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RESUMO: Processos fermentativos sdo cada
vez mais usados como alternativa para utilizagéo
de reagentes com baixo valor agregado, como
o glicerol residual da industria do biodiesel, que
pode ser metabolizado pela bactéria Klebsiella
oxytoca para conversdao de 2,3-butanodiol.
Sua viabilidade depende de parametros que
influenciam no crescimento das células, no
consumo de substrato e na formacdo de
produto, como o pH do meio fermentativo.
Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi
de avaliar o comportamento do pH durante este
processo fermentativo e o impacto deste no
crescimento celular. Foram realizados ensaios
fermentativos em frascos agitados por seis horas
com pH inicial de 6,7. A variavel avaliada foi a
presenca de duas solugdes tampdes diferentes
no meio: citrato de sodio/acido citrico e K,HPO,/

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2

KH,PO,. Na auséncia de solugdo tampé&o foi
estudado também o comportamento do processo
fermentativo com ajuste de pH em faixa favoravel
para o crescimento celular. Os valores de pH
e os de concentracdo celular foram medidos
em alguns pontos definidos do processo. Os
resultados mostraram que nas primeiras horas
de processo houve uma queda brusca de pH
para uma faixa entre 4,5 a 4,8 e assim mantido
até o final, tanto na presenca quanto auséncia
de tampdo. Em termos de crescimento celular,
as trés condi¢cbes apresentaram um crescimento
lento e uma curva pouco acentuada com
concentragdes finais: 1,0 g/L (&cido citrico/citrato
de sbdio); 1,2 g/L (K,HPO,/KH,PO,) e 1,1 g/L
(sem solucdo tampao). Para a condicdo sem
tampéo e com ajuste de pH, o crescimento foi
favorecido, com concentracao final de células
de 1,8 g/L. Entédo, mesmo se utilizando tampao,
o pH do meio apresentou queda nas primeiras
horas, o que desfavorece o andamento da
fermentacdo. Neste caso, a condigdo de ajuste
de pH constante se mostrou indispensavel,
apresentando crescimento favorecido.
PALAVRAS - CHAVE: glicerol residual; Klebsiella
oxytoca; processos fermentativos; solugao
tampéo

EVALUATION OF PH BEHAVIOR AND
INFLUENCE ON RESIDUAL GLYCEROL
FERMENTATION BY KLEBSIELLA
OXYTOCA

ABSTRACT: Fermentative processes are
increasingly used as an alternative for the use of
reagents with low added value, such as residual
glycerol from the biodiesel industry, which can
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be metabolized by the bacterium Klebsiella oxytoca to convert 2,3-butanediol. Its viability
depends on parameters that influence cell growth, substrate consumption and product
formation, such as the pH of the fermentation medium. In this context, the objective of this
research was to evaluate the pH behavior during this fermentation process and its impact on
cell growth. Fermentation tests were carried out in flasks shaken for six hours with an initial
pH of 6.7. The variable evaluated was the presence of two different buffer solutions in the
medium: sodium citrate/citric acid and K,HPO, / KH,PO,. In the absence of a buffer solution,
the behavior of the fermentation process with pH adjustment in a favorable range for cell
growth was also studied. The pH and cell concentration values were measured during some
defined points at the process. The results showed that in the first hours of the process there
was a sharp drop in pH to a range between 4.5 to 4.8 and thus maintained until the end, both
in the presence and absence of buffer. In terms of cell growth, the three conditions showed a
slow growth and a low curve with final concentrations: 1.0 g/L (citric acid/sodium citrate); 1.25
g/L (K,HPO,/KH,PO,) and 1.1 g/L (without buffer solution). For the condition without buffer and
with pH adjustment, growth was favored, with a final cell concentration of 1.8 g/L. So, even if
using buffer, the pH of the medium dropped in the first hours, which disfavors the fermentation
progress. In this case, the condition of pH adjustment proved to be indispensable, presenting
favored growth.

KEYWORDS: residual glycerol; Klebsiella oxytoca; fermentative process; buffer solution

11 INTRODUGAO

A producgéo de biodiesel a partir de 6leos vegetais ou gordura animal vem sendo
amplamente difundida nos ultimos tempos, sendo que desde o ano de 2008 este vem
sendo incorporado ao diesel tradicional, originado do petréleo, para utilizagdo como
combustivel, especialmente de caminhdes e 6nibus. A presenca deste tipo de combustivel
renovavel, a principio, era pequena, mas com a recente busca do uso de combustiveis
renovaveis em substituicdo de combustiveis fosseis, ela vem crescendo cada vez mais,
sendo que em 2010 estava na faixa dos 5% (VASCONCELOS, 2012). Recentemente, em
2020 o percentual de biodiesel a ser misturado no diesel comum passou a ser de 12%
(ESTADAO, 2020).

Entretanto, um dos subprodutos resultantes da producdo deste combustivel & o
glicerol. Ainda segundo Vasconcelos (2012), 0o aumento da produgéo do biodiesel é causador
um problema: qual deve ser destino que o glicerol formado que se torna excedente, ou seja,
que fica acumulado, uma vez que sua producéo, de propor¢éo de cem quilos para cada
mil quilos de biodiesel — aproximadamente 10% do volume total —, também é aumentada.

O glicerol ou 1,2,3-propanotriol ou glicerina, quando este esta na sua forma com
95% de pureza, é um poli alcool com trés hidroxilas em sua estrutura, e € uma substancia
incolor, viscosa, higroscopica, isto é, que absorve umidade, solivel em agua e alcool, pouco
soluvel em éter, acetato de etila e dioxano e insoltvel em hidrocarbonetos (BARROS, 2006).
Ele é produzido na reagdo de transesterificacdo de triglicerideos e alcool (Figura 1), que
€ a reacgéo utilizada na producéo do biodiesel. Conforme Barros (2006), o glicerol residual
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contém diversos tipos de impurezas, como por exemplo, agua, alguns sais, ésteres, alcool e
Oleo residual. Isso faz com que a concentracéo efetiva do glicerol seja de aproximadamente
80% m/V com relagéo ao glicerol bruto obtido (VIEIRA et al., 2008). Esse tipo de impurezas
presentes no glicerol residual causa a diminuicdo do seu valor agregado. Por essa razéo, o

acumulo em grandes quantidades néo € viavel para as usinas de biodiesel.

0
0
|l R1™ "OR
R1 O
+ catalisador g HO
4 3 ROH - a HO
R2 ' o R2” “OR * . _OH
0
0 0
R3 .
o R3™ "OR

Figura 1. Reacao de transesterificagéo de triglicerideos com éalcool.

Fonte: SANTOS (2012).

Sendo assim, uma das saidas encontrada para a utilizagdo deste excedente é a
conversao do glicerol em um produto com maior valor agregado, como mostram diversas
pesquisas desenvolvidas no Brasil em bioprocessos (VASCONCELOQOS, 2012). Segundo
Pain et al. (2009) é possivel identificar diversas aplicagdes para o beneficiamento do glicerol
no pais, tendo em vista que existe quantidade grande de usinas de biodiesel e maior parte
delas esta localizada em regides proximas.

Uma das maneiras de se atingir essa necessidade de conversao de glicerol em um
produto com valor agregado é a utilizacdo de um processo fermentativo. Isso porque o
glicerol pode ser usado como fonte de carbono para a fermentacao bacteriana e conversao
de 1,3-propanodiol, um composto intermediario que pode ser aplicado na producgéo de
polimeros sintéticos, como poliéster e poliuretano ou de resinas (VIEIRA et al., 2008), e
de 2,3-butanodiol, por meio da bactéria Klebsiella oxytoca. As rotas bioquimicas para a
producao destes compostos sdo mostradas na Figura 2.
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Figura 2. Rotas bioquimicas da fermentagéo do glicerol.

Fonte: BIEBL et al. (2009), adaptado pelo autor.

Na auséncia de oxigénio, condicdo denominada anaerobiose, estes microrganismos

tais como a bactéria Klebsiella oxytoca, utilizam dos processos metabdlicos presentes nas

vias metabdlicas, como por exemplo as apresentadas na Figura 2, para se obter energia

(PELCZAR et al., 1997). No caso dos microrganismos facultativos, isto é, aqueles que se

desenvolvem em presenca e auséncia de oxigénio, a quantidade de oxigénio dissolvido

presente no meio e que esta disponivel para as células € que induz ou aos processos

aerobios ou aos processos anaeroébios.

Sendo assim, nos processos fermentativos que envolvem o cultivo de células

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2
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facultativas buscando a formacao de produtos oriundos de uma via anaerébia, existe uma
exigéncia adequada no dimensionamento do sistema de transferéncia de oxigénio, ou seja,
na operacgdo de dissolugdo de oxigénio na fase gasosa presente no ar a ser transferido
para a fase liquida (SCHMIDELL et al., 2001). Para a produg¢do de 2,3-butanodiol, o
suprimento de oxigénio &€ uma das variaveis mais importantes no processo. Por se tratar
de uma fermentacgéo, este produto € formado sob a limitacdo do gas oxigénio. No entanto,
ja foi mostrado por Ledingham et al. (1954) que a aeracdo aumentou a producéo de
2,3-butanodiol por Klebsiella oxytoca (BINOTTO, 2016).

Outro fator decisivo no desenvolvimento de microrganismos como bactérias € o pH.
Este se refere ao nivel de acidez ou alcalinidade de uma solugcédo determinado em uma
escala: quanto menor seu valor, mais acido € o meio em questéo e quanto maior for o pH,
mais alcalino. A maior parte das bactérias consegue crescer bem numa faixa estreita de
pH proxima da neutralidade, o que compreende valores entre 6,5 e 7,5. Quando elas séo
cultivadas em laborat6rio, como é o caso deste trabalho, elas costumam produzir acidos
que interferem no seu préprio metabolismo (TORTORA, et al., 2016). Como € possivel
observar na Figura 2, isto acontece também com a bactéria Klebsiella oxytoca através da
producao de acido acético.

Uma das formas de se neutralizar o efeito de tal produgcédo é com a utilizacédo de
solugdes tampéo, que sdo incluidas no meio fermentativo e sdo capazes de segurar o pH
constante mesmo sendo metabolizado acido no processo. Alguns exemplos de tampdbes
em meios de cultura sdo peptonas, alguns aminoéacidos e sais de fosfato (TORTORA et
al.,, 2016). Ainda segundo Tortora et al. (2016), existem vantagens de se utilizar os sais
de fosfato no crescimento celular, que sdo de manter o pH na faixa de crescimento das
bactérias, ndo ser téxico e ainda ser fonte de fésforo, que é um nutriente essencial para as
células.

Diante do exposto, o presente trabalho visa avaliar o comportamento do pH
durante o processo, com a presencga e auséncia de solugdo tampao, e o impacto deste no
crescimento celular.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima, microrganismo e meio de cultivo

A matéria-prima utilizada como fonte de carbono para a fermentacao foi o glicerol
residual obtido da Bianchini, usina de biodiesel localizada em Canoas no Rio Grande
de Sul, cujos pardmetros de concentragdo de glicerol e cloreto de sodio, e propriedades
como a densidade ja eram conhecidos. O microrganismo utilizado foi a bactéria Klebsiella
oxytoca, NRRL B-199, mantida em agar nutriente, sob refrigeracdo. Ela foi inoculada em
meio contendo a seguinte composicao (g/L): glicerol (10), sulfato de aménio (4,0), fosfato
monobasico de potassio (1,0), cloreto de sédio (1,0), fosfato dibasico de sédio (1,0),
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sulfato de magnésio (0,2), extrato de levedura (1,5). O pH do meio foi ajustado para ser
inicialmente 7,0, pela adi¢cdo de solucdo de hidréxido de potassio. O meio de cultivo para
0 processo fermentativo teve composicao similar ao do inéculo, com diferenca apenas da
concentracéo de glicerol, que foi de 40 g/L e o pH inicial sendo ajustado para 6,7.

As variaveis estudadas foram a presenca de solugdo tampao citrato de sédio/acido
citrico (0,295/0,21 g/L) e K,HPO,/KH,PO, (0,69/1,3 g/L) bem como a auséncia de solugéo
tampéo. Neste ultimo caso, foi analisado o efeito do ajuste de pH no meio, realizado com
solugéo 2,5 mol/L de KOH.

2.2 Ensaios de fermentacao

A inoculagéo da bactéria Klebsiella oxytoca foi realizada em meio agitado em
incubadora de movimento reciproco de modelo SHAKER SL 222, da marca SOLAB, por
aproximadamente 10 horas, a 37 °C e pH inicial 7,0 sob agitagéo de 95 rpm. O meio obtido
rico em células foi centrifugado e adicionado ao meio de fermentacdo com volume de
inoculo referente a 10% v/v do volume de meio. Os ensaios fermentativos foram feitos
com 200 mL de meio em frasco Erlenmeyer de 1L mantidos a 37°C com duracéo de 5,5
horas, pH inicial igual a 6,7, utilizando a incubadora de movimento circular modelo INNOVA
4000, da marca New Brunswick Scientific. Amostras foram coletadas em alguns pontos
do processo para analisar o comportamento do crescimento celular e pH na fermentacao.

2.3 Métodos analiticos

A concentracdo de células obtida no processo fermentativo foi determinada pela
técnica de turbidimetria em espectrofotometro modelo GT7220, da marca Global Trade
Technology, em comprimento de onda de 600 nm. Uma curva de calibracao que correlaciona
a absorbancia de uma amostra com a massa seca de células foi previamente obtida e, para
as leituras das amostras, fez-se a centrifugacdo a 4000 rpm por 20 minutos (Centrifuga
Clinica Centribio), separou-se as células do sobrenadante e fez-se a ressuspenséo destas
em solugéo salina 0,9% considerando as diluicbes necessarias para que as leituras de
absorbancia estivessem dentro dos limites da curva de calibracao.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Comportamento do pH

O processo fermentativo de glicerol por Klebsiella oxytoca apresenta diminuicéo do
pH devido a producéo de acido citrico em alternativa a 2,3-butanodiol a partir de piruvato
no metabolismo da bactéria descrito por Biebl et al. (2009), na Figura 2.

Acompanhando os valores de pH durante o processo conduzido, tal comportamento
foi contemplado, sendo observada uma pequena diminuicdo nas primeiras horas do
processo até o valor de 6,5 aproximadamente, seguida de uma brusca queda de pH para um
valor abaixo de 5,0, onde, em seguida, houve estabilizacdo até o processo ser encerrado
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(Figura 4). Tal comportamento foi observado tanto na presenca quanto na auséncia de
solugédo tampéao.

Para a condicédo utilizando o tampé&o citrato de sédio/acido citrico, o periodo que
antecedeu a queda brusca de pH foi de 2h de processo, sendo o mais longo entre as
condi¢des estudadas. Sua queda foi a com menor inclinacdo também, tendo atingido o
valor de 5,5 apds trés horas de processo aproximadamente, e finalizando no pH 4,5. O
tampéao K,HPO,/KH,PO, apresentou performance semelhante, porém a queda de pH teve
inicio em 1,5h de processo, trinta minutos antes do tampao citrato de sodio/acido citrico.
O valor de pH 5,5 foi obtido também antes, com aproximadamente duas horas e meia de
processo, e finalizando o processo no pH estabilizado em 4,8. Dessa forma, o tampéao
citrato de sédio/acido citrico apresentou uma atividade ligeiramente superior ao K,HPO,/
KH,PO,, mas ainda insuficiente para manter o pH do processo numa faixa apropriada.

Na condicdo sem solugdo tampédo, o comportamento do pH foi bastante similar
ao encontrado nas condi¢des utilizando tampéo, evidenciando, assim, a baixa eficiéncia
desses no processo em questdo. A queda se deu inicialmente com 1,5h de processo,
atingindo o valor de 5,5 com duas horas de processo, apresentando, assim, a queda mais
acentuada e rapida entre as estudadas. O pH final do processo se estabilizou entre os
encontrados nas condi¢des utilizando tampao.

7
6.5
6 r
Citrato de sédio/Acido
IQ 55 citrico
K2HPO4/KH2PO4
5
S/ tampéo
45
4
0 1 2 3 4 5 6
Tempo (h)

Figura 4. Comportamento do pH ao longo do processo em diferentes condigdes.

Fonte: do autor.
Como nenhuma das condi¢bes estudadas foi capaz de manter o pH numa faixa

adequada para o andamento do processo fermentativo, foi estudada uma condicdo em que
o pH foi ajustado com solugao de hidroxido de potassio para manté-lo numa faixa de 6,0.
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3.2 Comportamento do crescimento celular

O crescimento celular para as condi¢bes estudadas sem ajuste de pH apresentou
crescimento lento e curva pouco acentuada, indicando que o desenvolvimento das células
nao estava favorecido (Figura 5). Para a condi¢&o utilizando o tampao citrato de sddio/acido
citrico, esta curva foi a menos favorecida entre elas, apresentando valor de concentragéo
final de células proximo de 1,0 g/L. As curvas de crescimento para a condi¢cdo de tampao
K,HPO,/KH,PO, e sem solugdo tampéo foram muito semelhantes, tendo os valores finais
de concentragao celular de aproximadamente 1,2 e 1,1 g/L, respectivamente.

Tal comportamento ndo contempla os modelos de crescimento microbiano
conhecidos, com uma fase inicial com baixo crescimento seguida de uma fase exponencial
de crescimento apds as primeiras horas de processo, tendo todas elas apresentado um
crescimento menos acentuado.

Em contrapartida, na condicdo de ajuste de pH mantido numa faixa de 6,0, o
crescimento foi visualmente favorecido. A curva de crescimento mostrada na Figura 5
se mostrou mais acentuada que as demais estudadas, apresentando uma fase de baixo
crescimento nas duas primeiras horas seguida de uma inclinagdo maior até o final do
processo, finalizando em uma concentragdo de células de 1,8 g/L aproximadamente. Esta
condicao era esperada, tendo em vista que o pH do meio fermentativo estava em queda,
tendo ficado em valores inapropriados para o desenvolvimento das bactérias com apenas
algumas horas de processo quando ndo houve ajuste. Na condi¢ao de ajuste, o pH ficou
na faixa de 6,0, o que permite melhor desenvolvimento das células do que um meio mais
acido, em pH menores do que 5,0.

1.400 Citrato de sodio/Acido
1.200 citrico
1.000 K2HPO4/KH2PO4

S/ tampao, pH sem ajuste

—&— S/ tampao, pH ajustado

Tempo (t)

Figura 5. Comportamento do crescimento celular em diferentes condigdes.

Fonte: do autor.
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Entéo, para este processo fermentativo tendo em vista que sua via metabdlica
apresenta a producdo de 4cido, o ajuste de pH se mostrou imprescindivel para melhor
conducao da fermentacdo ao permitir que as células se desenvolvam melhor e apresente
assim, maiores valores de producdo de biomassa.

41 CONCLUSAO

Apés a andlise dos resultados, conclui-se que mesmo se utilizando uma solucéo
tampé&o no meio fermentativo, o pH apresentou um comportamento de queda significativa
nas primeiras horas devido a produgéo de acido citrico da via metabdlica da bactéria, que
desfavorece o andamento da fermentacéo — tendo este comportamento de queda um sutil
retardo quando comparado a condigcdo sem tampao, mas nao o suficiente para manter o
pH numa faixa favoravel. Para esta fermentacdo, a condicdo de ajuste de pH numa faixa
de 6,0 se mostrou favoravel e indispensavel, apresentando valores de concentragéo celular

superiores.
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