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APRESENTAÇÃO

 A obra “Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza” consiste de 
uma série de livros de publicação da Atena Editora. Com 96 capítulos apresenta uma 
visão holística e integrada da grande área das Ciências Biológicas e da Natureza, com 
produção de conhecimento que permeiam as mais distintas temáticas dessas grandes 
áreas.

 Os 96 capítulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade 
acadêmico-científica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente 
em geral (físico, biológico e antrópico), suprindo lacunas que possam hoje existir e 
contribuindo para que os profissionais tenham uma visão holística e possam atuar em 
diferentes regiões do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Análise Crítica 
das Ciências Biológicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciências Biológicas 
como da Natureza (principalmente química, física e biologia) e suas tecnologias 
são fundamentais para promoção do desenvolvimento de saberes, competências e 
habilidades para a investigação, observação, interpretação e divulgação/interação 
social no ensino de ciências (biológicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento 
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

 Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes 
informações que o livro traz, e que, o mesmo possa atuar como um veículo adequado 
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciências Biológicas e da Natureza, com 
base nos resultados aqui dispostos. 

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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PRODUÇÃO DE ÁCIDOS PROPANOICO E ACÉTICO 
POR PROPIONIBACTERIUM ACIDIPROPIONICI 

ADSORVIDA EM MONTMORILONITA K-10

CAPÍTULO 6

Taciani do Santos Bella de Jesus
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RESUMO: A produção de ácido propanoico 
via biotecnologia vem se tornando uma 
metodologia extremamente importante por 
possuir princípios de Química Verde e neste 
trabalho foi obtido um acréscimo de 30% na 

produção de ácido propanoico quando utilizadas 
células de Propionibacterium acidipropionici 
adsorvidas em montmorilonita K-10. Também 
foi desenvolvido um processo de pré-purificacão 
do ácido propanoico do caldo fermentativo, de 
forma contínua, utilizando 1-octanol através do 
uso da técnica de perstração.
PALAVRAS-CHAVE: ácido propanoico, ácido 
acético, Propionibacterium acidipropionici, 
montmorilonita K-10, perstração.

ABSTRACT: The production of propanoic acid by 
biotechnology process is an extremely important 
methodology because it has Green Chemistry 
principles and in this work, a 30% increase in 
propanoic acid production was obtained when 
using Propionibacterium acidipropionici cells 
adsorbed in montmorillonite K-10. In addition, 
a process was developed of pre-purification of 
the propanoic acid from the fermentative broth, 
continuously using 1-octanol through the use of 
the perstraction technique.
KEYWORDS: propanoic acid, acetic 
acid, Propionibacterium acidipropionici, 
montmorilonita K 10, pertraction.

1 |  INTRODUÇÃO

O ácido propanoico é um dos principais 
produtos utilizados em processos industriais. 



Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza  3 Capítulo 6 63

Na indústria química é utilizado como reagente para a obtenção de plastificantes, 
solventes, agentes emulsionantes, monômeros, resinas, tintas e soluções de 
galvanoplastia; na agricultura é utilizado como componente de herbicidas (DISHISHA 
et al., 2012); na área farmacêutica como reagente em produção de princípios ativos 
(PARIZZI et al., 2012); na indústria alimentícia como conservante, agente antifúngico, 
na constituição de sabores de frutos artificiais e panificação; na indústria de cosméticos 
é utilizado como constituinte de perfumes e demais produtos (CAŞCAVAL et al., 2013 
e CAŞCAVAL et al., 2009). Também é utilizado como constituinte de produtos de 
alimentação animal (da COSTA et al., 1999).

O mercado mundial de ácido propanoico foi de 399,4 quilotoneladas em 2014 
e há expectativas de que em 2020 supere 470 quilotoneladas, com um crescimento 
2,7% aa no período de 2014 a 2020 e em valores deste ácido e de seus derivados 
atingiu a marca de aproximadamente U$ 1,6 bilhões em 2018 (BUSISNES WIRE, 
2016; MARKETS AND MARKETS, 2018).

Comercialmente o ácido propanoico é produzido utilizando-se gás de petróleo 
liquefeito e propanol; por síntese química utilizando-se propionaldeído ou hidrólise de 
ésteres (ZHU et al., 2012). 

No entanto, processos biotecnológicos vêm sendo desenvolvidos com o objetivo 
de diminuir os custos de produção, bem como de utilizar matérias primas renováveis, 
por serem processos ambientalmente corretos. 

Na separação do ácido propanoico em escala industrial requer um alto consumo 
de cal e de ácido sulfúrico, produzindo assim grandes quantidades de efluentes 
ácidos e resíduos sólidos de sulfato de cálcio (CAŞCAVAL et al., 2013; WASEWAR e 
PANGAKAR, 2006).

Os processos biotecnológicos para a produção de ácido propanoico utilizando 
Propionibacterium acidipropionici são descritos na literatura, no entanto, ocorrem a 
produção de subprodutos, como os ácidos acético, succínico, pirúvico, bem como 
dióxido de carbono e acetato. Quando se utiliza glicose, como fonte de carbono, são 
obtidos além dos ácidos propanoico e acético o dióxido de carbono. 

Com glicerol, ocorre a produção dos ácidos acético, fórmico e succínico, além 
de propanol (DUARTE et al., 2015; COÊLHO, 2011; ZHANG e YANG, 2009). Sob 
condições de estres celular, por aumento da temperatura e/ou pela própria concentração 
do ácido propanoico produzido, a propionibactéria desvia a sua rota de produção do 
ácido propanoico para o ácido acético (LIU et al., 2011; SUWANNAKHAM, 2005; GU 
et al., 1999; GU et al., 1998).

Dentre os processos biotecnológicos em desenvolvimento encontram-se a 
reciclagem de células, reatores de leito fibroso, adsorção em argilas, sistemas de 
extração com aminas terciárias ou com carvão ativado (da COSTA et al., 1999) e 
extração à base de membranas, com o intuito de produtividade.

Neste trabalho desenvolvemos um processo de perstração, pré-purificação, 
do ácido propanoico, com excelentes resultados de produção via biotecnologia 
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empregando células de Propionibacterium acidipropionici adsorvidas em montmorilonita 
K-10, seguido de separação com o uso de membranas.

No processo de perstração utiliza-se de membranas com o auxílio de aminas 
terciárias, pequena quantidade de solvente, tanto a amina quanto o solvente são 
reciclados durante o processo (BOYADZHIEV e LAZAROVA, 1995; WINDMOLLER, 
1995). 

Dessa maneira, a perstração consiste em uma extração com solventes orgânicos 
que utiliza uma membrana líquida como barreira, a qual funciona por diferença de 
gradiente de pH, ácido-base, formando um complexo. (CAŞCAVAL et al., 2013; 
CAŞCAVAL et al., 2009).

A perstração atua num sistema de três fases, onde o produto é extraído do meio 
(fase doadora), normalmente aquoso, através de um solvente orgânico imiscível em 
água (fase extratora) imobilizado nos poros da membrana, passando para uma solução 
aquosa, fase aceptora, presente no lúmen da membrana (CAŞCAVAL et al., 2013). 

A fase orgânica atua como uma barreira entre as fases aquosas, as fases aceptora 
e doadora, impedindo o contato entre elas (de OLIVEIRA et al., 2008).

A não estabilidade do sistema pode ocasionar uma mistura das fases, orgânica 
e aquosa (WINDMOLLER, 1995), dificultado todo o processo de produção, pois pode 
ocasionar o contato direto do solvente com o microrganismo, ocorrendo inibição e a 
estagnação do processo.

Para contornar este problema se faz o uso de adsorção de células da bactéria 
Propionibacterium acidipropionici em montmorilonita K-10 (DUARTE et al., 2015; 
MORAN et al., 1999). 

A montmorilonita é uma a argila utilizada em processos catalíticos heterogêneos, 
composta essencialmente por minerais do grupo das esmectitas, apresentando fórmula 
química geral Mx(Al4-xMgx)Si8O20(OH)4, possui partículas de tamanhos que podem 
variar de 0,1-2 µm, com tamanho médio de aproximadamente 0,5 µm e formato de 
placas ou lâminas (PAIVA et al., 2008). Apresenta acidez superficial que é decorrente 
dos grupos hidroxilas terminais e da interação entre oxigênios. 

Em sua cavidade residem cátions trocáveis como Na+, Ca2+, Li+, fixos 
eletrostaticamente e com a função de compensar cargas negativas (potencial zeta 
negativo) geradas por substituições isomórficas que ocorrem no reticulado. Cerca de 
80% dos cátions trocáveis na montmorilonita estão presentes nas galerias e 20% se 
encontram nas superfícies laterais (BRAIBANTE e BRAIBANTE, 2014; PAIVA et al., 
2008). 

A água e outras moléculas polares, como ácidos orgânicos entre outras, podem 
penetrar entre as camadas, causando a expansão da montmorilonita K 10, aumentando 
sua área superficial, 500 a 760 m2/g, sendo essa propriedade a mais interessante para 
a sua aplicação, como suporte celular.  

Essa propriedade de expansão é reversível, ao menos que a estrutura seja 
completamente colapsada pela remoção de todas as moléculas polares interlamelares, 
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as quais podem dificultar ou impossibilitar a expansão da estrutura (BRAIBANTE e 
BRAIBANTE, 2014).

2 |  METODOLOGIA

Foi utilizada a bactéria Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875, que se 
encontra em nosso laboratório e armazenada na forma de BCM (Banco de Células 
Mestre) e BCT (Banco de Células de Trabalho) e, estes bancos foram preparados de 
acordo com os preceitos internacionais para boas práticas de produção e de laboratório 
(COECKE et al., 2005; STACEY, 2004; HEALTH PRODUCTS AND FOOD BRANCH 
INSPECTORATE, 2002).  

Os reagentes fosfato monobásico de potássio (KH2PO4), fosfato de amônio 
dibásico ((NH4)2HPO4),  sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4·7H2O), sulfato de 
magnésio heptahidratado (MgSO4·7H2O), sulfato de manganês heptahidratado 
(MnSO4·7H2O), sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4·7H2O), sulfato de cálcio 
hexahidratado (CaSO4·6H2O), sulfato de cobalto hexahidratado (CoSO4·6H2O) foram 
adquiridos da Sigma-Aldrich Co, glicose da Synth, extrato de levedura industrial da 
Kerry, 1-octanol e montmorilonita   K-10 da Merck.

Para a expansão celular da Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 foi 
utilizado meio de cultura, pH 6,8, com composição de 1 g/L de KH2PO4, 2 g/L de 
(NH4)2HPO4, 5 mg/L de FeSO4·7H2O, 10 mg/L de MgSO4·7H2O, 2,5 mg/L de MnSO4·7H2O, 
5 mg/L de ZnSO4·7H2O, 10 mg/L de CaSO4·6H2O, 10 mg/L de CoSO4·6H2O, 10 g/L de 
extrato de levedura, e 10 g/L para o inóculo e 80 g/L para os processos em biorreator. 
As expansões celulares, pré-inóculo e inóculo, foram mantidos em shaker, sob 
anaerobiosidade, por 24 h e 48h respectivamente, à temperatura de 30 ᵒC e 120 rpm 
(CORAL al., 2008).

No processo de pré-purificação se utiliza 1-octanol, assim foi necessário verificar 
a toxicidade deste álcool, pois este poderia entrar em contato com as células da 
Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 dificultando o processo de produção.

Assim, foram realizados cultivos da Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875, 
tanto na ausência como presença do 1-octanol, bem como o uso de montmorilonita 
K-10 como suporte celular.

2.1 Processo de produção de ácidos propanoico e acético utilizando células 

livres, na ausência e presença de 1-octanol

Após as expansões celulares, pré-inóculo e inóculo, o conteúdo de 8,0 g de células 
foram ressuspendidas em 400 mL de novo meio de cultura, contendo 80 g/L de glicose 
como fonte de carbono, e distribuídos em 8 frascos de 50 mL cada, hermeticamente 
fechados, para ocasionar anaerobiosidade. Em 4 frascos foram adicionados 540 mg/L 
de 1-octanol. 
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Todos os frascos foram colocados em estufa microbiológica por 96 horas à 
temperatura de 30 oC. Amostras foram retiras a cada 24 horas para análise de produção 
de ácido propanoico e acético, glicose residual e pH.

2.2 Processo de produção de ácidos propanoico e acético utilizando células 

adsorvidas em montmorilonita K-10, na ausência e presença de 1-octanol

Após as expansões celulares de pré-inóculo e inóculo, 8,0 g de células, 
provenientes do inóculo, foram ressuspensas em 400 mL em novo meio de cultura, 
suplementado com 80 g/L de glicose como fonte de carbono, e este transferido de 
forma asséptica para um frasco de 50 mL contendo 0,9 g montmorilonita K-10 (Duarte, 
2014), da mesma maneira, em 4 frascos foram adicionados 540 mg/L de 1-octanol. 

Todos os frascos foram fechados hermeticamente e colocados em shaker e 
mantidos sob agitação de 100 rpm para que ocorresse a adsorção da bactéria ao 
suporte, mantendo-se a temperatura em 30 oC. Amostras de 1 mL a cada 24 horas 
foram retiradas do caldo fermentativo para análise de glicose residual, produção dos 
ácidos propanoico e acético e checagem de pH.

2.3 Método analítico

Para a análise de concentrações dos ácidos propanoico e acético, bem como o 
de glicose residual, foi utilizada a metodologia analítica descrita por Coral et al. (2008) 
por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência - CLAE, onde o detector utilizado foi o 
de índice de refração, com coluna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm, Bio-rad) e 
fase móvel de solução de H2SO4 5 mmol/L, com fluxo 0,6 mL/min. e temperatura do 
forno de 50 °C. As quantificações dos produtos foram realizadas a partir de curvas de 
calibrações realizadas com padrões externos.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados demonstram que uma pequena quantidade de 1-octanol provoca 
efeitos inibitórios para as células de Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875, a 
pequena concentração de 540 mg/L de 1-octanol já possui este caráter de inibição, 
como demonstrado na Tabela 1. 

1-Octanol 
(mg/L) Glicose (g/L) Ácido propanoico

(g/L) Ácido acético (g/L) pH

0 69,96 1,85 0,90 4,21

540 70,37 0,88 0 4,40
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1080 75,69 0,68 0 4,88

1620 80,00 0 0 6,26

Tabela 1 - Produção de ácidos propanoico e acético em processo de batelada em frascos, com 
diferentes concentrações de 1-octanol.

Na Figura 1, estão descritos os perfis de produção dos ácidos propanoico e 
acético, bem como o consumo de glicose, além da variação de pH durante todo o 
processo de batelada, por 96 horas.
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Figura 1 - Perfis do consumo de glicose (A), produção dos ácidos propanoico (B) e acético (C), 
e variação de pH (D) durante processo de batelada, por 96 horas.

Praticamente não há consumo de glicose, devido a alta concentração de glicose 
residual, 70,37 g/L, indicando que não ocorreu crescimento celular e consequentemente, 
a produção dos ácidos propanoico e acético, uma vez que esses ácidos são produtos 
associados ao crescimento celular, sendo obtido somente 0,88 g/L de ácido propanoico 
e não ocorreu a produção de ácido acético. 

Já os processos com células livres de Propionibacterium acidipropionici ATCC 
4875, na ausência de 1-octanol, consumiu 8,02 g/L e glicose e produziu 5,82 e 2,57 
g/L de ácido propanoico e acético, respectivamente.

No entanto, na presença de 1-octanol, esses valores alteram de forma significativa, 
principalmente para a produção de ácido propanoico, com uma produção 40% menor 
quando comparado com a produção com células na ausência de 1-octanol (3,83 g/L), 
e 6 % menor para a produção do ácido acético (2,43 g/L), embora com um consumo 
de glicose similar para os processos, 8,16 g/L. 

Com as células de Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 suportadas em 
montmorilonita K 10, na ausência de 1-octanol, forneceram 6,27 e 1,85 g/L de ácidos 
propanoico e acético, respectivamente, com um consumo de glicose de 10,15 g/L. 

Na presença de 1-octanol o consumo de glicose foi menor, 9,95 g/L, e a produção 
do ácido propanoico foi de 5,47 g/L, 13% menor quando comparada com as células 
suportada sem 1-octanol e 30% maior quando comparadas com as células livres com 
1-octanol, e para o ácido acético a produção foi de 1,55 g/L, 14% menor, fazendo-se 
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a mesma comparação com as células suportadas sem 1-octanol e 37% maior quando 
comparadas com as células livres com 1-octanol.

Assim, a montmorilonita K 10, possui um papel importante para a produção dos 
ácidos propanoico e acético, pois protege as células e evita o desvio metabólico para 
a produção do ácido acético. 

4 |  CONCLUSÕES

Montmorilonita K-10 tem papel fundamental no processo fermentativo na presença 
de 1-octanol, visto que protege as células de Propionibacterium acidipropionici, devido 
a sua superfície ácida e seu potencial zeta negativo, não permitindo que o 1-octanol 
iniba por completo o crescimento microbiano e produção dos ácidos. Mostrando que há 
um acréscimo de 30% na produtividade de ácido propanóico na presença de 1-octanol 
quando comparada com as células livres na presença de 1-octanol.

Também a Montmorilonita K-10 proporcionou a utilização da técnica de 
perstração para pré-purificação dos ácidos propionico e acético de forma contínua e 
esta metodologia poderá ser aplicada em maior escala. 
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