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1 - Introducéo

A glicerina bruta, proveniente da industria do
biodiesel, pode ser utilizada por uma gama de
microrganismos como fonte de carbono, para produgéo de
metabdlitos como etanol, 1,3-propanodiol e &cidos
organicos, dentre os quais acido acético, acido latico e acido
citrico. O &cido lactico tem um grande potencial de aplicacdo
em diversos setores, tais como: alimentos, cosméticos e
farmacéutico, assim como na agricultura (Wojtuski et al.,
2015).

Questbes econdmicas e ambientais motivaram a
realizacdo desse trabalho que tem como foco a producgéo de
acidos organicos, a partir de glicerina (glicerol bruto),
coproduto da sintese de biodiesel, com uso de linhagens de
bactérias isoladas da biodiversidade brasileira. Assim, visa-
se agregar valor a glicerina bruta, como oportunidade de
aumento da sustentabilidade ambiental e econémica da
cadeia produtiva do biodiesel, estratégica para o Brasil no
cenario de diversificacdo da matriz energética e redugdo do
impacto ambiental. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
producdo de acidos organicos por bactérias a partir de
glicerina bruta de soja.

2 - Material e Métodos

As bactérias utilizadas nesse estudo foram obtidas
em estratégia que objetivava 0 isolamento de
microrganismos com capacidade para metabolizar glicerol.
Para 0 experimento de isolamento, enriqueceu-se pontos do
solo, separados por 1 metro de distancia, préximo da
barragem e da plantacdo da Fazenda Sucupira-Embrapa,
Brasilia/DF, com 50 mL de glicerina padrdo analitico e de
glicerina bruta de soja (52% de pureza), gentilmente cedida
por CESBRA Quimica LTDA, Volta Redonda/RJ.

Amostras desses solos foram coletadas apds dois
meses e nomeadas como: bruta barragem (bb) e pura
barragem (pb). A metodologia de isolamento bacteriano
utilizou meio de cultivo TSB (Tryptic soy broth), contendo
glicerina bruta como Unica fonte de carbono (de Oliveira
Silva, et al modificado). As culturas puras foram
devidamente preservadas em método de criopreservagéo e,
posteriormente, utilizadas em experimentos de bioconverséo
de glicerina bruta em compostos quimicos de interesse
comercial.

Dez bactérias isoladas foram selecionadas devido a
capacidade de crescimento em glicerina, visando a produgao
de compostos quimicos de valor agregado.

Para o pré-indculo das bactérias foi utilizado meio
de cultivo M9, contendo 40 g.L* de glicerina bruta de soja,
sendo o pH ajustado em 7,0. Oitocentos microlitros de meio
de cultivo foram dispersos em cada poco de duas
microplacas de 96 pocos de 1,1 mL de volume. Dez
microlitros de suspensdo de cada bactéria criopreservada
foram inoculados em pocos distintos de cada placa, em
duplicata. As microplacas foram incubadas em shaker a
28°C, 200 rpm, por 24 horas.

Apds o crescimento do pré-inoculo, os
microrganismos  foram  inoculados novamente em
microplacas, nas mesmas condicdes descritas acima. Apos
48 horas, as placas foram centrifugadas a 16.873 x g por 15
min. Os sobrenadantes foram separados para quantificacdo
de é&cidos organicos por equipamento de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Agilent, 1260 infinity) em coluna
Aminex HPX-87H de 300 x 7,8 mm e pré-coluna de 30x4,6
mm, marca Bio-Rad. A fase movel utilizada foi de 0,005
mol/L de H2SO4, fluxo de 0,6 mL/ min e temperatura da
coluna de 45°C. Os padrBes utilizados na curva padréo
tinham concentragdo de aproximadamente 5 g.L*para
glicerol PA, &cido latico e 4cido acético.

A influéncia de variaveis no meio de cultivo e nas
condicBes de processo para producdo de acido latico pela
bactéria selecionada como elite, Klebsiella sp., por
bioconversdo de glicerina bruta de soja, foi avaliada por
planejamento experimental do tipo Plackett-burmann
(PB16), acrescido de 3 pontos centrais. (Tabela 1). Para a
fase de adaptacdo, 15 uL da bactéria foram transferidos para
frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 20 mL do meio de
cultivo M9 contendo 40 g.L* de glicerina bruta de soja. Os
frascos permaneceram em shaker por 24 horas, a 28+1°C e
180 rpm. Apos a adaptacao, o caldo foi centrifugado (16.873
X g por 15 min), e, 1 mL do pellet das linhagens foi inoculado
em meios contendo a composicdo conforme estabelecido
pelo Planejamento tipo PB 16 (Tabela 1). O cultivo foi
realizado por 70 horas.

3 - Resultados e Discussao

A partir do isolamento, dez bactérias
morfologicamente distintas e capazes de metabolizar
glicerina bruta de soja, foram isoladas. Estas bactérias foram
utilizadas em processo de bioconversdo da glicerina bruta de
soja, em microplaca de 96 pogos para producdo de acidos
organicos de valor agregado. Do niimero total de bactérias
isoladas, cinco linhagens foram capazes de produzir acido
latico.

A Figura 1 apresenta a concentracdo de glicerina
bruta de soja residual e a producéao de &cido latico e &cido
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acético ap0s 48 horas de cultivo. Todas as linhagens
consumiram mais de 75% da glicerina bruta de soja
disponibilizada inicialmente

As linhagens mais promissoras quanto a producdo
de &cido latico consumiram mais de 85% do substrato inicial,
produzindo, aproximadamente, 2,6 g.L' de &cido latico.
Murakani et al. (2016) estudando a bactéria Enterococcus
faecalis, utilizando condicfes semelhantes as do presente
trabalho, e, 20 g.L* de glicerina bruta obteve 5,9 g.L™  de
acido latico em 48 horas de cultivo, enquanto o presente
trabalho obteve aproximadamente 2,6 g.L? do composto
produzido pela linhagem 3gbb (Figura 1).

Tabela 1: Matriz com variaveis e valores reais aplicados no
planejamento experimental Plackett-burmann.
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Figura 1: Producdo de acidos organicos por bactérias a

partir da glicerina bruta de soja.

As bactérias isoladas no presente estudo foram
capazes de produzir &cido acético em baixos niveis de
concentra¢do, sendo que a maior producdo alcangou
aproximadamente 0,33 g.L* (linhagens 1 gpb, 3 gbb, 6 gbb
e 9 gbb). Hong et al. utilizando bactéria Escherichia coli
ac-127 obteve 1,5 g.L™ de 4cido acético, resultado superior
ao obtido no presente trabalho, visto que esse trabalho ndo
utilizou processo de batelada alimentada como o reportado
na literatura.

Dentre as bactérias avaliadas, a bactéria 3 ghb
identificada como Klebsiella sp o melhor resultado para a
producdo de 4cido latico (Figura 1), e foi selecionada para
experimento visando otimizagdo do meio de cultivo para
producéo desse acido.

Com base nos resultados obtidos com o
planejamento de experimentos, observou-se que no Ensaio

12 da Figura 2, o teor de &cido latico chegou a 5,0 g.L*
aumento na producao do acido em aproximadamente duas
vezes, em relagdo a condigdo inicial de cultivo 2,6 g.L*
(Figura 1).
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Figura 2: Produgdo de &cido latico por Klebsiella sp.
utilizando planejamento estatistico de Plackett-Burmann.

—e—Ensaio 3
Ensaio 7

——Ensaio 4

—=Ensaio 8
Ensaio 12
Ensaio 16

Ensaio 11
Ensaio 15

Em meio de cultivo comercial M9, contendo 40 g.L
1 de glicerina bruta, pH 7, temperatura de 28° C, durante 48
horas, a producéo de &cido ltico foi de aproximadamente 2,3
g.LL. Com modificagGes na composicdo do meio de cultivo
(Ensaio 12 - Tabela 1), utilizando-se 60 g.L* de glicerina
bruta, temperatura de 28° C, em mesmo pH durante 23 horas,
a producdo de &cido latico foi de aproximadamente 5,0 g.L*
(Figura 2), quantidade comparavel ao obtido por Murakani
et al. (2016), com a vantagem de menor tempo de cultivo.
Outros compostos foram produzidos pela bactéria, porém
estdo em processo de identificacao.

4 — Conclusoes

As bactérias isoladas da biodiversidade brasileira
foram capazes de converter glicerina bruta de soja em acidos
organicos de valor agregado. Dentre as isoladas, a bactéria
Klebsiella sp foi considerada elite para producgdo de &cido
latico, uma molécula de valor econdmico agregado e de
mercado  estruturado.  Utilizando planejamento  de
experimentos foram realizadas modifica¢cdes na composi¢do
do meio de cultivo, assim como, nas condi¢des de processo
que permitiram um aumento (cerca do dobro) da producéo
de &cido latico, comparado a producdo em meio comercial
M9, e ainda diminuindo pela metade o tempo de producéo,
embora tenha utilizado 20 g.L* de glicerina bruta de soja a
mais que no experimento utilizando meio de cultivo
comercial.

5 — Agradecimento

Embrapa, CNPq e CAPES.

6 - Bibliografia

Wotusik, M; Rodriguez, A; Ripoll, V.; Santos, V. E.; Garcia,
J.G.; Garcia-Ochoa,F. Biotechnol. Rep. 6,100, 2015.

Floriandpolis, Santa Catarina
04 a 07 de Novembro de 2019

371



7° Congresso da Rede Brasileira de Tecnologia e Inova¢do de Biodiesel

de Oliveira Silva, M.; Freire, F. J.0sé; Lira Junior, M. A;;
Kuklinsky-Sobral, J.; Paes da Costa, D.; Lira-Cadete, L. Rev
Br de Ciéncia do Solo, 36, 4, 1113-1121, 2012.
Murakami,N.; Oba,M; lwamoto, M; Yukihiro,T; Noguchi,
T; Bonkohara, K; Abdel-Rahman, M.A; Zendo, T,
Shimoda,M; Sakai, K; Sonomoto, K. J Biosc Bioeng..
121,89, 2016.

Hong,a-a; Cheng, Ke-ke; Peng,F.; Zhou, S; Sun, Y; Liua, C-
M; Liub, D-H. J Chem Technol Biotechnol. 84,1576, 2009.

Floriandpolis, Santa Catarina
04 a 07 de Novembro de 2019

372



