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RESUMO

Os bioprocessos sdo utilizados pelo ser humano desde os primordios para obtengao de alimentos como vinhos, paes e
queijos. Contudo, com o desenvolvimento da biotecnologia industrial ¢ da técnica do DNA recombinante, a producdo
de biomoléculas de alto valor agregado, que antes s6 eram obtidas em fontes naturais, se torna possivel. Contudo, ha
grande dificuldade na elevacdo da escala de produgido desses produtos, dado que as células naturalmente s6 produzem
essas moléculas em quantidades necessarias para sua sobrevivéncia. Diante disso, técnicas tém sido propostas para
promover a elevacdo da densidade celular com o intuito de elevar também a produgido das biomoléculas de interesse.
Frente a isso, o uso da Luffa cylindrica como suporte celular e a suplementagdo do meio de cultura com glicerol, como
fonte de carbono alternativa, foram experimentadas. O uso da Luffa cylindrica, tratada termicamente, promoveu um
aumento estatisticamente significativo da DOsoonm, indicando a elevagdo da densidade celular. Em acréscimo, a
suplementacdo do meio de cultura LB com glicerol 30 mM e MgCl, 10 mM, também promoveu elevagdo
estatisticamente significativa da DOsoonm. As condi¢des de cultivo otimizadas obtidas neste trabalho apresentam
caracteristicas desejaveis para o cultivo em reator de leito fixo utilizando a Luffa cylindrica como suporte e operando
em batelada alimentada ou continua, com a alimentagdo de glicerol 30 mM e MgCl, 10 mM. As condigdes otimizadas
obtidas neste trabalho se mostram promissoras, dado terem duplicado a DOgoonm, além do fato que os insumos utilizados
sdo produtos naturais de baixo custo e residuos industriais.

PALAVRAS-CHAVE: Aumento da Densidade Celular, Luffa cylindrica, Bucha Vegetal, Reator de Leito Fixo e
Insumos Renovaveis.

INTRODUGAO

A versatilidade microbiana expressa na capacidade de produzir diversos produtos de interesse humano vem sendo
aproveitada ha anos com a produgdo de alimentos e bebidas fermentadas. No entanto, o desenvolvimento da
microbiologia e da biotecnologia permitiu o conhecimento de diversos outros compostos produzidos pelos
microrganismos que apresentam grande utilidade para o ser humano. Entre eles, proteinas, acidos nucleicos,
carboidratos, polimeros ou moléculas classificadas em metabdlitos primarios, compostos sintetizados que sdo essenciais
para o crescimento celular e metabdlitos secundarios, ndo essenciais para o crescimento microbiano. Metabolitos
primérios como vitaminas e aminoacidos produzidos por via fermentativa apresentam produtividade de milhdes de
toneladas por ano, sendo utilizados em suplementa¢do alimentar humana e animal. Os metabolitos secundérios sdo de
extrema importancia para a saude e nutri¢do. Esses produtos apresentam alto valor agregado e grande variedade de
aplicagOes principalmente nas areas da saude e biotecnologia (Demain 2000).

Muitos produtos naturais sdo produzidos industrialmente por meio de bioprocessos e devido ao fato de tais moléculas
apresentarem tamanha complexidade e muitos centros de assimetria o que inviabilizam a producdo desses compostos
por sintese quimica. Embora os bioprocessos apresentem essas vantagens, a producdo desses compostos por
microrganismo geralmente s6 ocorre em quantidades necessarias para o proprio uso. Diante disso, estratégias como
manipulagdo genética e otimizacdo de condi¢des de cultivo t€m sido utilizadas com o intuido de aumentar a producdo
dos produtos de interesse (Riesenberg, Schulz et al. 1991; Demain 2000).

O aumento da densidade celular ¢ uma estratégia utilizada para a otimizacdo da produgdo industrial de biomoléculas,
por meio do aumento da produtividade celular. Contudo esse aumento s6 € util se a produtividade especifica do produto
se mantiver elevada. Desta forma, ¢ possivel obter um maior rendimento do processo. Nas industrias, cujos produtos de
via microbiolodgica sdo produzidos em grandes volumes e possuem baixo valor agregado como compostos aromaticos,
etanol, polihidroxibutirato e acetona, o aumento da produtividade celular ¢ essencial para sua viabilidade econdmica,
uma vez que o numero de células esta relacionado a quantidade do produto de interesse. Em geral as técnicas para a
elevacdo da densidade celular apresentam relevancia econémica e ambiental para os processos biotecnologicos, dado
que o cultivo em alta densidade diminui os volumes reacionais, promovendo a redugdo no tamanho dos equipamentos,
do montante de 4gua utilizado, da gerac@o de vapores para esterilizagdo e de energia consumida (Lee 1996).

Contudo, o aumento da massa celular impde as células condigdes de estresse, como elevada pressdo osmética, privagao
de nutrientes, elevada concentra¢do de substratos inibitérios, limitada transferéncia de oxigénio e calor ¢ em casos de
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microrganismos geneticamente modificados instabilidade de plasmideos (Lee 1996; Shojaosadati, Varedi Kolaei et al.
2008). Entre as condigdes citadas, o fator inibitério mais proeminente em culturas microbianas em alta densidade ¢ a
produgdo de acetato, conforme relatado por diversos autores ( Riesenberg, Schulz et al. 1991; Lee 1996;Shojaosadati,
Varedi Kolaei et al. 2008). A producdo do acetato ¢ induzida por condigdes de excesso de glicose ou de hipoxia, o que
se torna um agravante pelo fato do aumento da densidade celular necessitar de altas concentragdes de carbono para o
crescimento celular.

O uso de fontes de carbono alternativas a glicose e o uso de células imobilizadas em reatores de leito fixo tém sido
descritos na literatura para favorecer o aumento da densidade celular ( Igbal and Edyvean 2005; Saeed and Igbal 2013;
Bayat, Hassanshahian et al. 2015; CARDOSO, Santos et al. 2015). Duas condi¢des foram avaliadas neste trabalho para
o aumento da biomassa celular: o uso da Luffa cylindrica como suporte para a imobilizacdo celular e a suplementacio
do meio com glicerol e MgCls.

OBJETIVOS

Otimizar o crescimento celular da Escherichia coli por meio do uso da Luffa cylindrica como suporte e da
suplementac¢ao do meio com glicerol 30 mM e MgCl, 10 mM.

METODOLOGIA
Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a Escherichia coli.
Meio Luria Berthani (LB)

O meio de cultivo LB foi utilizado na preparag@o do indculo, assim como nas avaliagdes do crescimento microbiano sob
diferentes condigdes. O meio apresenta a seguinte composi¢do: peptona 10 mg.mL"!, extrato de levedura 5 mg.mL" e
cloreto de sodio 10 mg. L.

Manutengao da Cultura

As técnicas de manutencdo de culturas celulares tém como objetivo garantir a sobrevivéncia e estocagem da cultura
bem como a manuten¢@o de suas caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e genéticas primordiais ¢ de interesse ao
processo. Os métodos de manutengdo sdo classificados de acordo com o tempo maximo de preservacdo. Para
preservagdo do microrganismo foram utilizados os seguintes métodos:

Manutengao de curto prazo

Para a manutengao de curto prazo da cultura de Escherichia coli foi utilizado o repique continuo, através da inoculagio
da cultura em meio LB liquido com canamicina 50 pg.mL"' em erlenmeyers e mantido em incubadora tipo shaker
SOLAB, a 150 rpm a 37°C, e o repique periddico realizado mensalmente, por meio do plaqueamento da cultura em
meio Agar LB suplementado com canamicina 50 ug.mL! e armazenagem a 4°C.

Manutengao de longo prazo

Para armazenamento de longo prazo, a cultura de E.coli foi criopreservada aliquotando 30% de glicerol e 70% de
cultura e posterior armazenagem no nitrogénio.

Preparo do Inéculo

Para o preparo do pré-indculo uma coldnia pura ¢ solubilizada em meio LB liquido contendo canamicina 50 pg.mL™! em
erlenmeyer e posteriormente mantido em incubadora tipo shaker SOLAB a 150 rpm a 37°C. O indculo em todos os
ensaios foi realizado aliquotando o volume de cultura necessario para a obten¢do de uma densidade otica inicial a
600nm (DOsoo) de 0,3 unidades de absorbancia.

Tratamento da Luffa cylindrica

A Luffa cylindrica madura foi cortada em formato circular e pesada, obtendo circulos de mesma massa. Em seguida foi
submetida a fervura em 4gua destilada por 45 minutos e colocada em erlenmeyers e encaminhados a autoclavagem por
15 minutos a 121 °C. Apos essa etapa a Luffa cylindrica foi mantida submersa em agua destilada e autoclavada por 24
horas. Posteriormente a 4gua foi removida e o erlenmeyer com a Luffa cylindrica foi submetido a secagem em estufa a
70°C por 72 horas.

Aumento da densidade celular

Para a elevagdo da densidade celular foi avaliada influéncia de parametros fisicos e quimicos do sistema. Os parametros
avaliados foram: Luffa cylindrica, Luffa cylindrica tratada e suplementacdo com glicerol ¢ MgCls.
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Avaliacao da influéncia da Luffa cylindrica do seu tratamento no crescimento celular

Para avaliac@o da influéncia da Luffa cylindrica no crescimento celular foram realizados cultivos com e sem a presenga

da Luffa cylindrica e com a Luffa cylindrica tratada, em meio LB liquido com canamicina 50 plg.mL"! em erlenmeyers e
mantido em incubadora tipo shaker SOLAB a 150 rpm a 37°C. O experimento foi realizado em triplicata.

Avaliagao da suplementagao com glicerol e MgCl. no crescimento celular

Para avaliacdo da influéncia do glicerol e do MgCl, no crescimento celular foram realizados cultivos nas condigdes:
com Luffa cylindrica tratada, com Luffa cylindrica tradada em meio suplementado com glicerol 30mM e com Luffa
cylindrica tratada em meio suplementado com glicerol 30mM e MgCl, 10mM. O cultivo foi realizado utilizando meio
LB liquido em erlenmeyers e mantido em incubadora tipo shaker SOLAB a 150 rpm a 37°C. O experimento foi
realizado em triplicata.

Concentragao Celular

A concentracdo celular foi determinada pela densidade dptica a 600 nm (DOsoo) utilizando um espectrofotometro UV -
1800 Shimadzu.

Analise Estatistica

Para a analise estatistica foi realizada a Analise de Variancia ANOVA no software Microsoft Office Excel e teste de
Tukey no software Past.

RESULTADOS

Para avaliar a influéncia da Luffa Cylindrica no crescimento celular foram realizados cultivos nas condi¢des sem Luffa
eylindrica, com Luffa cylindrica e com a Luffa cylindrica tratada termicamente. Os resultados sdo apresentados na
figura 1.
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Figura 1 - Avaliacdo da influéncia da Luffa cylindrica e do seu tratamento fisico no crescimento celular. O
triangulo representa o cultivo sem a presenca da Luffa cylindrica, o circulo o cultivo na presenca da Luffa
cylindrica sem tratamento e o quadrado o cultivo na presenca da Luffa cylindrica tratada. Fonte: Proprio autor.

Avaliando o grafico da figura 1, nota-se que as bactérias cultivadas na presenga da Luffa cylindrica tratada alcangaram
uma DOgoonm mais alta que as cultivadas sem presenga da Luffa cylindrica e com a Luffa cylindrica ndo tratada. Em
acréscimo o cultivo na presenca da Luffa cylindrica tratada termicamente alcangou a maxima densidade celular em
menor tempo de cultivo, alcancando a fase estacionaria por volta de 30 horas de cultivo, este dado representa relevancia
econdmica para o bioprocesso, dado que a reducdo do tempo para obtencdo da densidade celular 6tima para a producdo
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de uma determinada biomolecula reduz custos na producao. O cultivo na presenca da Luffa cylindrica tratada alcangou
a fase estacionaria com uma DOgoonm de 4,38 unidades de absorbancia (UA) enquanto as culturas sem Luffa cylindrica e
com Luffa cylindrica ndo tratada alcagaram a fase estacionaria com DOgoonm de 3,125 UA e 2,773 UA respectivamente.

Analisando o grafico da figura 1, nota-se que as condi¢gdes com Luffa cylindrica e Luffa cylindrica tratada apresentaram
influéncia positiva no crescimento da E.coli. A Luffa cylindrica apresenta uma estrutura macroporosa e alta porosidade,
0 que proporciona impedimentos mecénicos para o movimento do meio de cultura proporcionando turbuléncias no
sistema. Esses movimentos turbulentos sdo caracterizados por flutuagdes instantineas de velocidade, temperatura e
outros escalares que favorecem a agitagdo e influenciam significativamente no transporte de momentum, calor e massa
(Souza, Oliveira et al. 2011). Desta forma a presenca da Luffa cylindrica contribui para a homogeneidade do sistema
assim como para a transferéncia de oxigénio pelo aumento do grau de mistura.

Contudo a maior influéncia no crescimento da E.coli ocorreu quando se utilizou a Luffa cylindrica tratada
termicamente. O tratamento térmico adotado ¢ uma metodologia amplamente utilizada para imobiliza¢do de diversos
tipos celulares, no entanto neste trabalho nao foi realizada a etapa de imobilizagdo descrita na literatura, que consiste em
manter a cultura em repouso na presenga da Luffa cylindrica tratada com o intuito de favorecer interagdes de baixa forca
de ligagdo entre a Luffa cylindrica e as células microbianas, promovendo a adsorg¢do celular (Ogbonna, Liu et al. 1994;
Lee 1996; Igbal and Edyvean 2005; Saeed and Igbal 2013). Apesar de ndo ter sido realizado nenhum estudo que
comprove a imobilizagdo celular, sugere-se que houve a adsor¢do das células microbianas a Luffa cylindrica, fato este
que explicaria o aumento do crescimento celular nesta condi¢do, devido ao fato que das células imobilizadas
apresentarem uma maior resisténcia a condigoes de estresse.

Foi realizada a Analise de Varidncia ANOVA no software Microsoft Office Excel avaliando as médias das absorbancias
nas condig¢des sem Luffa cylindrica, com Luffa cylindrica ndo tratada e com Luffa cylindrica tratada dentro de um
intervalo de confianca de 95%. Conforme ilustrado na tabela 1.

Tabela 1 - Analise de Varidncia ANOVA para avaliacio a influéncia da Luffa cylindrica e seu tratamento
térmico. Fonte: Préprio autor.

ANOVA

Fonte da

variagdo SQ Gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 12,72186894 2 6,360934 5,226758 0,012058 3,354131
Dentro dos

grupos 32,85884358 27 1,216994

Total 45,58071252 29

Nota-se pela analise de variancia que o valor de F > F critico indicando que ha variagdo estatisticamente significativa
entre as condigdes de cultivo avaliadas, o que ¢ confirmado pelo valor-p < 0,05.

Para a especificacdo de quais das condigdes testadas obtiveram significancia estatistica, foi realizado o teste de Tukey
utilizando o software para analises estatisticas PAST.

Tabela 2 - Teste de Tukey para avaliacio a influéncia da Luffa cylindrica e seu tratamento térmico.
Fonte: Proprio autor.

Sem Luffa Com Luffa C/Luffa Tratada
Sem Luffa 0,8543 0,0144
Com Luffa 0,7585 0,04862
Com Luffa Tratada 4,285 3,526

O resultado do teste de Tukey confirma que houve um aumento estatisticamente significativo quando o cultivo foi
realizado na presenca da Luffa cylindrica tratada termicamente, esses resultados sdo notados pelos valores da segunda e
terceira linha da coluna “C/ Luffa Tradada” que apresentaram valores de valor-p <0,05 confirmando a variagdo
significativa entre as médias relacionadas.

Diante deste resultado pode-se inferir que o tratamento térmico utilizado foi eficaz para promover a formagao de grupos
carregados na estrutura da Luffa cylindrica permitindo a interagdo com a célula microbiana, como evidenciado por
outros autores ( Ogbonna, Liu et al. 1994; Igbal and Edyvean 2005; Behera, Mohanty et al. 2011; Saeed and Igbal
2013).

4 IBEAS - Instituto Brasileiro de Estudos Ambientais



IN CONGRESSO BRASILEIRO

IX Congresso Brasileiro de Gestao Ambiental DE CESTRY ANRIENTAL

Séao Bernardo do Campo/SP - 26 a 29/11/2018 S0 BERNARDO DO CAMPO - SO0 PAULO

26 a 29/11/2018

Outra provavel explicacdo para o aumento significativo da massa celular, inferido pela DOgoonm, € que o tratamento
térmico pode ter removido substincias toxicas presentes na Luffa cylindrica como flavonoides, taninos, saponinas e
esteroides relatadas por BROCK, DUARTE et al. (2003) e que apresentam atividade antimicrobiana como descrito por
outros autores (BRASIL 2012; Flambo 2013). Apos a etapa de fervura a 4gua apresentou coloragdo amarela, reforcando
a hipotese que o tratamento promove a remogao de constituintes da Luffa cylindrica. Desta forma além de promover a
imobilizagdo celular o tratamento térmico pode ter sido importante na remog¢ao da toxicidade do suporte para as células.
Apds a evidéncia da influéncia positiva da bucha vegetal tratada termicamente no crescimento da E.coli avaliou-se os
efeitos da suplementag@o do meio de cultura com glicerol 30 mM e MgCl, 10 mM, conforme mostrado na figura 2.

Absorbancia DOggpm
F=4

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (h)

Figura 2- Influéncia da suplementa¢do do meio de cultura. O circulo representa o cultivo na presenca da Luffa
cylindrica tratada e sem suplementagio do meio, o triingulo representa o cultivo na presenca da Luffa cylindrica
tratada e meio suplementado com glicerol 30 mM e o quadrado representa o cultivo na presenca da Luffa
cylindrica tratada e meio suplementado com glicerol 30 mM e MgCl: 10 mM. Fonte: Proprio autor.

Analisando a figura 2, nota-se que nas trés condigdes de cultivo a fase estacionaria foi alcangada em aproximadamente
50 horas de cultivo e os valores maximos de DOgsoonm foram 5,248 UA, 6,368 UA e 8,144 UA nas respectivas condi¢des
de cultivo: meio LB, meio LB suplementado com glicerol 30 mM e meio LB suplementado com glicerol 30 mM e
MgCl, 10 mM. A suplementagdo do meio com glicerol se mostra como uma Otima alternativa para a obtencdo de
culturas em alta densidade, pois o glicerol apresenta baixa taxa de transporte para o citosol, permitindo a suplementa¢do
do meio sem sobrecarregar o ciclo do acido tricarboxililico (TCA) o que previne a produgdo de acetato pelas células,
diminuindo condigoes de estresse das células e propiciando o maior crescimento celular. A influéncia positiva do MgCl,
na concentragdo de 10mM foi relatada por Nelson and Kennedy (1972), para favorecer o rapido crescimento de células
de E.coli. Também a influéncia positiva da suplementagdo deste sal deve-se ao fato do fon Mg?* ser um importante
cofator para enzimas que atuam na biossintese, desta forma o Mg?* é um nutriente essencial na composigdo do meio,
por esses motivos foi utilizado na suplementagdo do mesmo.

Foi realizada a Analise de Variancia ANOVA no software Microsoft Office Excel com intuito de avaliar se houve a
influéncia da suplementa¢do do meio com glicerol 30 mM e glicerol 30 mM mais MgCl, 10 mM nos cultivos na
presenga de Luffa cylindrica tratada dentro do intervalo de 95% de confianga. O resultado da analise ¢ apresentado na
tabela 3.
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Tabela 3 - ANOVA da Suplementacio do Meio de Cultura.
Fonte: Proprio autor.

ANOVA
Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 17,35795467 2 8,678977 6,589537 0,007123 3,554557146
Dentro dos grupos 23,70752229 18 1,317085
Total 41,06547695 20

Analisando a tabela 5, nota-se que o valor de F > F critico indicando que ha variagdo estatisticamente significativa entre
as condigdes de cultivo avaliadas, o que ¢ confirmado pelo valor-p < 0,05.

Para a especificagdo de quais das condigdes testadas obtiveram significancia estatistica, foi realizado o teste de Tukey
utilizando o software para analises estatisticas PAST.

Tabela 4 - Teste de Tukey para avaliacdo a influéncia da Luffa cylindrica e seu tratamento térmico.
Fonte: Proprio autor.

C/Luffa C/Luffa + Glicerol C/Luffa+
Glicerol+MgCl.
C/Luffa 0,95774 0,005626
C/Luffa + Glicerol 3,116 0,3635
C/Luffa+ 5,092 1,975

Glicerol+MgCl.

O resultado do teste de Tukey demonstra que houve um aumento estatisticamente significativo da DOsoonm, quando o
cultivo foi realizado na presenca da Luffa cylindrica tratada termicamente com suplementacdo do meio com glicerol 30
mM e MgCl, 10 mM em detrimento ao cultivo com Luffa cylindrica tratada e sem suplementagdo do meio. Esses
resultados sdo notados pelos valores da primeira linha da coluna “C/ Luffa+ Glicerol+MgCl,” que apresentaram valores
de valor-p <0,05 confirmando a variacao significativa entre as médias relacionadas.

Em sintese a figura 3 demonstra o comportamento do crescimento celular nas condigdes de cultivo experimentadas
neste trabalho em comparagio ao cultivo em meio LB sem suplementacio e sem Luffa cylindrica.
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Figura 3 - Influéncia dos Parimetros Avaliados no Crescimento Celular. O quadrado representa o cultivo sem
presenca da Luffa cylindrica e sem suplementacdo do meio, o circulo representa o cultivo na presenca da Luffa
cylindrica tratada e sem suplementagio do meio, o tridngulo representa o cultivo na presenca da Luffa cylindrica
tratada e meio suplementado com glicerol 30 mM e o losango representa o cultivo na presenca da Luffa
cylindrica tratada e meio suplementado com glicerol 30 mM e MgCl: 10 mM. Fonte: Proprio autor.

Os resultados sdo promissores ¢ demonstram aumento significativo da densidade celular, promovendo o dobro da
DOsoonm obtida no cultivo utilizando apenas meio LB, como pode ser visto nos ltimos pontos do grafico apresentado na
figura 3. Neste grafico também fica evidente que foi possivel prolongar a fase exponencial de crescimento celular apos
as 69 horas de cultivo. Esses resultados sugerem condigdes ideais para um cultivo em batelada alimentada ou continuo
em reator de leito fixo, utilizando a Luffa cylindrica tratada como suporte. A figura 4 ilustra a diferenga de turbidez dos
cultivos sem Luffa cylindrica e sem suplementacao e dos cultivos na condi¢do otimizada proposta neste trabalho.
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Figura 4 - Cultivos para avaliacdo da influéncia Luffa cylindrica tratada e da suplementagio do meio.
Erlenmeyers a esquerda - Cultivo sem Luffa cylindrica e sem suplementacio, seguidos dos cultives com Luffa
cylindrica sem tratamento e sem suplementacio, com Luffa cylindrica tratada e meio suplementado com glicerol
30 mM e com Luffa cylindrica tratada e meio suplementado com glicerol 30 mM e MgCl: 10 mM.

Fonte: Préprio autor.

Diante dos resultados obtidos neste trabalho nota-se que a Luffa cylindrica apresenta caracteristicas promissoras para
utilizacdo industrial em bioprocessos, pelo fato de ser um produto natural, de baixo custo, renovavel, altamente
resistente e que apresenta influéncia positiva no crescimento celular favorecendo a obtencdo de culturas com maiores
densidades celulares.

Desta forma a utilizacdo da Luffa cylindrica como suporte celular para reatores de leito fixo apresenta vantagens
operacionais relacionados a sua influéncia na fluidodindmica do meio promovendo maior grau de mistura, apresenta
também alta resisténcia mecanica prevenido a formac¢ao de caminhos preferenciais e compressdo do leito, além de
vantagens relacionadas a fisiologia celular, proporcionando economia nos processos de producdo de biomoléculas.

O uso do glicerol como fonte de carbono também apresenta vantagens além das apresentadas pelos resultados deste
trabalho, pois o glicerol ¢ um residuo da industria de biodiesel, apresentado desta forma uma alternativa de baixo custo
e sustentavel para a fonte de carbono em bioprocessos.

CONCLUSAO

Conclui-se por esse trabalho que o aumento da biomassa celular com as condigdes operacionais propostas apresentou
caracteristicas relevantes para o uso biotecnologico como suporte celular. Apesar de ndo ter sido adotado a etapa de
imobilizagdo infere-se que houve adsor¢do celular no suporte, promovendo maior resisténcia da bactéria as condig¢oes
de estresse do meio, permitindo o prolongamento da fase exponencial de crescimento e, por conseguinte promovendo a
elevacdo estatisticamente significativa da DOeoonm, significando a promog¢do do aumento da biomassa bacteriana.

A suplementagdo do meio com glicerol 30mM e MgCl, 10mM também promoveu a elevagdo estatisticamente
significativa da DOggonm Se mostrando possivelmente influéncia na prevengdo da producgdo de acetato, que reprime o
crescimento da E.coli.

A condi¢do otimizada obtida neste trabalho, Luffa cylindrica tratada termicamente ¢ suplementagdo do meio com
glicerol 30mM e MgCl, 10Mm, permitiu dobrar a DOsoonm, um resultado promissor uma vez que ndo foram utilizados
microrganismos modificados geneticamente para suportar condi¢oes de estresse e os meios utilizados para promogao do
aumento da densidade celular sdo produtos naturais e de baixo custo, Luffa cylindrica, e residuos industriais como o
glicerol. As condigdes otimizadas apresentam caracteristicas desejaveis para o cultivo num reator de leito fixo, o que
podera ser avaliado em trabalhos futuros.
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