foi fixada
no nivel baixo com o valor de 10 g Lmostrando que Glostridium butyricunDSMZ
10702 apresentou a capacidade de degradar o ¢licarooncentragcdo mais baixa.
Trabalhos na literatura como o @hatzifragkouet al (2011) estudaram o efeito da
inibicdo na producao do 1,3-propanodiol pelo salbstmo qual foi utilizado 20 glde
glicerol na fermentacédo co@lostridium butyricumiVP1 1718, alcancando o rendimento
da converséo de glicerol em 1,3-PDO entre 0,53&dg".

Além da fonte de carbono, o PABA (vitaming)Bapresentou efeito positivo na
producao de 1,3-PDO, pois a enzima responsavekpalersao do glicerol a 1,3-PDO
é dependente da coenzimg.BCardena®t al (2006) em seu trabalho avaliaram o uso
do PABA no meio de cultivo nas concentracbes dea0® mg.L' para favorecer a
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producdo do 1,3-PDO, pois de acordo com algunsresita atividade de algumas
enzimas envolvidas na rota metabdlica, como a thfamodiol oxidoredutase é
diretamente dependente da vitamina(BUERSet al, 1997; RAYNAUDet al, 2003;
REIMANN et al, 1996 e 1998a).

O perfil cinético de producdo de 1,3-PDO é simdar de biomassa, pois a
medida que ocorre o crescimento celular, obsenmaenento da concentracdo de 1,3-
PDO com o tempo. Os ensaios que contém o extratevddura apresentaram maior
producao de 1,3-PDO, e no meio na auséncia dotextealevedura a menor producao
de 1,3-PDO, respectivamente 2,39 f(ensaio 1) e 1,43 gl (ensaio 4). Embora a
presenca do extrato de levedura seja um fator itaupi@r para a producao de biomassa,
esse componente nutricional interfere metabolicéenea produgao de 1,3-PDO, sendo
considerada uma variavel importante.

O pH inicial teve efeito positivo na producdo d@-PDO, sendo que os
melhores resultados foram para o nivel alto (8 8airo (6,0). Assim, pode-se concluir
que a faixa de intervalo trabalhada foi suficiep@a a producdo do 1,3-PDO.
Esperava-se que um pH inicial mais elevado sexagssario tendo em vista que ha um
decréscimo do mesmo durante o processo fermentatieeido a formacdo dos
produtos. Apos as 72 horas de fermentacdo o pHamereeu entre 5,0 — 5,5 0 que néo
afetou a atividade da enzima para a produgao de(3.

O extrato de levedura, KRO,, FeSQ.7H,O e (NH,),SO, tiveram efeito na
producéo do 1,3-PDO conforme apresentado na Tabeld importante ressaltar que o
extrato de levedura e o FeSTH,O poderiam ser utilizados em baixas concentragdes,
que nao interferem na produg&o.

Em relacdo a producdo de biomassa (Tabela 16), tat@xde levedura
apresentou uma influéncia significativa, indicamp@ quanto maior a concentracao, o
crescimento se torna mais eficiente, ja que duranpeocesso fermentativo o micro-
organismo poderia consumir primeiro o extrato dedera, por ser um nutriente mais
facilmente assimilavel pelo micro-organismo, pama seguida consumir o glicerol.
Esses resultados também foram obtidosQimaitzifragkouet al (2011) e Ringeet al
(2012).

Uma das finalidades do presente estudo foi aval@ossibilidade de realizar o
processo fermentativo sem a presenca do extratewéelura, induzindo o micro-
organismo a consumir todo o glicerol com uma préadugignificativa de biomassa. Os

resultados demonstraram que a presenca do extealevddura apesar de ter uma
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influéncia significativa, poderia ser retirado saazer grandes comprometimentos ao
processo fermentativo (Tabela 14), resultados edtesrvados nos ensaios 01 (glicerol
30 g.L* e extrato de levedura 0 @)Le 02 (glicerol 30 g.t e extrato de levedura 2 §.L
!) e ensaios 07 (glicerol 10 g'le extrato de levedura 2 ¢'Le 08 (glicerol 10 g.tt e
extrato de levedura 0 g). Essa avaliacdo é importante, pois é de intergaseo
micro-organismo consuma todo ou o maximo que fgazado glicerol presente no
meio de cultivo, constituindo assim a sua Unicaefate carbono.

O pH do meio de cultivo apresentou influencia digativa no crescimento de
biomassa (Tabela 1@pabrocket al. (1992) também observaram que o pH inicial igual
a 8,0 apresentou efeito positivo para o aumentbia®assa sendo que um pH mais
elevado foi necessario, pois durante a fermentac&ore o decréscimo do mesmo,
podendo comprometer a a rota metabdlica do miggarasmo.

A fonte inorganica de nitrogénio, o (MESQO,, teve efeito na producédo de
biomassa, podendo utilizar numa concentracdo mirtisi@ resultado concorda com o
obtido por Mooret al. (2011), que em seu trabalho verificaram a pddiplanejamento
experimental que para a producdo do 1,3-PDO fédstridium pasteurianumfoi
observado o efeito dessa fonte inorganica de wimog((NH,).SQy), indicando sua
baixa influencia na produgédo de biomssa podendmaeatido na concentracdo minima
ou retirado, ao contrario do extrato de levedura.

Analisando as variaveis que apresentaram efeitafis@tivo no consumo de
glicerol de acordo com a Tabela 17, observou-senaapeue o glicerol interferiu
positivamente no consumo do mesmo, sendo que esssuUmMO compromete
diretamente a producgéo do 1,3-PDO, como esperadag& o substrato limitante da
fermentacéao.

Na Tabela 14 também pode-se observar que na maicewstracao de glicerol
(30 g.L'Y) o micro-organismoClostridium butyricumDSMZ 10702 ndo conseguiu
assimilar o substrato facilmente podendo levarilBigéio no crescimento do micro-
organismo e consequentemente diminuicdo na proddgdd,3-PDO. Diante dos
valores apresentados na Tabela 14, os ensaios @m&oncentracao inicial de §

! de glicerol apresentaram melhores resultados ndupém do 1,3-PDO. Esses
resultados confirmaram que a concentracéo inieal@y.L™ de glicerol é a ideal para
os melhores rendimentos em 1,3-PDO, mesmo altermedmposicéo e a concentracao

dos nutrientes presentes no meio de cultivo.
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Recentemente, Mocet al (2011) apresentaram em seus resultados a oti@isizac
do meio de cultivo a partir de um planejamento erpental. O objetivo do trabalho foi
determinar as concentra¢cées dos componentes dogueitavoreceram a producéo de
butanol e 1,3-propanodiol na fermentacdo em batgt@tbClostridium pasteurianum
A partir de alguns componentes, como ferro, sufat@xtrato de levedura foi possivel
determinar quais apresentaram efeito significatimgproducao do 1,3-propanodiol. O
meio de cultivo que apresentou a melhor producéb,8d¢DO n&o continha sulfato de
ferro e nitrogénio inorganico, sendo que apenasctcate de levedura apresentou
influéncia significativa.

A maioria dos meios de cultivo utilizados na cos#er bacteriana de glicerol a
1,3-PDO sao semi-sintético/sintético e baseado namplexo de minerais. Biebl e
Pfennig (1981) realizaram o trabalho com cultura€ibstridiumcom a finalidade de
produzir o 1,3-PDO em meio de cultivo constitui@e pompostos minerais (1 g'lde
KoHPOy, 1 g.L' de KHPOy, 2 g.L'* de MgSQ, 0,5 g.I* de (NH),SO4, 0,2 g.L* de
CaCb, 15 mg.l* de FeSQ 5 mg.L'CaCQ) e 2 g.I! de extrato de carne. Também
para se determinar os nutrientes adicionais netessafermentacdo do glicerol pelo
Clostridium butyricumuma mistura de biotina foi adicionada ao meio.r&siltados
demostraram que 4,0 gilde biotina foram suficientes paraGiostridium butyricum
converter 129 g.t do glicerol P.A. e 121 g:t.do glicerol bruto em 67 gle 65 g.I*
de 1,3-PDO, respectivamente (HEYNDRICkKal, 1991; BIEBL e PFENNIG, 1981).

Neste trabalho também se avaliou os constituinbesi€io de cultivo utilizado
para a fermentacéo do glicerol P.A. p@mstridium butyricumDSMZ 10702, com a
finalidade de determinar as melhores concentragéesada nutriente. A partir desses
resultados definiu-se o meio de cultivo que setfilizado na fermentacdo do glicerol

bruto.
4.5 FERMENTAC}AO DO GLICEROL BRUTO

Apos realizar os ensaios do Planejamento PlacketiiBn e definir as melhores
condicbes para a producédo do 1,3-PDO a partir whaefgtacdo do glicerol P.A. pelo
Clostridium butyricumDSMZ 10702, novos ensaios foram realizados nassssnas
condi¢des. Porém utilizou-se na fermentacado o rglideuto para avaliar a capacidade
do micro-organismo em converter esse substrato @PRO. Foram repetidos os

ensaios 3 e 9 do planejamento Plackett-Burman (@dlb, pois esses apresentaram a
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melhor producédo do 1,3-PDO pelo micro-organismosgde novos ensaios além de
investigar a capacidade @ butyricumDSMZ 10702 em metabolizar o glicerol bruto,

foi também avaliada a interferéncia da agitacafemaentacao do glicerol. A Tabela 18

apresenta as melhores condicbes de cultivo de @cooin os resultados do

Planejamento Plackett-Burman.

Tabela 18— Meios de cultivo utilizados na fermentacdo do agli¢ bruto pelo

Clostridium butyricunDSMZ 10702.

Paramet Ensaio
arametros 1 > 3 4
Glicerol (g.L%) 10,0 10,0 10,0 10,0
Extrato de levedura (g} 2,0 2,0 0 0
KoHPO, (g.L™) 0,03 0,03 0,03 0,03
KHoPO (g.L %) 0,5 0,5 0,5 0,5
FeSQ.7H,0 (g.L'Y 0,5 0,5 0,5 0,5
(NH4)2S0y (g.L ™) 0,5 0,5 1,5 1,5
PABA (g.L'™" 0 0 0 0
pH inicial 6,0 6,0 8,0 8,0
Agitacdo + - + -

Legenda: (+) presenca de agitacdo; (-) auséncagitscao.

As Figuras 26 e 27 apresentam os resultados dasritacoes do glicerol bruto
pelo Clostridium butyricunDSMZ 10702, nas condi¢des definidas na Tabela 18.



95

(A) —~
10,00 5 5 6,00 <
—+—glicerol —8—1,3-PDO biomassa —l
~ 8,00 - g
- L
S 6.00 - 4,00 E.
IS o
= o —
O 2,00 - - @
/ £
0,00 . . 0,00 =
0 24 48 72
Tempo (horas)
® 1000 - 6,00
—+—glicerol —=—1,3-PDO biomassa i
8.00 - o
N - 400 O
i ’ Q
é! 6,00 &
BT 4,00 - o
o 200
2900 2
RUV G
) / S
0,00 | | 0,00 'n%
0 24 48 72
Tempo (horas)

Figura 26 — Crescimento celular, consumo de glicerol bruto edpcédo de 1,3-
PDO par&Clostridium butyricunDSMZ 10702 no (A) ensaio 1 e (B) ensaio 2.

A Figura 26 apresenta o perfil cinético das fertaebes do glicerol bruto pelo
Clostridium butyricumDSMZ 10702 em meios de cultivo contendo o extraéo
levedura. Os experimentos apresentados na Figérda2adm realizados com agitacao,
enquanto os apresentados na Figura 26B foram adakzsem agitacdo. A producao do
1,3-PDO foi 5,01 g.I' e 4,97 g.L' para a fermentacdo com agitacdo e sem agitacéo,
respectivamente e concentracdo de biomassa, 3;2 @.2,9 g¢.r}, nas mesmas
condicdes citadas. O glicerol remanescente foi 342 para a fermentacdo com
agitacdo (Figura 26A) e 3,6 g'lpara a fermentacdo sem agitacdo (Figura 26B). Os
resultados mostram que a agitacao nao interfereapacidade do micro-organismo de

crescer e converter o glicerol a 1,3-PDO.
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Figura 27 — Crescimento celular, consumo de glicerol bruto @lpc¢éo de 1,3-
PDO paraClostridium butyricunDSMZ 10702 no (A) ensaio 3 e (B) ensaio 4.

Os resultados das fermentagbes do glicerol bruto @stridium butyricum
DSMZ 10702 com meio de cultivo sem a presenca deoatexde levedura estdo
apresentados na Figura 27. A Figura 27A, apresemterfil cinético da fermentacao
com agitacdo, tendo produzido 5,3 §.de 1,3-PDO e 4,98 gide 1,3-PDO para a
fermentacdo sem agitacao, Figura 27B.

O crescimento celular foi 3,9 g'le 3,5 g.L* para as fermentacdes com agitacéo
e sem agitacdo, respectivamente, e o glicerol restante foi 1,34 gte 1,12 g.[-.

Na fermentacdo onde foi mantida a agitagdo o nooganismo conseguiu consumir
86% do glicerol bruto, j& na fermentacdo onde r@ové agitacdo o consumo foi 88%,

Ou seja, a agitacdo praticamente nao alterou akadss.



97

Tabela 19 —Rendimentos das culturas em bateladaCttastridium butyricum
DSMZ 10702 em glicerol P.A. e glicerol bruto nassmas condicdes em 72
horas de fermentagéo.

Tipo Extrato de

Ensaio glicerol  levedura Agitagdo  Yus'  Yers’

3 (Planejamento PB) P.A. + - 0,49 0,94
9 (Planejamento PB) P.A. - - 0,47 0,88
1 (validacéo) Bruto + + 0,45 0,93
2 (Validacéo) Bruto + - 0,42 0,90
3 (Validacéo) Bruto - + 0,42 0,74
4 (Validacao) Bruto - - 0,36 0,68

Legenda: (+) presente, (-) ausente.
®Rendimento de biomassd)(por glicerol § consumido em mol.mdl
PRendimento de 1,3-propanodi®l)(por glicerol §) consumido em mol.mdl

Os resultados dos rendimentos apresentados naaT&Bemostram que nas
mesmas condicbes de fermentacdo do glicerol P.Arueo pelo micro-organismo
Clostridium butyricumDSMZ 10702 os resultados foram proximos para bostsatos
utilizados.

Ainda analisando a Tabela 19 pode-se concluir @seensaios com agitacdo, o
resultado do rendimento do 1,3-PDO pelo consumgliderol foi 0,93 mol.mot, j& no
ensaio sem agitacéo o rendimento foi 0,94 mol’npalra os ensaios contendo extrato
de levedura o meio de cultivo. Para os ensaiomgaecontinham extrato de levedura
no meio de cultivo a interferéncia da agitacdo mosse semelhante pois, no ensaio
com agitacéo o rendimento de 1,3-PDO pelo consungliderol foi 0,74 mol.mét e
no ensaio sem agitacdo foi 0,68 mol.thdbendo assim, a agitacdo do meio de cultivo
para a fermentacéo do glicerol bruto pé@imstridium butyricumDSMZ 10702 nao
apresentou nenhuma melhora no processo fermentativo

Outra anélise que se pode fazer da Tabela 19 érelagéo ao rendimento de
biomassa. Este também apresentou comportament@arsani rendimento do 1,3-PDO
ou seja, a presenca da agitacdo no meio de cultm apresentou melhoria nos
resulatos do rendimento. Nos ensaios que contirdhaxtrato de levedura no meio de
cultivo apresentaram rendimento de 0,45 mol’mpata o processo com agitacéo e 0,42
mol.mol* para auséncia da agitacdo. J& para os ensaio queonfinham extrato de
levedura no meio de cultivo os rendimentos fora#2 ®nol.mol* e 0,36 mol.mét para
0S sensaio na presenca de agitacédo e auséncidaf@agrespectivamente.

Analisando a presenca do extrato de levedura namefgacdes, pode-se

observar que nas fermentacbes que continham esta é® carbono apresentaram
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rendimento na producédo de 1,3-PDO maiores, quandgparados aqueles que nao
continham. Os resultados dessa anélise apresemadbabela 19 sdo 0,74 mol.fol
para 0 meio sem extrato de levedura e 0,93 mof,nuam extrato de levedura, sendo
gue ambas fermentaces ocorreram com agitd€ste. resultados podem ser atribuidos
a capacidade do micro-organismo inicialmente comsonextrato de levedura como
uma fonte carbono mais facilmente assimilavel, canmtencdo de aumentar sua
biomassa e em seguida utilizar o glicerol brutoraodbnte de carbono para seu
crescimento e consequentemente para producao-Rb03

Barbiratoet al (1998) em seu trabalho realizaram fermentacabatsiada com
Clostridium butyricunusando o glicerol bruto na concentracdo de 112, ddi obtido
63,4 g.L* de 1,3-propanodiol e a convers&o de glicerol &¥PDO foi 0,69 mol.mat.
Este resultado do rendimento confirma os obtidasten&rabalho que ficaram num
intervalo de 0,68 a 0,94 mol.mglmostrando a capacidade Gtostridium butyricum
DSMZ 10702 em metabolizar o glicerol bruto.

Wilkens et al (2012) compararam os resultados obtidos na faagé&o com o
glicerol puro e o bruto pelo micro-organisrostridium butyricumAKR102a Na
fermentacdo utilizando o glicerol puro obte@®32 mol.mofde rendimento de 1,3-
PDO produzido por glicerol puro consumido, e quandoibstrato foi o glicerol bruto o
rendimento foi bem préximo, 0,6280l.mol‘de rendimento de 1,3-PDO produzido por
glicerol bruto consumido em 30 horas de fermentacéo

Neste trabalho os rendimentos obtidos para a p&wdde 1,3-PDO pelo glicerol
consumido pel&lostridium butyricunDSMZ 10702 confirmam com os obtidos com o
Wilkens et al (2012). A fermentacgéo utilizandoghicerol P.A. e extrato de levedura
obteve 0,94mol.mol* e 0,90 mol.mét de conversdo do glicerol em 1,3-PDO,
respectivamente, para o meio de cultivo com o glldaruto.Ja nas fermentacfes que
nao continham o extrato de levedura e a Unica fdatearbono era o glicerol P.A. e o

bruto, os resultados foram 0,8®I|.mol*e 0,68 mol.mat, respectivamente.
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4.6 POLI(TEREFTALATO DE TRIMETILENO) - PTT

4.6.1 Obtencéao do poli(tereftalato de trimetileno)

A concepcédo e construcdo do reator para a poliagi@ do PTT atendeu as
condi¢cdes necessarias para a realizagdo da padicsagdo. A polimerizacdo do PTT
foi realizada utilizando os monémeros acido telieftde 1,3-propanodiol, além do
calatilsador trioxido de manganés.

A construcdo da planta piloto em escala labordtpaea a sintese polimérica foi
uma etapa fundamental para estabelecer todos as\@mos necessarios envolvidos na
reacdo. Sendo assim, as primeiras bateladas dddpdm produzidas a partir do 1,3-
propanodiol comercial, para definir com precisadat as condicbes experimentais
adotadas.

Duas bateladas foram realizadas de acordo corralcées descritas no item
3.2.3, e 0s produtos obtidos estédo apresentadeigia 28.

Figura 28 — Poli(tereftalato de trimetileno) obtido pela ¢géa de
policondensacéo, (A) batelada 1 e (B) batelada 2.

A reacdo de policondensacdo descrita no item 4.8crreu em
aproximadamente 7 horas e as condi¢cOes operacigtiiggadas foram as mesmas para
as bateladas realizadas. A primeira etapa da reag&oa duracdo de 3 horas e 15
minutos e o restante da reacao teve a duracéorderapdamente 4 horas. Ao final da
reacao foram coletados 60 mL de condensado. De@acom a analise cromatografica
um dos produtos presentes nos condensados dadatiedesdas realizadas foi o 1,3-

propanodiol, como mostrado nas Figuras 29 e 30.
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Figura 29 — Cromatograma da amostra de condensado coletafii@ahda
reacao de policondensacédo do PTT (batelada 1).
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Figura 30 — Cromatograma da amostra de condensado coletafiaah da
reacao de policondensacao do PTT (batelada 2).

O condensado recolhido durante toda a polimerizdod a agua que € o
subproduto gerado durante a sintese do PTT, aléhBdlBDO em excesso que também
foi recolhido. Na reacdo de policondensacdo 1,3-RD€blocado em excesso para
garantir que todo acido tereftalico reaja com odléormando o PTT, e assim ndo gere
produtos intermediarios. A coleta do condensado unddmental para o
acompanhamento da reacédo, sendo que quando ndaaéaatetado para ser recolhido
concluiu-se que a reacao de polimerizacdo estaahziada.

Karayannidiset al (2003) em seu trabalho realizaram a polimerizat@&®TT
adotando as seguintes condicfes: razdo molar ¢2 delacido tereftalico/1,3-PDO e
5x10% mol de catalisador para 1 mol de acido tereftéidizionado apenas na segunda
etapa da sintese. A reacdo ocorreu a’Q6€ob atmosfera de argdnio, a pressio

atmosférica e agitacdo constante de 500 rpm. Mafesicdo, primeira etapa da reacéo,



101

foram recolhidos 8 mL de agua. Na segunda etapaolilmerizacdo foi adicionado o
catalisador e o vacuo foi mantido a 5 Pa por 3(utos, a temperatura foi mantida a
260°C e a reacdo permaneceu por mais 90 minutos.

Neste trabalho as condicGes adotadas para a iz polimerizacdo foram
satisfatorias para a producdo do PTT. Na estegdima primeira etapa da reacéo,
temperatura inicial de 24®& e agitacdo de 90 rpm foram suficientes para quedsse
a homogeneizacdo dos monémeros, acido tereftalit@-@ropanodiol. A atmosfera
inerte de nitrogénio, foi importante para que n&@orkeesse a oxidacdo do produto
formado, e a pressédo de 120 mmHg durante todacaaegarantiu a retirada de toda a
agua formada durante a reacédo, e o 1,3-propanediatxcesso, além de garantir que
intermediérios da reagdo (oligbmeros) nao fossdrtinsados durante a destilacéo, que

€ um dos grandes problemas das reacdes de polisatd®.
4.6.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transforrada de Fourier (FTIR)

A Figura 31 apresenta os espectros de infravermeé#iso amostras do PTT
sintetizado (bateladas 1 e 2) em que na regidd a 89" ha uma banda caracteristica
da presenca de Ghia cadeia linear do PTT, a banda em torno de ¢688 atribuida
a presenca do grupo éster (-O-C=0) e a banda et i é atribuida & presenca da
carbonila (C=0). Préximo a 1247 Enaparece uma banda caracteristica do grupamento
C-O e observa-se uma banda que caracteriza aipeede anel aromatico em 720tm
(SILVERSTEINet al, 1994; SKOOGet al, 2002).
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4.6.3 Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)

Os termogramas obtidos por Calorimetria difereneiglloratéria (DSC) para as

amostras de PTT apoés a polimerizacéo estdo apaessna Figura 32.
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Figura 32 — Curva DSC das amostras de PTT sintetizados, (Agldad 1 e (B)
batelada 2 (sem nenhum tratamento térmico).

A analise térmica foi empregada para determinaergperaturas de transicao

vitrea (Ty), cristalizag&o (J), fusédo (T,) e as entalpias de fus@dl, e de cristalizagéo
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AH; das amostras de PTT sintetizadas. A identificat@®temperaturas e entalpias a
partir das curvas DSC das amostras (Figura 32e#&tizada da seguinte forma:

= T4  pelodesnivel nalinha de base de aquecimento;

* T pelo pico de fuséo cristalina na linha de basadgliecimento;

 To pelo pico de cristalizagcdo na linha de basesd&iamento.

As curvas de DSC das amostras de PTT estdo afgédasma Figura 32, com
picos endotérmicos em 202%27e 188,53C. O pico endotérmico para o PTT puro em
228C corresponde a temperatura de fusdo do poliégtesentado na Figura 33
(SCHEIRS e LONG, 2003).

EndoT T
|
Tc
T T | 1 [ T T .
25 50 Fi 100 1256 150 175 200 250 300
Temperatura®C)

Figura 33 — Curva DSC das amostras de PTT (taxa de aquecimento,
10°C/min) (Fonte: SCHEIRS e LONG, 2003).

Esta transicdo ocorre sempre em uma faixa de testopar devido a distribuicéo
de tamanho das regifes cristalinas presentes rmemaéculas. A temperatura na qual
desaparece totalmente a cristalinidade é referdaocponto de fusdo do polimero e
corresponde ao maximo do pico de fusdo na cunizSde (CANEVAROLO JR, 2003).

A temperatura de transicao vitreg)(€ um fenbmeno bastante pesquisado e sua
determinacdo tem inUmeras aplicacbes no estudo racteazacdo de amostras
poliméricas (CANEVAROLO JR, 2003). Assim, a Permite a identificacdo de
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amostras desconhecidas e os valores do PTT praduzidaboratério sdo 878 e
86,2C, respectivamente da primeira e segunda batelada.

Os valores de Tg encontrados para as amostra3 OeiRtetizadas ndo foram
confirmados com resultados encontrados na litexajue apresentam a temperatura de
transicdo vitrea num intervalo de 50 &BFCHENet al, 2007; HSIAO et al; 2006).
Este fato pode ser explicado pela porcentagemalkiniatdo poliéster, sendo que este
durante a sintese houve maior formacéao de regid@alimas na sua estrutura.

A partir das curvas de DSC, o calor de fusdo paieusado para calcular a
fracdo cristalina do material, vist que um altoovatlo calor de fusdo indica alta
cristalinidade. Sendo assim, o grau de cristalofeddas amostras foi avaliado a partir
do pico endotérmico de fusdo, empregando a EqUa8i¢BANNACH e PERPETUO,
2011; CANEVAROLO JR, 2003; DUARTEt al, 2003; HSIACet al, 2006).

cristalinidadg(%) = il:'m (100 (18)

0
m

Onde: AH,, é a entalpia de fusdo da amostra)j.g¢H’, é a entalpia de fusdo do
polimero 100% cristalino, a qual, no caso do PTigual a 145,6 J.§ (CHEN et al,
2007; EBERLet al, 2008).

A Tabela 20 apresenta os resultados gétdmperatura de tansicdo vitrea), T
(temperatura de fuséo cristalinatl,, (entalpia de fusdo) ¥ (grau de cristalinidade)
para as amostras de PTT sintetizadas.

Tabela 20— Propriedades térmicas e grau de cristalinidade p

o PTT.
R Valor Valor
Parametro : -
experimental tedrico
T4(°C) 87,00+1,13 50,00-60,0
Tm (°C) 195,25+9,92 228-248*

AHm(J.g" 99,53+1,65 ]
X (%) 68,4+1,13 -

Legenda: (*) PTT semicristalino.
Fonte: SCHEIRS e LONG, 2003.

As amostras de PTT analisadas apresentaram algraristalinidade em torno
de 60% indicando que para essas amostras a fraséaimidade do polimero € maior

que a fragdo amorfa.



106

As bateladas produzidas e consequentemente osgpofimabtidos apresentaram
as mesmas caracteristicas, confirmando que a megpaladotada para obtencdo do
PTT pode ser reproduzida.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSOES

Este trabalho consistiu em alternativas para p@aldo 1,3-propanodiol a partir

do glicerol. As principais conclusfes obtidas foram

- Uma condi¢éo que influenciou bastante na produigi®,3-PDO foi a concentracao
inicial de glicerol utilizada. QClostridium butyricumDSMZ 10702 foi a linhagem que
apresentou melhor resultado na fermentacdo comLId de glicerol P.A. obtendo-se
4,5 g.I'* de 1,3-propanodiol com rendimento de conversdo lieergl em 1,3-
propanodiol igual a 54,4%.

- A linhagem Clostridium butyricumDSMZ 10702 foi selecionada para realizar um
estudo dos meios de cultivo de influenciaram neéstacdo do glicerol, utilizando a
técnica de planejamento experimental Plackett-Barmados os constituintes do meio,
glicerol, extrato de levedura,,HPO,, KH,PO,, FeSQ.7H,0O, (NH,),SQ4, PABA e 0
pH inicial influenciaram na producéo do 1,3-PDOnCbase nos melhores resultados
para a producéo do 1,3-PDO, 4,974 4,99 g.[}, as duas condicBes de cultivo que
originaram nestes resultados, foram utilizadas adeamentacé&o do glicerol bruto.

- Na fermentac&o do glicerol bruto com a concedtanicial de 10,0 g.t, utilizando
Clostridium butyricumDSMZ 10702, a agitacdo nao apresentou influenagiau
producéo do 1,3-PDO que ficou em torno de 5,0'gQ extrato de levedura apresentou
influéncia na producdo do 1,3-propanodiol, com imedto entre 93 e 94% de

conversao do glicerol em 1,3-PDO.

- O modelo de Monod se ajustou bem aos dados expetais da fermentacdo do
Clostridium acetobutylicuPATCC 4259.

- No processo de polimerizagédo do poli(tereftatidrimetileno) as condi¢cdes adotadas
na policondensacédo foram satisfatorias levandoodugéo do poliéster, que pode ser
confirmado de acordo com as analises de IV e DSC.
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- Na analise de infravermelho foram identificadegpiros caracteristicos do éster (1088
cm?), aromatico (720 ci) e carbonila (1709 ci). JA para a analise de DSC o
comportamento térmico obtido para as amostras de dpfesentou a temperatura de
fusdo de 195,25+9,892. A partir dessa andlise foi possivel determinae cu

cristalinidade do polimero ficou em torno de 60%.
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CAPITULO 6

6. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

- Volumes maiores em biorreator,;

- Condicbes operacionais controladas, como tempearatpH;

- Fermentacédo continua, batelada alimentada;

- Trabalhar com concentracdes maiores de glicertdmaentacéo;

- Utilizar o glicerol bruto do processamento do bése@i a partir de outras fontes
de lipideos de origem vegetal ou animal;

- Utilizar o 1,3-propanodiol obtido na fermentacacsirdese do poli(tereftalato

de trimetileno).
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