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OTIMIZAGAO DO PH PARA PRODUGAO DE 1,3-PROPANODIOL POR
Clostridium beijerinckii DSM 791

Abstract

In recent years, concern over the biological production of commercially important metabolites has
been growing. This is mainly attributed to escalating global energy and environmental problems,
which have led researchers worldwide to devise methods for producing almost everything in a “green”
way. Of these, the production of biofuels has attracted a great deal of attention. Biodiesel is an
alternative fuel that reduces net greenhouse effects and its use has become mandatory in many
countries. The main by-product of the biodiesel plant is glycerol, a chemical compound of importance
as an end product and as a starting material for other useful products, for example the 1,3-propanediol.
The 1,3-propanediol is a bifunctional organic compound that could potentially be used for many
synthesis reactions, in particular as a monomer for polycondensations to produce polyesters,
polyethers and polyurethanes. Therefore, this work is aimed at optimizing the pH of fermentation to
improve glycerol consumption and 1,3-propanediol production by C. beijerinckii DSM 791 using
glycerol as carbon source. The methods were anaerobic fermentation in bioreactor and the products
concentration were determinate by chromatography. The medium for activation was RCM (Reinforced
Clostridial Medium) and to production: 0.5 g/L yeast extract, 0.005 g/L C;H3sNaO-, 5 g/L K;HPO, and
22 g/L glycerol. The inoculum with 18 hours of activation was added to production medium at 37°C,
100 rpm and pH between 4.8 and 7.0. The cells growing was determinate by optical density at 600 nm.
The 1,3-propanediol production from glycerol presented best results at pH 5.5-6.0, with yield to 1,3-
propanediol of 0.56 g/g.

Introducao

O desenvolvimento de tecnologias para produgdo de biocombustiveis € uma maneira de garantir o
suprimento futuro de energia em substituicdo aos combustiveis fésseis e atenuar os problemas
ambientais provocados por eles. O biodiesel o esta entre os biocombustiveis que aparecem como parte
de um elenco de respostas a substituicdo dos combustiveis fésseis além de seu emprego ser obrigatorio
em alguns paises (CGEE, 2009; PINTO & MOTA, 2014).

O biodiesel é obtido por catélise acida, método mais utilizado devido ao maior rendimento, produz
como subproduto uma grande quantidade de glicerol. E possivel que o desenvolvimento de processos
para o bioaproveitamento de glicerol, levando a obtencdo de moléculas de maior valor agregado tenha
impacto positivo sob a viabilidade econdmica da producdo de biodiesel (SILVA et al 2009;
YAZDANI & GONZALEZ, 2007). Bactérias dos géneros Clostridium spp., Klebsiella spp. e E. coli
modificada, sdo capazes de metabolizar o glicerol através de diferentes rotas metabdlicas levando a
obtencdo de acidos e 1,3-propanodiol.

O glicerol é primeiramente desidratado a 3-hidroxpropionaldehde (3-HPA) e em seguida reduzido a
1,3-propanodiol (YAZDANI & GONZALEZ, 2007; BIEBL et al, 1999; CELINSKA, 2010;
HARTLEP et al, 2012). O 1,3-propanodiol é um composto intermediario da sintese de compostos
ciclicos e monémeros para poliésteres, poliuretanos e polipropileno tereftalato (PTT). O campo de
aplicagdo do 1,3-propanodiol é amplamente abrangente, desde a producao de polimeros, tintas, resinas
de poliéster, lubrificantes, anticongelantes, até producdo de cosméticos. Esta substancia quimica é
obtida tradicionalmente a partir de 6xidos de propileno, por processos quimicos, que requer alta
pressdo e 0 uso de catalisadores caros, enquanto intermedidrios toxicos também sdo produzidos
(BIEBL et al, 1999; ZENG & BIEBL, 2002).
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A producdo de 1,3-propanodiol através de métodos biotecnoldgicos fornece beneficios ambientais
significativos, como muito menos consumo de energia, sustentabilidade e mitigacdo do aquecimento
mundial em comparacdo com a utilizacdo de fontes petro-quimicas. A viabilidade econdmica desse
processo € dependente do preco da matéria-prima que é o glicerol, de modo que o uso glicerol residual
para a producdo de 1,3-propanodiol poderia fazer este processo altamente competitivo (ZENG &
BIEBL, 2002). O objetivo do presente estudo foi otimizacdo do pH durante a producdo de 1,3-
propanodiol por Clostridium beijerinckii DSM 791.

Metodologia

Os micro-organismo empregado neste estudo foi Clostridium beijerinckii DSM 791. A composicéo do
meio empregado na etapa de ativacdo em g/L: extrato de levedura, 10; extrato de carne, 10; peptona,
10; cisteina, 0,5; cloreto de sédio, 5; acetato de sodio, 3; agar, 0,5 e glicerol, 5. O meio, reduzido com
injecéo de nitrogénio, esterilizado, inoculado e mantido a 35 °C durante 18 horas. O meio utilizado na
producdo em biorreator 1L, previamente otimizado, em g/L: extrato de levedura, 0,5; acetato de sodio,
0,005; K;HPO., 5; e glicerol, 22. O meio foi esterilizado, reduzido com injecdo de nitrogénio,
inoculado e mantido sob agitacdo a 100 rpm e temperatura de 35 °C.

O pH foi controlado com a adi¢do de solucdo de hidroxido de aménio a 30%, o intervalo de estudo do
pH foi de 4,8 a 7,0. A concentragéo celular foi determinada pelo método turbidimétrico a 600 nm. Para
a quantificacdo de glicerol e 1,3-propanodiol foi utilizado o0 método de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

Resultados e Discussao

A producéo de 1,3-propanodiol sob pH 5,5 a 6,5, Clostridium beijerinckii DSM 791 apresentou maior
producdo de 1,3-propanodiol, em torno de 12 g/L. O maior ao crescimento celular, 3,5 expresso em
OD, se deu entre os pH 5,0 € 6,0 (Figura 1).
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Figura 1 — Producdo de 1,3-propanodiol e crescimento celular (OD a 600nm) em pH de 4,8 a 7,0.
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O rendimento, expresso em gramas de 1,3-propanodiol produzido por gramas de glicerol consumido
pode ser observado na Figura 2. Os melhores rendimentos, entre 0,56 g/g e 0,60 g/g (0,68 mol/mol e
0,73 mol/mol), foram obtidos entre pH 5,5 a 7,0.
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Figura 2 — Rendimento em gramas de 1,3-propanodiol produzido por gramas de glicerol consumido
empHde4,8a7,0.

O rendimento percentual de substrato (RPS) consiste na quantidade de glicerol consumida em relagéo
a quantidade adicionada. As melhores porcentagens de RPS foram 96% e 95% obtidas entre os pH 5,5
e 6,5 (Figura 3).
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Figura 3 — Reducéo percentual de substrato em pH de 4,8 a 7,0.

Como a producdo de 1,3-propanodiol é associada ao crescimento, ao analisar todos os resultados
observa-se que os melhores pH para producdo séo 5,5 e 6,0, nos quais se observa maior producao,
crescimento microbiano, rendimento e RPS.
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Os resultados obtidos sdo comparaveis e melhores que os obtidos por Biebl et al. (1992) que obteve
rendimento de 0.62 mol/mol de 1,3-propanodiol por C. butyricum e Otte et al. (2009) que chegou a
0.64 mol/mol de 1,3-propanodiol por C. diolis.

Conclusoes

O pH certamente influencia no metabolismo de fermentacdo de glicerol para producdo de 1,3-
propanodiol e os pH ideais para producdo de 1,3-propanodiol por Clostridium beijerinckii DSM 791
séo0 5,5 e 6,0.
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