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A presente monografia de conclusdo de curso esta formatada nas normas da revista
Process Biochemistry para short comunication e faz parte da linha de pesquisa do Laboratorio
de Biologia e Tecnologia de Micro-organismos (LBTM) da Universidade Federal de Ouro

Preto.

O tema central refere-se a ensaios de fermentacdo do glicerol residual por Enterobacter
sp. 9R, em que séo avaliados diferentes meios de cultivo com intuito de utilizar esse subproduto
para geracdo de metabdlitos de valor agregado atraves de processos fermentativos, que pode
ser uma solucéo viavel econdmica e ecologicamente para evitar problemas futuros advindos da

acumulacéo de glicerol e tornar a producdo de biodiesel mais competitiva.



RESUMO

A producdo de biodiesel vem aumentando globalmente por ser uma fonte renovavel de energia,
pela disponibilidade de recursos de biomassa e por ter um papel fundamental na reducéo do
efeito estufa. Em razdo desse aumento, hd um consequente acimulo de residuos, dentre eles o
glicerol bruto, que é um subproduto gerado durante o processo de producdo de biodiesel, e esse
crescimento levou a uma dréastica diminuicdo do preco do glicerol nos ultimos anos. Devido a
natureza reduzida da molécula de glicerol, diferentes micro-organismos sdo capazes de
converté-lo em uma série de metabolitos. No entanto, o processo de fermentacéo deste substrato
ainda ¢ dificultado pela presenca de impurezas e pelas altas concentracfes necessarias para
conferir aplicabilidade ao processo. Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
a capacidade fermentativa de uma cultura de Enterobacter sp., em resposta a trés meios de
cultivo, visando compreender os efeitos de alteracdes na sua composic¢ao sobre a producao de
metabdlitos orgénicos, utilizando glicerol residual a 95 g/L como substrato. Os resultados
indicaram que a melhor producdo acumulada de 1,3-propanodiol ocorreu utilizando meio
minimo com levedura comercial (18,33 g/L) e que o0 meio de cultivo contendo dgua tamponada
e extrato de levedura preparado promoveu uma producdo de 13,57g/L de etanol e 5,9 g/L de
acido latico, com rendimentos de 0,66 e 0,14, respectivamente. Sendo assim, devido a busca
por um meio de cultivo mais simplificado e de baixo custo o meio contendo dgua tamponada e

levedura residual se mostrou promissor.

Palavras chave: Glicerol, Enterobacter sp., fermentacéo, etanol, 1,3-propanodiol, &cido latico



ABSTRACT

Biodiesel production has been increasing globally because it is a renewable source of energy,
the availability of biomass resources and playing a key role in reducing the greenhouse effect.
In reason to this increase, there is a consequent accumulation of residues, including crude
glycerol, which is a byproduct generated during the biodiesel production process, and this
growth has led to a drastic decrease in the price of glycerol in recent years. Due to the reduced
nature of the glycerol molecule, different microorganisms are able to convert it into a series of
metabolites. However, the fermentation process of this substrate is still hampered by the
presence of impurities and the high concentrations necessary to confer applicability to the
process. Thus, the present work aimed to evaluate the fermentative capacity of a Enterobacter
sp. Culture in response to three culture media, aiming to understand the effects of their
composition on the production of organic metabolites, using residual glycerol at 95 g/ L as
substrate. The results indicated that the best accumulated production of 1,3-propanediol
occurred using minimum media with commercial yeast (18.33 g / L) and that the culture media
containing buffered water and prepared yeast extract promoted a production of 13.57g. / L
ethanol and 5.9 g / | lactic acid, with yields of 0.66 and 0.14, respectively. Thus, due to the
search for a more simplified and low cost culture medium, the media containing buffered water

and residual yeast becomes promising.
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1 INTRODUCAO

A estrutura da sociedade moderna é fundamentada no uso de combustiveis fdsseis,
principalmente carvdo mineral e petroleo, para a geracdo da energia e de compostos quimicos
necessarios as atividades cotidianas. Entretanto, além da incerteza sobre a disponibilidade das
reservas desses combustiveis, diversos problemas ambientais estdo associados a sua producao
e consumo (LI et al., 2013). A liberacdo de altas quantidades de CO, na atmosfera é alvo de
intensas discussoes e é correlacionada a situacbes como o efeito estufa e aquecimento global.
Por isso, o desenvolvimento sustentavel é uma abordagem que tenta satisfazer as necessidades

humanas de uma maneira viavel (BILGEN et al., 2008).

Entre os principais recursos energéticos renovaveis em uso, estdo a energia eolica, solar,
hidroelétrica, biomassa (a qual inclui produtos e residuos agroindustriais) e os biocombustiveis
(bioetanol e biodiesel). O biodiesel, produzido principalmente a partir de 6leos vegetais e
gordura animal, € uma alternativa bastante vantajosa, principalmente no Brasil, devido a
disponibilidade de matéria-prima, extensao territorial, condi¢des climaticas e de solo propicias
para a agricultura (PRATES et al, 2007). Em nosso pais, desde 2005 o biodiesel vem sendo
misturado ao diesel convencional vendido em postos varejistas, sendo que a partir de 2008 a
adicdo de 2% de biodiesel ao diesel tornou-se obrigatdria. Tal situacdo acarretou no aumento
da demanda nacional de biodiesel, tornando o Brasil o segundo maior produtor mundial

(PADULA et al., 2012).

Sendo o glicerol o principal subproduto da producao de biodiesel, o crescimento deste
setor acarretou em uma reducdo drastica nos precos do glicerol residual nos Gltimos anos.
Devido a presenca de impurezas no glicerol derivado do biodiesel, como metanol, sais e sabes,
a aplicacdo direta no ambiente é proibida porque acarreta na queima da cobertura vegetal e é

prejudicial aos organismos aquaticos (SARMA et al., 2013). Com o intuito de evitar problemas



futuros advindos da acumulacdo desse subproduto e tornar a producdo de biodiesel mais

competitiva, é necessaria a busca de alternativas para o uso do glicerol bruto gerado.

Assim, a valorizacdo do glicerol como substrato para producdo de metabolitos de valor
agregado via processos fermentativos microbianos tem sido avaliada e estudos tém investigado
metabdlitos produzidos por organismos capazes de fermentar anaerobiamente o glicerol. No
entanto, o potencial de alguns destes micro-organismos para produzir a nivel industrial pode
ser limitado devido a patogenicidade, exigéncia de condicdes anaerdbicas rigorosas, falta de
ferramentas genéticas e conhecimento fisiol6gico necessario para a manipulacdo efetiva de
certos organismos, restringindo assim a projecdo de estratégias eficazes para melhorar a

producdo de compostos de interesse (CLOMBURG e GONZALEZ, 2013).

Dentre as bactérias capazes de metabolizar o glicerol, destacam-se espécies dos géneros
Klebsiella, Citrobacter, Clostridium, Lactobacillus, Bacillus, Propionibacterium,
Anaerobiospirillum e Enterobacter, género utilizado no presente trabalho. A escolha desse
género se deu pelo fato desse possuir metabolismo anaerdbio facultativo, e ser capaz de
converter o glicerol residual através de fermentacdo escura & metabolitos de valor agregado
como hidrogénio, etanol, 1,3-propanodiol, e acidos (como acético, butirico, latico, succinico e

féormico) (RIVALDI et al., 2007).

Os metabolitos de interesse investigados no presente estudo séo etanol, 1,3- propanodiol
e &cido latico. Estes possuem diversas aplicaces industriais, o etanol por exemplo, é usado
principalmente como combustivel para transporte, mas também pode ser utilizado na industria
como solvente e intermediario quimico. O acido latico tem sido utilizado na industria de
alimentos ha varios anos, mas pode ser processado para produzir &cido acrilico ou 1,2-
propanodiol usado em resinas de poliéster e poliuretano usado como degelo ou anti-congelante

(ALMEIDA et al., 2012). Ja 1,3-propanodiol tem aplicacdo abrangente, desde a producéo de



polimeros, tintas, resinas de poliéster, lubrificantes, anti-congelante, até producdo de

cosméticos (RIVALDI et al., 2007).

A influéncia de fontes de nitrogénio, organicas e inorganicas, como possiveis variaveis
na producdo fermentativa de metabolitos tem sido constantemente estudada. Sendo que a
grande maioria dos trabalhos utiliza extrato de levedura comercial como fonte de nitrogénio,
nutriente essencial para a producdo de bioprodutos via fermentacdo anaerdbia (SILVA, 2017).
Desta maneira, o presente trabalho buscou uma alternativa mais econdmica para meio nutriente

utilizado no ensaio de fermentacéo.

2 MATERIAIS E METODOS
Origem do glicerol

O glicerol residual foi obtido de uma usina de biodiesel da PETROBRAS
BIOCOMBUSTIVEIS S.A. — unidade Darcy Ribeiro (UBDR), localizada em Montes Claros,
Minas Gerais.

Origem das leveduras residuais

As informagdes relacionadas & obtencdo, processamento e uso de leveduras residuais

foram omitidas deste documento pela necessidade de sigilo por questdo de patente.
Origem do in6culo

A bactéria utilizada foi Enterobacter sp 9R, obtida por meio de isolamento de uma
amostra de lodo de um reator anaerdbio alimentado com glicerol residual. A coleta da biomassa

anaerdbia foi feita em reatores UASB alimentados com esgoto sanitario, localizado na Estacéo

de Tratamento de Esgoto Arrudas (ETE Arrudas).
Ensaios de fermentacéo

Em todos os experimentos, houve esterilizacdo em autoclave a 120°C por 15 minutos das

solucdes de glicerol (concentracao de 95 g/L). Ainda, para garantir anaerobiose, foi realizada a
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purga dos frascos com gas N2 (99,9999% de pureza) durante 2 min. Os ensaios foram realizados
em frascos fechados de 50 mL, com 30 ml de fase liquida, 20 ml de headspace vedados com

tampa de borracha, lacre metélico e cola quente.

Com a densidade oOptica inicial pré-estabelecida (Absseonm = 0,035), calculou-se o volume
de micro-organismos, glicerol e 4gua a adicionar em cada frasco para manter o volume final de
30 ml. A cultura bacteriana utilizada, Enterobacter sp. 9R, foi cultivada em placas de Petri
contendo agar nutriente e glicerol a 10 g/L incubadas por 16 h em estufa a 30°C, inoculado
posteriormente em frascos de 50 mL, contendo meio nutriente e glicerol a 95 g/L. Para os

ensaios de fermentacéo, os frascos foram mantidos por 264 h em shaker a 35°C a 180 rpm.
Meios de cultivo

Foram utilizados trés diferentes meios de cultivo para comparagéo dos rendimentos finais
de bioprodutos, sendo 0 M1 o meio convencionalmente usado, 0 M2 e M3 com mudancas na
composicao conforme a descri¢ao a seguir:

M1: Meio minimo, com extrato de levedura comercial (MMCYE)

M2: Meio minimo, com extrato de levedura preparado (MMRYC)

M3: Sem meio minimo, &gua tamponada e extrato de levedura preparado (BWRYC)

O meio de cultivo minimo foi adaptado de Homann e colaboradores (1990), composto de
3,4 g/L KeHPOs, 1,3 g/L KH2POs, 2,0 g/L (NH)2SOs 0,005 g/L FeSO4.7H:0, 0,2 g/L
MgS04.7H:0, 0,02 g/L CaCl2.2H-0, 0,25g NaHCOs. Juntamente ao meio minimo foi acrescido

1 g/L de extrato levedura comercial, no caso do meio MMCYE (M1) e 1 g/L de extrato de

levedura preparado no meio MMRYC (M2).

Para o preparo do meio BWRY C (M3) foram utilizados de 8,7092 g/L de K:HPQs4, 6,8044
g/L de KH2POs e 1 g/L de extrato de levedura preparado. O pH utilizado para todos os meios

foi de 6,5 e corrigido quando necessario com uma solucéo a 10% de NaOH ou de HCI.



Identificacdo e quantificacédo do substrato e dos produtos gerados na fermentagao

Amostras de 1,5mL foram retiradas periodicamente do ensaio de fermentacao para analise
dos metabdlitos (tempos Oh, 8h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h, 168h, 240h e 264h). As amostras
foram filtradas em membranas de 0,45 um e analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A separacdo dos metabdlitos foi monitorada com o uso de um detector UV-Vis
(SPD-10AV Shimadzu®, no comprimento de onda de 210 nm seguido de um detector de indice
de refracdo (RID-6A Shimadzu®). A fase mdvel empregada foi &cido sulfarico a 6 mM (grau
HPLC, Sigma) na vazdo de 0,5 mL/min e a temperatura do forno (CTO-10A Shimadzu®)

ajustada em 36 °C.

Para verificar os compostos produzidos, os tempos de retencdo dos sinais dos
cromatogramas foram comparados com 0s cromatogramas obtidos da separacdo da mistura de
padrbes de diferentes metabdlitos. Na quantificacdo empregou-se curvas padrfes na faixa de
concentracdo de 100 mg/L a 2000 mg/L para alcoois, polialcoois e acidos organicos e 100 mg/L
a 40000 mg/L para o glicerol. Ap6s cada retirada de amostra e os frascos foram purgados por 2

min com N2 (99,9%) para garantir anaerobiose e evitar acimulo de pressao.
Anélises estatisticas

Embora os resultados dos ensaios de fermentacdo tenham apresentado producao de acido
succinico, férmico, acético, propiénico e butirico, os rendimentos foram irrelevantes e,
portanto, ndo serdo analisados neste estudo. Os resultados obtidos dos principais metabdlitos;
etanol, 1,3-propanodiol e &cido latico foram analisados pelo Minitab para analise da variancia
(ANOVA). Comprovada a normalidade do sistema, realizou-se o Teste de Tukey, um teste de

comparacgdo das médias utilizando confianca de 95%.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando que a fermentacdo do glicerol pode produzir, além do hidrogénio,
outros compostos de interesse e que a quantificacdo desses pode indicar quais as
principais vias metabdlicas ativas nos isolados, foi realizada a analise do caldo
fermentado em diferentes intervalos de tempo. Na Figura 1, estdo representados o consumo de
glicerol e as curvas de crescimento de Enterobacter sp. 9R nos diferentes meios de cultivo, e a

producdo desses metabolitos em funcéo do tempo estdo demonstrados na Figura 2.

Os resultados demonstraram que ndo houve diferenca significativa no crescimento celular
entre meios analisados e 0 maior consumo de glicerol ocorreu no meio BWRYC (M3), 57,78
% (Figura 1). A degradacgdo do glicerol residual e o crescimento celular sofrem influéncia de
fatores externos que interferem nas vias fermentativas do micro-organismo, como pH,
temperatura e alcalinidade, além do acimulo de intermediarios e a presenca de compostos
considerados toxicos (como &cidos graxos de cadeia longa, sais inorganicos de cloretos e
sulfatos), e também o excesso do proprio substrato ou produtos podem afetar a geracdo de

metabolitos (Yong et al., 2001).

Com relacdo aos metabdlitos, como observado na Figura 2 e Tabela 1, o maior rendimento
(mol produto/mol glicerol consumido) ocorreu para o etanol, seguido por 1.3-PDO e acido
latico. Os meios MMRYC (M2) e BWRYC (M3) se destacaram na produgdo de etanol,
apresentando rendimentos de 0,69 e 0,66 mol/mol glicerol, respectivamente, com uma maior
producdo acumulada para o meio BWRYC, correspondente a 13,57 g/L de etanol,
demonstrando que mesmo com o rendimento similar a MMRYC, sua produc¢do acumulada foi

maior.

Chanthoom e colaboradores (2016), obtiveram resultados da producdo de etanol

superiores aos do presente estudo. Utilizando glicerol residual a 25 g/L, alcancaram um



rendimento de 0,90 mol de etanol/mol de glicerol na fermentacdo de Enterobacter aerogenes.
Jano trabalho de Wu e colaboradores (2011), na fermentacdo por Kiebsiella sp. HE, os autores
utilizaram uma concentracdo de glicerol residual mais aproximada a do presente trabalho (70
g/L); e obtiveram um rendimento inferior, (0,26 mol de etanol/mol glicerol). Desta maneira,
comparando os resultados encontrados com trabalhos que também utilizaram glicerol residual,

os rendimentos deste estudo estdo dentro do esperado de acordo com a literatura.

O segundo melhor rendimento foi referente a producdo de 1,3-propanodiol com 0,6
mol/mol glicerol e producéo de 18,32 g/L no meio MMRY C (M2). E outro metabolito de valor
agregado obtido durante a fermentacdo foi o acido latico, que no meio de cultivo BWRYC (M3)

teve producéo de 5,89 g/L, correspondendo a um rendimento de 0,14 mol/ mol de glicerol.

Os modelos metabolicos para o metabolismo fermentativo do glicerol abrangem os genes,
enzimas e vias metabdlicas diretamente relacionadas a capacidade do micro-organismo de
utilizar o glicerol como fonte de carbono. Quando internalizado a célula, o glicerol pode ser
direcionado a trés principais vias de bioconversdo: formacdo de massa celular, via oxidativa
(pela qual podem ser produzidos o acido latico e o etanol) e reducdo a 1,3-propanodiol

(Clomburg & Gonzalez, 2013).

Para o produto 1,3-propanodiol nota-se que a presenca de extrato de levedura comercial
(meio MMCYE, M1) favoreceu a sua producdo em detrimento a producdo de etanol e &cido
latico. Esse efeito antagbnico pode ser explicado pelas vias metabdlicas responsaveis pela
geracdo desses produtos, uma vez que a formacdo de bioprodutos pela via oxidativa utiliza

equivalentes redutores necessarios a formacao de 1,3-PDO.

Na via de redutiva, o glicerol é convertido em 1,3-propanodiol através do intermediario
3-hidroxipropionaldeido, reacdo catalisada pela enzima glicerol-desidratase dependente de

coenzima B12. Logo este intermediario € reduzido a 1,3-PDO pela enzima 1,3-propanodiol-
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desidrogenase dependente de NADH (Sarma et al., 2012). Esta via redutora é a mais bem
caracterizada e é responsavel por consumir o NADH liberado pela formacéo de massa celular,
proporcionando assim um equilibrio redox na auséncia de receptores externos de elétrons
(Clomburg & Gonzalez, 2013). J& a via oxidativa, é destinada a geracdo de energia e produgdo
de compostos, como &cidos organicos (como o acido latico), hidrogénio e outros combustiveis

(como etanol) (Sarma et al., 2012).

A diferenca apontada para as rotas preferenciais impostas pelo uso da levedura comercial
e residual pode estar relacionada a integridade de moléculas importantes do metabolismo, tais
como vitaminas, no extrato de levedura comercial. Considerando a conversdo redutiva do
glicerol a 1,3-propanodiol, ja foi reportado a importancia da vitamina B12 na reacdo de
transformagdo do glicerol a 3-hidroxipropionaldeido, primeira etapa da producdo de 1,3-
propanodiol, pela enzima glicerol-desidratase (Biebl et al., 1999). A possivel auséncia ou baixa
disponibilidade dessa vitamina (para 0os meios M2 ou M3) pode ter ocorrido devido ao método
de rompimento celular utilizado neste trabalho, o qual pode ter acarretado na degradacdo de
alguns nutrientes mais sensiveis durante a liberacdo do contetdo intracelular. A falta ou menor
disponibilidade de B12 nos meios M2 e M3 pode ter desfavorecido a agdo da enzima glicerol-

desidratase, favorecendo, desse modo, a atividade da via oxidativa do glicerol.

4 CONCLUSAO

A cepa Enterobacter sp. 9R apresentou capacidade de consumir glicerol bruto o
convertendo em bioprodutos de interesse econémico. O consumo maximo da fonte de carbono
foi de 57,78% e o bioproduto com maior rendimento foi o etanol com producéo de 13,57 g/L
no meio BWRYC (M3, 4gua com solucdo tampdo e extrato de levedura preparado), meio que

também proporcionou a maior producdo de acido latico (5,9 g/L), com rendimentos de 0,66 e



0,14 mol/mol de glicerol, respectivamente. Ja a maior producéo de 1,3-propanodiol (18,33 g/L)
ocorreu em meio minimo com extrato de levedura comercial (MMCYE), com um rendimento
de 0,60 mol/mol de glicerol. Desta maneira, conclui-se que utilizando o meio BWRYC o ensaio
de fermentacdo apresentou melhor producgdo dos metabdlitos de interesse por Enterobacter sp.

9R, sendo este um meio de cultivo promissor devido sua composicao simples e de baixo custo.
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Figura 1. Consumo de glicerol e curva de crescimento de Enterobacter sp. 9R para 0os meios de

fermentacio MMCYE, M1 (), MMRYC, M2 (m) e BWRYC, M3 (A).
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Figura 2. Producao dos metabdlitos obtidos na fermentacdo do glicerol utilizando os meios de

cultivo MMCYE, M1 (o), MMRYC, M2 (m) e BWRYC, M3 (A)..
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Tabela 1. Dados experimentais do consumo de glicerol, producdo acumulada e rendimento dos

metabolitos durante a fermentacéo.

Meio de Glicerol Producio acumulada (g/L) Rendimento (mol/mol de glicerol)
Cultivo consumido (%) , .

Etanol Ac. Latico 1.3-PDO Etanol Ac. Latico 1.3-PDO
MMCYE 37,76 3,91 2,29 18,32 0,21 0,06 0,60
MMRYC 26.46 8,82 2,94 4,23 0,69 0,12 0,20
BWRYC 57,78 13.57 5,89 6,52 0,66 0,14 0,19
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