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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo produzir &cido propiodnico, 1,3-propanodiol e
hidrogénio em reator anaerébio de leito fluidizado com pneu triturado como material
suporte para adesdo da biomassa. O experimento ocorreu durante 278 dias, em seis fases
distintas distribuidas em fungdo do tempo de detencdo hidraulica (TDH), que variou
entre 8 e 0,5 h. O reator foi mantido em condi¢cdes mesofilicas (30 °C), com pH
controlado entre 4,5 e 55 e possuia glicerol bruto como fonte de carbono na
concentracdo de 5 g L™. O indculo utilizado no experimento foi proveniente de estacdo
de tratamento de efluente de abatedouro de aves. Os resultados obtidos mostram que o
consumo de substrato atingiu o maior valor de conversdo (89,8 %) no TDH de 6 h. O
biogas produzido foi composto de H, e CO,, tendo o maior conteudo de H, registado
(81,2 %) no TDH de 4 h. Os principais metabdlitos solGveis obtidos foram &cido
propidnico e 1,3-propanodiol com rendimentos méaximos de 1,77 e 0,82 mol.molg“cem{l,
respectivamente. Ambos os rendimentos maximos foram atingidos no TDH de 8 h. Em
todas as fases apresentadas, ocorreu a predominancia de &cido propidnico, sendo a
maior porcentagem molar (96,9 %) atingida no TDH de 0,5 h. O segundo metabolito
mais produzido foi o 1,3-propanodiol, alcangcando maior porcentagem molar (29,4 %)
no TDH de 6 h.

Palavras-Chave: Acido propibnico, 1,3-propanodiol, H,, reator anaerébio de leito
fluidizado, glicerol bruto, pneu, TDH.



ABSTRACT

This study aimed to produce propionic acid, 1,3-propanediol and hydrogen in anaerobic
fluidized bed reactor with grounded tire as support material for immobilization of
biomass. The experiment took place during 278 days in six distinct phases distributed
according to the hydraulic retention time (HRT), which ranged between 8 and 0.5 h.
The reactor was maintained at mesophilic conditions (30 ° C) with controlled pH
between 4.5 and 5.5 and crude glycerol as carbon source at a concentration of 5 g L™
The inoculum used in the experiment was derived from the processing of poultry
slaughterhouse wastewater station. The results show that the consumption of substrate
conversion reached the highest value (89.8 %) in HRT of 6 hours. The biogas produced
was composed of H, and CO, and the greatest recorded content of H, has been reached
(81.2%) in HRT of 4 hours. The principal soluble metabolite produced were propionic
acid and 1,3-propanediol, with maximum yields of 1,77 and 0,82 mol.molg"cerofl,
respectively. Both maximum yields were achieved in HRT of 8 h. At all stages of this
work occurred predominantly propionic acid, with maximum molar percentage (96,9 %)
achieved in HRT of 0,5 h. The second predominant metabolite obtained was 1,3-
propanediol, achieving greater molar percentage (29.4%) in HRT of 6 hours.

Keywords: Propionic acid, 1,3-propanediol, Hy, anaerobic fluidized bed reactor, crude
glycerol, tires, TDH.
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1. INTRODUCAO

Visando um futuro sustentavel energeticamente, a procura por fontes de energia
renovaveis tem sido intensificada devido ao gradativo esgotamento das fontes
energéticas tradicionais provenientes de combustiveis fosseis. Nesse contexto,
biocombustiveis como o biodiesel, tem ganhado destaque no mercado mundial de
combustiveis limpos visto que este representa uma alternativa renovavel e ndo agressiva
ao meio ambiente.

Atualmente, a producdo de biodiesel encontra-se em crescimento acelerado no
pais, pois 0 governo brasileiro estabeleceu a obrigatoriedade da adicdo de biodiesel ao
combustivel de petréleo mediante a lei 11097/2005. A Agéncia Nacional do Petrdleo
(ANP) estima que a atual producéo de biodiesel seja da ordem de 176 milhdes de litros
anuais. Diante disto, o destino dos residuos gerados no processo produtivo do biodiesel
merece atencdo, pois a larga producdo pode ocasionar problemas ambientais devido ao
acumulo de residuos no meio ambiente.

O principal residuo obtido na producdo de biodiesel € o glicerol bruto. Para cada
tonelada de biodiesel formado, sdo gerados 100 kg de glicerol. Este composto,
resultante da reacdo de transesterificacdo, apresenta impurezas como sais, ésteres, alcool
e oleo residual, o que Ihe conferem um baixo valor agregado. A purificacdo do glicerol
seria uma alternativa atrativa, pois este em sua forma pura apresenta variadas aplicagoes
na producdo de cosméticos, detergentes, farmacos, dentre outros. Entretanto, tais
tratamentos de purificacdo acabam sendo inviaveis devido ao elevado custo desses tipos
de processos (Rivaldi et al., 2008).

Uma alternativa bastante promissora para a utilizacdo do glicerol bruto é o
reaproveitamento direto deste residuo, sem tratamento, como fonte de carbono em
processos fermentativos para a obtencdo de produtos de interesse. Dessa maneira, é
possivel combinar tratamento de residuos, geracdo de produtos, além de tornar a
producéo de biodiesel mais competitiva.

Produtos que podem ser obtidos a partir da fermentacdo do glicerol e que
possuem variadas aplica¢fes sdo: &cido propiénico, 1,3-propanodiol e hidrogénio. O
acido propibnico e os seus sais de célcio, sddio e potassio sdo comumente utilizados

como conservantes de alimentos para humanos e para ragdo de animais, além de ser um
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importante intermediario quimico na sintese de fibras de celulose, herbicidas, perfumes
e produtos farmacéuticos (Harada, 2012). O 1,3-propanodiol possui uma infinidade de
aplicagdes podendo ser utilizado em producdo de laminados, solventes, molduras,
adesivos, resinas, detergentes, cosmeticos, desodorantes, entre outros (Kaur et al.,
2012). O H, pode ser utilizado em célula a combustivel, visto que este é capaz de gerar
eletricidade com alta eficiéncia energética e com diversas aplicagBes para a sociedade
em geral. De acordo com Nath e Das (2005) a utilizacdo do hidrogénio é distribuida em:
50% na producdo de amonia; 37% em refinarias de O0leo para remover impurezas ou
para o aprimoramento do 6leo pesado em fragcdes mais leves de produtos de maior valor;
8% na producdo de metanol e 4% numa larga variedade de processos quimicos,
metalurgia e outros. Apenas 1% da producdo de hidrogénio é usada para programas
espaciais.

A fermentacao do glicerol bruto pode ser realizada através do metabolismo de
diferentes microrganismos, podendo ocorrer por meio de duas vias metabdlicas
competitivas: a via redutiva e a via oxidativa. Na via redutiva, obtém-se o 1,3-
propanodiol como produto final. Na via oxidativa ocorre a formacéo de produtos como
propionato, hidrogénio, lactato, acetato, butanol, Butirato e etanol (Da Silva et al.,
2009).

O 4cido propidnico pode ser produzido a partir de diferentes fontes de carbono,
como o glicerol. Muitos microrganismos sdo capazes de produzi-lo, porém
Propionibacteria sp tem sido os mais estudados. Esses microrganismos podem
metabolizar variadas fontes de carbono em propionato através da via do acido
dicarboxilico, que possui succinato como intermedidrio (Dishida et al. 2015).
Semelhantemente ao acido propidnico, o hidrogénio pode ser obtido através da
fermentacdo de diferentes fontes de carbono, dentre elas o glicerol. Microrganismos do
género Clostridium sp tém sido dominantes para a producdo de hidrogénio por
processos fermentativos anaerdbios.

Diferentemente do acido propibnico e do hidrogénio, o 1,3-propanodiol é um
produto tipico da fermentacdo do glicerol e ndo tem sido obtido em qualquer outro
processo de conversdo anaerdbia utilizando diferentes substratos organicos. Cepas de
bactérias como Enterobacter agglomerans, Citrobacter fruendii, Klebsiella
pneumoniae, Pantoea agglomerans e Clostridium butyricum (Suratago e Nootong.,

2012) foram identificadas como produtoras de 1,3-propanodiol. Os microrganismos
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mais estudados tem sido a Klebsiella pneumoniae e Clostridium butyricum (Zeng,
1996).

Diversas pesquisas tém sido realizadas com o intuito de obter produtos da
fermentacdo do glicerol em processos em batelada e em processos continuos.
Pesquisadores como Chookaew et al. (2012), Liu et al. (2013) e Boenigk et al. (1993),
realizaram experimentos em reatores em batelada enquanto que Ito et al. (2005) e
Gonen et al. (2013) utilizaram reatores de leito fixo. Reatores de mistura perfeita
(CSTR) e de Manta de Lodo (UASB) também tém sido adotados em pesquisas
encontradas na literatura como se pode verificar nos trabalhos de Lo et al. (2013) e
Reungsang et al. (2013a), respectivamente.

Uma configuracdo de reator que vem ganhando destaque em processos
fermentativos € o reator anaerobio de leito fluidizado (RALF). De acordo com Shida
(2008), essa configuracao tem sido extensivamente estudada no campo do tratamento de
aguas residuarias por muitos anos devido a sua capacidade em oferecer vantagens de
acumulacdo de grande quantidade de biomassa sobre 0 meio suporte, possibilidade para
altas taxas de carregamento organico, baixos TDH e boas caracteristicas de mistura,
mostrando assim a eficiéncia do RALF para produzir acido propiénico, 1,3-propanodiol,
e H,. Trabalhos como os de Wu et al. (2003), Shida (2008), Barros et al. (2010), dentre
outros, comprovam a viabilidade tecnoldgica do reator anaerébio de leito fluidizado em
processos fermentativos.

Com o intuito de contribuir para o desenvolvimento de pesquisas relacionadas
com a producdo de acido propibnico, 1,3-propanodiol, hidrogénio e outros metabdlitos a
partir de residuos da producdo de biodiesel, o presente trabalho visou caracterizar um
sistema bioldgico em reator de leito fluidizado que permitiu avaliar o potencial do
residuo na geracdo destes compostos. O rendimento da producdo dos metabdlitos foi
analisado com variacdo do TDH entre 8 h e 0,5 h, em condi¢bes mesofilicas (30 °C)
com pH em torno de 4,5. O reator foi alimentado com meio contendo glicerol na
concentracdo de 5 g L™ e solugdo de nutrientes. O pneu triturado foi utilizado como
material suporte para imobilizagdo da biomassa, no qual também foi avaliada a

influéncia desse tipo de meio suporte no processo fermentativo.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de acido
propibénico, 1,3-propanodiol e hidrogénio a partir da fermentacdo de glicerol
bruto em reator anaerdbio de leito fluidizado. O reator foi operado em condigdes
mesofilicas (30 °C) e preenchido com pneu triturado, atuando como material
suporte para a adesdo microbiana. O indculo utilizado foi proveniente de lodo
granular de reator anaerdbio de fluxo ascendente com manta de lodo (UASB),

utilizado para o tratamento de efluentes de abatedouro de aves.

2.2.0bjetivos Especificos
e Identificar o melhor tempo de detencéo hidraulica (TDH) para a producéo de

acido propionico, 1,3-propanodiol e H,.

e Quantificar os principais metabolitos produzidos em funcdo do TDH.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biodiesel

Considerado um substituto natural e renovavel do diesel de petroleo, o biodiesel
€ um combustivel composto de mono-alquilésteres de acidos graxos de cadeia longa
obtido a partir da reacao de transesterificacdo de triglicerideos, mostrada na Figura 3.1
(Ferrari et al., 2005). O processo global de transesterificacdo é composto de trés
reacOes reversiveis e consecutivas em que os diglicerideos e os monoglicerideos séo 0s
intermediarios. Nesta reacdo, sdo necessarios trés moles de alcool para um mol de
triglicerideo. Entretanto, visando aumentar o rendimento em ésteres e permitir a
separacgdo do glicerol formado, é sempre utilizado um excesso de alcool, ocasionando o
deslocamento da reacdo para o lado dos produtos (Rodriguez, 2010).

Figura 3-1: Reacédo de transesterificagdo de triglicerideos com &lcool

0 0
)\ -
\_ Cat. F—OH 0"

/\ + 3ROH -~ .| + [~ — OAR
}—0H o 2
J
[ /\ . Y
Trigicerideo Alcool Glicerol Esteres

Fonte: Rodriguez, 2010.

A reacdo de transesterificacdo ocorre sob a atuacdo de um catalisador basico, ou
mesmo 4&cido, na presenca de metanol ou etanol. Nesta reacdo sdo formadas trés
moléculas de ésteres metalicos ou etilicos dos acidos graxos e uma molécula de glicerol
(Sakai et al., 2007). A transesterificacdo etanolica é a mais utilizada no Brasil e, em
geral, os catalisadores alcalinos sdo mais comumente utilizados, dentre eles estdo o
hidroxido de sodio e hidroxido de potassio (Gongalves et al., 2009).

A transesterificacdo alcalina utiliza catalisadores como NaOH, KOH,
carbonatos, metdxido ou etoxido de sodio. O processo ocorre em batelada na
temperatura de 60 - 70°C e pressdo atmosférica contendo um excesso de alcool. No
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final da reacdo, a massa reacional é composta

de duas fases, sendo a pesada constituida

de glicerol e a fase leve constituida por biodiesel. A separacao de fases ocorre através de

decantagéo e/ou centrifugacdo (Rodriguez, 2010).

O excedente de alcool é retirado do biodiesel bruto por evaporacdo e, em

seguida, o biodiesel é lavado com agua, centrifugado e desumificado (Kim et al., 2004).

O processo geral é mostrado na Figura 3.2:

Figura 3-2: Esquematizacédo do processo basico de producio de biodiesel

Oleo ou gordura vegetal

Pré-tratamento

Catalisador >

™ Metanol ou Etanol

‘ Reagao de transesterificagao ]

h

Glicerol Bruto +—

t Separagdo de Fases ]

l

Biodiesel bruto

l

[ Evaporagao - recuperagao do alcool ]

le—— Acldo e dgua
r

Secagem

Biodiesel Puro

Fonte: Rod

riguez (2010).

Entre as principais fontes de triglicerideos para producdo do biodiesel estdo os

Oleos vegetais, as gorduras animais e 6leos residuais como os oriundos da fritura de

alimentos. Naturalmente, os triglicerideos esta
juntamente a outros componentes minoritarios

fosfolipidios e outras impurezas como produto

0 entre 0s principais componentes destes,
como &cidos graxos livres, agua, esterais,

s de reacdes hidroliticas e oxidativas que,

por vezes, estdo presentes nos Oleos utilizados para cozimento de alimentos (Ramos et

al., 2000).
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O biodiesel é praticamente livre de enxofre e aromaticos, possuindo um alto
namero de cetanos e um teor médio de oxigénio (em torno de 11%). Possui também
maior viscosidade e maior ponto de fulgor quando comparado com o diesel
convencional (Ramos, 1999). As caracteristicas fisico-quimicas do biodiesel s&o

apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3-1: Caracteristicas fisico-quimicas do biodiesel (ésteres etilicos) de varias espécies vegetais e
do 6leo diesel convencional (tipo C).

Caracteristicas Origem do biodiesel Oleo
mamong babagu dendé algodéo piqui Diesel’
Poder calorifico (kcal/kg) 9046 9440 9530 9520 9590 10824
Ponto de névoa (°C) -6 -6 6 ND 8 1
indice de cetano ND 65 ND 57,5 60 45,8
Densidade a 20°C (g/cm®) 0,9190 0,8865 0,8597 0,8750 0,8650 0,8497
Viscosidade a 37,8° (cSt) 21,6 3,9 6,4 6,0 5,2 3,04
Inflamabilidade (°C) 208 ND ND 184 186 55
Ponto de fluidez (°C) -30 ND ND -3 5 ND
Destilagdo a 50% (°C) 301 291 333 340 334 278
Destilacdo a 90% (°C) 318 333 338 342 346 373
Corrosividade ao cobre 0 0 0 0 0 £2
Teor de cinzas (%) 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 0,014
Teor de enxofre (%) 0 ND ND 0 0 0,24
Cor (ASTM) 1,0 0 0,5 1,0 1,0 2,0

*Diesel do tipo C, propriedades determinadas no Instituto de Tecnologia do Parana (Tecpar, Curitiba,
PR); ND = ndo determinado
Fonte: Ramos et al., 2000.

Nas regides brasileiras existem diversas espécies vegetais que podem ser
utilizadas para produzir biodiesel das quais destacamos a mamona, dendé, girassol,
babacu, amendoim, pinhdo manso e soja. Atualmente 75% da producdo brasileira é
obtida a partir do Oleo de soja, 20% com gordura animal e o restante com diversas
outras fontes, como as citadas anteriormente (ANP, 2012). A Figura 3.3 mostra a

potencialidade brasileira para produgdo e consumo de combustiveis vegetais.
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Figura 3-3: Potencialidade brasileira para produc¢éo e consumo de combustiveis vegetais
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Fonte: biodieselbr (2009).

O ¢leo diesel comercializado em todo o Brasil possuia 5% de biodiesel desde 1°
de janeiro de 2010. Esta regra foi estabelecida pela Resolugdo n° 6/2009 do Conselho
Nacional de Politica Energética (CNPE), publicada no Diario Oficial da Unido (DOU)
em 26 de outubro de 2009, que aumentou de 4% para 5% o percentual obrigatério de
mistura de biodiesel ao dleo diesel. Desde novembro de 2014, o percentual passou a ser
7% (ANP, 2014).

A ANP estima que a producgdo brasileira de biodiesel seja da ordem de 176
milhdes de litros anuais. Em julho de 2014, a industria brasileira de biodiesel computou

a maior producdo mensal de sua historia. De acordo com os dados da ANP, as usinas

20


http://nxt.anp.gov.br/NXT/gateway.dll/leg/folder_resolucoes/resolucoes_cnpe/2009/rcnpe%206%20-%202009.xml?f=templates$fn=document-frame.htm$3.0$q=$x=$nc=4231

fabricaram 19,7 % mais biodiesel que em junho. O Brasil podera produzir, para
consumo interno (Figura 3.4), um volume aproximado de 50 GL no qual 80% dessa
producdo sera feita via transesterificacéo e o restante por craqueamento. A producéao por
transesterificacdo atendera o grande mercado atacadista, direcionado a mistura com
petrodiesel, o abastecimento de frotistas ou de consumidores interessados em aumentar

a proporcao de biodiesel no petrodiesel.

Figura 3-4: Estimativa da producao de biodiesel para consumo interno

59 { — lotal — Craqueado —— Transesterificade

Bithdes de litros

200% 2010 2015 2020 2025 2030 2015

Fonte: biodieselbr (2009).

Estima-se que a producdo de biodiesel para 0os mercados externos e internos, no
final do periodo, serd equivalente (Figura 3.5). Entretanto, nos primeiros 10 anos, o
mercado interno absorvera a totalidade da produgdo. No conjunto do mercado interno e
externo, a rota de transesterificacdo etandlica respondera por 90% do total do biodiesel
produzido. Nesse cenério, no final do periodo, havera uma demanda de 6 GL de etanol e
uma producdo 4Mt de glicerol, evidenciando o potencial de integragdo de cadeias com a
producéo de biodiesel.
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Figura 3-5: Estimativa de producdo total de biodiesel
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Fonte: biodieselbr (2009).

3.2 Glicerol

As caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais do glicerol bruto dependem do
tipo de acido graxo (gordura animal ou 6leo vegetal) e do tipo de catalise empregada na
producdo de biodiesel (Yazdani e Gonzalez, 2007).

Diante do excesso de glicerol produzido é importante buscar medidas que evitem
0 acimulo de glicerol, como a purificacdo ou reaproveitamento do mesmo em novos
processos industriais, permitindo assim a reducdo dos custos e tornando a producdo de
biodiesel mais competitiva e ambientalmente viavel.

O glicerol € considerado uma fonte de carbono altamente assimilavel por
bactérias e leveduras sob condicGes aerdbias e anaerdbias para a obtencdo de energia
metabdlica, como regulador do potencial redox e para a reciclagem de fosfato
inorganico dentro da célula (Dillis et al., 1980).

Impurezas presentes no glicerol proveniente da producdo de biodiesel (em torno
de 20 %) encarecem processos produtivos que o utilizam como matéria-prima. Dentre
as impurezas presentes, destacam-se acidos graxos, metanol, catalisadores, sais de
potassio e sddio, metais pesados, sabdo, lignina e outras impurezas organicas. Os acidos
graxos de cadeia longa, cloretos, sulfatos e sulfetos afetam significativamente o
metabolismo microbiano ja que sdo considerados compostos toxicos ou recalcitrantes

(Viana, 2011). Por outro lado, o glicerol contém elementos nutricionais como fosforo,
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magnésio, calcio, enxofre, nitrogénio e sodio que podem ser utilizados pelos
microrganismos para o seu crescimento durante processos fermentativos (Rossi, 2012).

A presenca de trés grupos hidroxila na estrutura do glicerol é responsavel pela
solubilidade em agua e sua natureza higroscépica. Estudos tedricos indicam que as
contribuicdes entalpicas e entrdpicas para a energia livre de Gibbs sdo importantes para
uma determinacdo precisa das preferéncias conformacionais e energéticas do glicerol.
Nesses estudos, as preferéncias conformacionais foram determinadas a partir de
métodos de teoria de densidade funcional (DFT), existindo 126 possiveis confémeros
para o glicerol. Na fase aquosa, a molécula de glicerol é estabilizada por uma
combinacéo de ligacdes de hidrogénio intramoleculares e solvata¢éo intermolecular das
hidroxilas (Beatriz et al., 2011).

Em baixas temperaturas a glicerina tende a passar por um sub-resfriamento ao
invés de cristalizar. Devido a resisténcia ao congelamento, solucdes aquosas de
glicerina sdo utilizadas como anticongelantes em sistemas de refrigeragdo. O glicerol
tem baixa volatilidade e baixa pressdo de vapor, 0 que €é estritamente ligada a sua
propriedade higroscopica.

A Figura 3.6 mostra a estrutura molecular do glicerol, seguida da Tabela 3.2, que

mostra as propriedades fisico-quimicas do glicerol.

Figura 3-6: Estrutura molecular do glicerol

Fonte: Arruda et al. (2007).
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Tabela 3-2: Propriedades fisico-quimicas do glicerol

Propriedades fisico-quimicas

Peso molecular (g/mol) 92,09
Densidade (glicerol 100%) 25°C 1,262 Kg/mG
Viscosidade 20 °C 939 cps
Ponto de ebulicdo (101,3 KPa) 290°C
Ponto de fuséo 18°C
Ponto de inflamacéo 177°C
Tensdo superficial 20°C 63,4 mN/m
Calor especifico (glicerol 99,94%) 26°C 2,435 J/g
Calor de evaporagédo 55°C 88,12 J/mol 88,12 J/mol

Fonte: Arruda et al. (2007).

No ano de 2010, 250.000 toneladas de glicerol foram geradas pelas usinas
brasileiras de biodiesel (Scaramuzzo, 2011). Em 2013, a producéo de glicerina brasileira
bateu um novo recorde. Segundo o Anuério Estatistico de 2014 elaborado pela ANP a
partir dos dados de mercado do ano passado, a produgdo de glicerina coproduto do
biodiesel foi 5,67 % maior que no ano anterior. Essa € a maior producdo do principal
coproduto do biodiesel ja registrada desde que a agéncia comecou a fazer o
monitoramento, em 2005.

O glicerol puro possui diversas aplicacdes industriais principalmente nos setores
de cosméticos, higiene pessoal, alimentos, medicamentos e fumo. Em termos de
transformacdo quimica ela ainda apresenta aplicacdes limitadas, sendo as principais na
producdo de explosivos, como a nitroglicerina, e na formacdo de resinas alquidicas. A
Figura 3.7 mostra uma distribuicdo de aplicacfes mais usuais da glicerina (Mota et al.,
2009).
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Figura 3-7: Principais setores industriais de aplica¢do da glicerina
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Fonte: Mota et al. (2009).

3.2.1 Fermentagdo do glicerol: Rotas metabdlicas

A fermentacdo do glicerol bruto proveniente de residuos da producdo de
biodiesel tem sido realizada através do metabolismo de diferentes microrganismos.
Pesquisas como as de Reungsang et al. (2013a), Zheng et al. (2008) e Gungormusler et
al. (2010), foram realizadas utilizando cultura pura de microrganismos. J& Selembo et
al. (2009) e Dietz et al. (2014), desenvolveram trabalhos utilizando culturas mistas de
microrganismos com o intuito de produzir 1,3 — propanodiol, H, e outros metabdlitos.

Devido ao fato de que o glicerol é deficiente em nitrogénio, a adicdo de
elementos tracos e vitaminas sdo essenciais para atingir um étimo crescimento de
bactérias com elevados valores de producdo de metabolitos (Suratago e Nootong, 2012).

Na literatura diferentes microrganismos sdo empregados na fermentacdo do
glicerol como a Klebsiella oxytoca e Citrobacter freundii (Homann, 1990), Klebsiella
pneumoniae (Oh et al., 2008; Cheng et al., 2007), Escherichia coli (Thong, 1991),
Citrobacter amalonaticus (Ainala, 2013), Clostridium beijerinckii (Gonen et al., 2013),
Clostridium butyricum (Suratago e Nootong (2012)), Enterobacter aerogenes
(Reungsang et al., (2013b); Ito et al., (2005)).
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Outro aspecto relevante observado na literatura € que microrganismos
especificos favorecem a formacéo de determinados produtos durante a fermentagdo do
glicerol. De acordo com Barbirato et al. (1998) e Da Silva et al. (2009), C.
pasteurianum é responsavel pela producdo 1,3 — propanodiol, &cido acético, acido
latico, acido férmico, acido succinico e etanol. Para Cheng et al. (2007) e Oh et al.
(2013), Kilebsiella pneumoniae favorece a formagdo de 1,3 — propanodiol, etanol,
lactato, 2,3-butanodiol, acetato, succinato.

Segundo Kaur et al. (2012) &cido butirico e o acido acético sdo 0s principais
subprodutos obtidos através da C. butyricum enquanto que butanol é produzido por C.
pasteurianum. Além destes, o etanol, acido latico, &cido succinico, 2,3-butanodiol,
constituem os principais metabdlitos produzidos por enterobactérias (Zeng et al., 2002).

O glicerol pode ser degradado por duas vias metabdlicas competitivas: a via
oxidativa e a via redutiva. A via oxidativa é catalisada por duas enzimas, a glicerol
desidrogenase e a di-hidroxiacetona cinase. A primeira delas converte o glicerol em di-
hidroxiacetona e a segunda fosforila o glicerol a di-hidroxiacetona-fosfato. O di-
hidroxiacetona formado € canalizado para a via glicolitica, gerando ATP e equivalentes
redutores (NADH). A via redutiva e a oxidativa se complementam em termos de
geracdo e balanco de aceptores de elétrons, neste caso NAD™ (Biebl, 1999).

O piruvato, que é o principal produto da via oxidativa, pode ser utilizado por
diversos microrganismos podendo ser responsavel pela formacdo de metabdlitos como
CO,, Hj, acetato, butirato, propionato, etanol, butanol, lactato e succinato. Nas
enterobacterias, o piruvato € clivado a acetil-CoA e formato numa reacdo catalisada pela
enzima piruvato-formiato liase. A partir do acetil-CoA, 4cido acético € formado via
acetil-fosfato, produzindo extra ATP bem como etanol, envolvendo duas etapas NADH
- oxidante tendo acetaldeido como intermediario. Formato é usualmente clivado a
hidrogénio e dioxido de carbono através da enzima formiato liase. Anéalises da
fermentacdo de produtos mostram que parte do glicerol é convertida nos mesmos
produtos da fermentacdo do aclcar. Essa conversdo proporciona a energia necessaria
para 0 crescimento, mas para muitos outros produtos, equivalentes redutores sdo
lancados, sendo estes oxidados na conversédo via redutiva do glicerol, levando a
formacéo de 1,3-propanodiol (Biebl, 1999).

Nas linhagens de C. butyricum, acido acético e butirico s&o formados além de
1,3-propanodiol. Acido butirico é formado ap6s condensacdo de duas moléculas de

acetil-CoA em uma reacdo em cadeia que envolve duas etapas de oxidacdo-NADH,
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gerando ATP. Pequenas quantidades de etanol também sdo encontradas (Biebl, 1999).
Na via redutora, a enzima glicerol desidratase retira uma molécula de agua do glicerol,
convertendo-o em 3-hidroxipionaldeido. A enzima 1,3-propanodiol oxirredutase reduz o
3-hidroxipionaldeido a 1,3 — propanodiol, regenerando os NADH gerados na via
oxidativa (Da Silva et al., 2009). As vias metabdlicas podem ser observadas na Figura
3.8.

Da Silva et al. (2009) afirmam que a preferéncia por determinada via metabdlica
depende da fonte do nutriente limitante. Em caso de a fonte de carbono ser o fator
limitante, a via utilizada sera aquela que rende o maximo de energia, ou seja, a via de
formagdo do &cido butirico utilizando C. butyricum, e a via de formacdo do etanol
utilizando K. pneumoniae, ao invés da via de formacgdo de 1,3-propanodiol e &cido
acetico. Em processos no qual a fonte de carbono estd em excesso e existe a limitacdo
de um nutriente inorganico ou inibicdo por produto, ocorrera a formacdo de 1,3-
propanodiol e &cido acético, ja que estes causariam menor inibicdo (Biebl, 2001). Da
Silva et al. (2014) afirmam que elevadas concentracdes de glicerol favorecem a via
redutiva de fermentacdo do glicerol enquanto que baixas concentraces direcionam a
rota para a formacéo de produtos da via oxidativa.

Segundo Biebl et al. (1999), o pH é um dos parametros que determina a
formagéo dos produtos na fermentacdo. A formacéo de 2,3-butanodiol se inicia com pH
de 6.6 e atinge o rendimento maximo com pH 5.5. Quando acetato é o principal
subproduto, o rendimento de 1,3-propanodiol é maior pelo fato da conversdo de
piruvato a acetato produzir ATP, mas ndo consumir equivalentes redutores (NADH)
necessarios para a producdo de 1,3-propanodiol. Diversos trabalhos encontrados na
literatura no qual ocorre a fermentacdo do glicerol tém indicado que maiores
rendimentos de 1,3-propanodiol sdo alcancados ao adotar valores de pH entre 6 e 7.
Vlassis et al. (2012) avaliaram a producéo de H, a partir de glicerol bruto utilizando
cultura mista de microrganismos em condigdes mesofilicas. Os autores estudaram o
efeito do pH (entre 4.5 e 8) no processo e constataram que o rendimento de H, foi maior
em pH é&cidos do que em pH alcalinos. Dessa forma, pode-se sugerir que pH acidos
favorecem a via oxidativa enquanto que valores de pH préximo a alcalinidade, ocorre o
direcionamento da rota para a via redutiva

Outro aspecto que pode favorecer diferentes rotas de fermentacéo do glicerol ¢ a
adigéo de vitamina B12 no meio de cultivo. Zhang et al. (2007), Kivisto et al. (2011) e

Pflugl et al.(2013) operaram reatores em batelada com temperatura de 40, 37 € 30 °C e
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pH de 8, 7.4 e 5.7, respectivamente. Os autores observaram que o nivel de producéo de
1,3-propanodiol aumentou com a adi¢do da vitamina B12, sendo assim, pode-se
concluir que a adigdo de vitamina B12 ao meio reacional favorece a via redutiva de
degradacdo do glicerol, pois esta € necessaria para o adequado funcionamento da
enzima glicerol desidratase, incluida na primeira etapa de producéao do 1,3-propanodiol.

Observa-se na literatura que a maioria das pesquisas realizadas para a producao
de 1,3-propanodiol ocorreu em condigdes mesofilicas (Bosio, 2014; Oh et al., 2008;
Sattayasamitsathit et al., 2011; Drozdzynska et al., 2014). Entretanto, Ferreira (2014)
operando um RALF termofilico (55 °C) obteve percentual molar de 1,3-propanodiol

consideravel, entre 30 e 50%.
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Figura 3-8: Produtos finais a partir da fermentacéo do glicerol por diferentes microrganismos
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Fonte: Adaptado de Da Silva et al. (2009).
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3.2.2 Fatores que influenciam a fermentacao do glicerol

Pardmetros de grande impacto na producdo de metabolitos constatados na
literatura sdo: temperatura, pH, concentracdo de substrato e nutrientes. Dentro de uma
faixa inapropriada, uma variacdo de tais parametros podem afetar o crescimento e a

atividade dos microrganismos (Suratago e Nootong, 2012).

3.3.2.1 pH e temperatura

O pH é um importante parametro no processo fermentativo que pode ser usado
para controlar o metabolismo e selecionar 0s microrganismos que possuem maior
capacidade de sobrevivéncia. O pH afeta severamente parametros microbianos como
taxa de crescimento, utilizacdo da fonte de carbono, eficiéncia de conversdo de
substrato, etc (Temudo et al., 2008).

Biebl (2001) estudou a fermentacdo do glicerol através da Clostridium
pasteurianum com o intuito de verificar a influéncia das condi¢bes de cultura na
formacéo de produtos. Operando em batelada a 35 °C e com concentragdo de glicerol de
50 g L™, o autor constatou que o butanol foi o produto principal no processo,
acompanhado da formagdo de 1,3-propanodiol, &cidos butirico e acético, e etanol.
FermentacGes com valores de pH constantes entre 4,5 e 7,5, ndo apresentaram
diferencas significantes na formacéo de produtos, exceto num aumento do conteudo de

etanol no pH 6,5, podendo ser observado na Tabela 3.3.

Tabela 3-3: Influéncia do pH no tempo de fermentacgdo a na formacéo de produtos

pH Tempo de Rendimento (mol/ 100 mol glicerol)
fermentacdo (n)  Butanol 1,3-PD  Etanol Butirato  Acetato

4,5 <50 38,8 9,1 2,4 0,2 2,3
50 22 23,1 10,8 1,3 7,2 2,2
55 24 17,7 22,5 1,3 10,6 3,9
6,0 21 32,4 51 4,5 2,9 1,3
6,5 20 23,5 19,1 7,2 11 2,4
7,0 21 20,0 20,9 13,9 0,1 41
7,5 20 22,2 58 26,5 0,2 0,2

Fonte: Biebl (2001).
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Barbirato et al. (2007) pesquisaram a producdo de acido propiénico utilizando
cultura pura de microrganismo e glicerol bruto (20 g L™) em batelada. As condicdes de
pH e temperatura adotadas foram de, respectivamente, 6.8 e 30 °C. Nestas condigdes, 0S
autores comprovaram que o glicerol se apresentou como fonte de substrato promissora
para a producdo de acido propiénico em termos de rendimento (0.844 mol/mol) e
produtividade (0.18 g L hh).

Coral et al. (2008) avaliaram a producdo de acido propibnico utilizando
diferentes fontes de carbono, sendo o glicerol (20 g L™) uma delas. O experimento
ocorreu em batelada com temperatura de 30 °C, pH inicial de 6.9, com cultura pura. Os
pesquisadores constaram elevado rendimento de acido propibnico (0.724 g/g) e estes
afirmaram que Propionibacterium sdo bastante sensiveis ao pH e que normalmente
necessitam de controle de pH, pois pequeno crescimento ocorre em pH abaixo de 5.0

A maior parte das pesquisas realizadas com o intuito de direcionar a rota
metabdlica para a via redutiva (produzir 1,3-propanodiol) de fermentacdo do glicerol
tem mostrado que o pH Otimo para o processo é 7. Mesmo assim, é encontrado
trabalhos em que o processo ocorreu com pH igual a 8, como ¢é o caso de Gonen et al.
(2012) que utilizaram K. pneumoniae em batelada alimentada.

Homann et al. (1990) pesquisaram a produgédo de 1,3-propanodiol em batelada
mantendo o pH em 7 a 32 °C. K. pneumoniae DSM 2026 apresentou a maior
concentracdo final (61 g L™) e a melhor produtividade (1,7 g L™ h™) enquanto que a
C.freundii Zu e K2 atingiram 35 g L e 1,4 g L™ h™, respectivamente.

Zhang et al. (2007) investigaram o efeito da temperatura e do pH em batelada na
producdo de 1,3-propanodiol, utilizando glicerol na concentracdo de 20 g L™ Os
autores constataram que o crescimento celular e a formacdo de 1,3-propanodiol
aumentaram gradualmente quando a temperatura variou-se de 28 a 40 °C. Mas na
temperatura de 45 °C ocorreu uma acentuada diminuigdo da formacdo de 1,3-
propanodiol. Os autores averiguaram também que a formacdo de biomassa e 1,3-
propanodiol foi fortemente influenciada pelo pH. Eles trabalharam com valores de pH
entre 6,5 e 8,5 e notaram que valores mais baixos de pH inibiram o crescimento celular
e a formacdo de 1,3-propanodiol, enquanto que os maiores valores de pH conduziram a
formacéo de 1,3-propanodiol. A maxima concentracdo de 1,3-propanodiol encontrada
foi obtida no processo com pH igual a 8.

Oh et al. (2008) otimizaram a producdo de 1,3-propanodiol utilizando a

metodologia Response Surface Methodology (RSM), que foi adotado para gerar um
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modelo estatistico para os efeitos individuais e interativos do glicerol bruto, do
(NH4)2SO4, pH, tempo de cultivo e temperatura na producdo de 1,3-propanodiol. Os
autores verificaram que as condi¢des Otimas de pH e temperatura para a producdo de
1,3-propanodiol foram 7,3 e 36,8 °C, respectivamente.

Sattayasamitsathit et al. (2011) avaliaram o aumento da producdo de 1,3-
propanodiol a partir do glicerol bruto em batelada e batelada alimentada, tendo como
estratégia o controle do pH. Os autores estudaram o efeito do pH (na faixa de 6,5-7,5)
no crescimento celular e na producéo de 1,3-propanodiol e acidos organicos. O glicerol
foi rapidamente consumido em todos os valores de pH adotados e foi completamente
esgotado em torno de 14 - 16 h de fermentagcdo. O rendimento étimo de producdo de
1,3-propanodiol obtido foi de 0,64 mol mol , sendo o pH do processo igual a sete. Os
autores operaram com temperaturas de 31, 34, 37 e 40 °C. O crescimento celular na
faixa de 31- 37°C ndo mostrou diferenca significante. Mas ao aumentar a temperatura
de 37 °C para 40 °C ocorreu uma queda de 32- 40% no crescimento e na producéo de
1,3-propanodiol. Na temperatura de 40 °C ocorreu uma inibicdo celular devido a
inativacdo da atividade da enzima na glicélise e no ciclo de Krebs, consequentemente
decrescendo o metabolismo do carbono.

Drozdzynska et al. (2014), pesquisaram aproximadamente 4000 cepas da familia
Enterobacteriaceae capazes de produzir 1,3-propanodiol. O objetivo do estudo foi
isolar bactérias produtoras de 1,3-propanodiol, identificar e caracterizar as que
obtiveram melhores desempenhos. A conversao do glicerol em 1,3-propanodiol através
da Hafnia alvei foi estudada pela primeira vez neste trabalho. A fermentag&o ocorreu no
biorreator operado em 30 e 37 °C e pH no valor de 7. Os melhores resultados foram

obtidos na temperatura de 30°C.

3.3.2.2 Concentrac¢do de substrato

A concentragdo de substrato utilizada no processo fermentativo possui papel
importante na atividade dos microrganismos, ja que determinados valores de
concentracdes de glicerol podem favorecer a via oxidativa ou redutiva de fermentagéo
do glicerol.

Chookaew et al. (2012) pesquisaram a producdo de H, em batelada a partir de
glicerol bruto, utilizando Klebsiella pneumoniae. Durante 36 h de fermentacdo com pH
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inicial de 8 e temperatura de 40 °C, os autores constataram que com 0 aumento da
concentracdo de glicerol (20 até 100 g L™), houve um aumento da concentragdo de
4cido acético de 0.74 para 3.65 g L™. Houve o aumento também da concentracéo de
etanol (5.47 — 7.36 g L™) e 4cido succinico (0.94 — 2.09 g L'Y). Mas, a concentracéo de
1,3-propanodiol e 2,3-butanol foram as maiores detectadas em funcdo do aumento da
concentragéo de glicerol. Para 1,3-propandiol, a concentracdo variou entre 7.73 e 18.3 g
L e a concentracio de 2,3-butanodiol variou entre 2.70 e 13.3 g L™

Em processos fermentativos no qual a fonte de carbono encontra-se em excesso
e existe limitacdo de um nutriente inorganico ou inibicdo por um produto, 0s
metabdlitos formados serdo aqueles que causam menor inibicdo, ou seja, 1,3-
propanodiol e &cido acético em detrimento de &cido butirico ou etanol. As
enterobactérias, por exemplo, sofrem inibicdo durante a fermentacdo do glicerol devido
ao acumulo de 3-hidroxipropionaldeido, intermediario da via propanodidlica que €
altamente toxico (Da Silva et al., 2014).

Sattayasamitsathit et al. (2011), avaliaram a influéncia da concentracdo de
glicerol na producdo de 1,3-propanodiol em batelada com temperatura de 37 °C e pH
mantido em 6,5. Os autores observaram que o maior crescimento celular obtido foi na
concentracdo de 60 g L™ de glicerol. Eles observaram também que as maiores
concentracdes de 1,3-propanodiol obtidas foram na concentracdo de 60 e 80 g L™ de
glicerol sendo que, as concentracbes maximas de 1,3-propanodiol ndo foram
significativamente diferentes (21, 50 e 21, 64 g L™ de 1,3-propanodiol para 60 e 80 g L™
de glicerol, respectivamente).

Suratago e Nootong (2012) avaliaram a fermentacéo do glicerol em um reator de
mistura com pH 7 utilizando cultura pura de microrganismos (C. butyricum). A maxima
concentracdo de 1,3-propanodiol alcancada foi de 33,8 g L' com condicBes
operacionais de 60 g L™ de concentracdo de glicerol. Mantendo alimentac&o do reator
com concentragdes de glicerol maiores que 60 g L™, foi notada a diminuicdo da
atividade microbioldgica visto que a concentracdo e rendimentos de 1,3-propanodiol
decresceram. Segundo os autores, essa observacdo é coerente com recomendagdes
encontradas na literatura que afirmam que, para evitar a inibicdo dos microrganismos,

concentracdes de glicerol abaixo de 80 g L™ devem ser utilizadas.
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3.3.2.3 Nutrientes

A composicdo do meio de cultura em processos fermentativos exerce grande
influéncia na atividade dos microrganismos j& que a adigdo ou remoc¢éo de nutrientes,
bem como a variacdo da concentracdo destes, favorecem a formacao de determinados
produtos de acordo com a rota metabdlica influenciada pelo nutriente especifico. Esse
fato pode ser comprovado na pesquisa realizada por Moon et al. (2011) que otimizaram
um meio de cultura com o intuito de favorecer a producéo de butanol e 1,3-propanodiol
através da Clostridium pasteurianum utilizando glicerol bruto. Através de planejamento
estatistico e ensaios experimentais, 0s pesquisadores constataram que a composi¢cdo
6tima do meio para a producdo de 1,3-pronanodiol e butanol foi diferente, provando que
a formacao dos produtos é controlada pelo meio de cultura.

Dabrock et al. (1992) estudaram a fermentacdo do glicerol em modo continuo
utilizando C. pasteurianum em condicdes limitantes de ferro e fosfato. O meio continha
4% (p/v) de glicerol, temperatura mantida em 37 °C e taxa de diluicdo de 0.05 h™. O pH
no meio com condigdes limitantes de fosfato foi mantido em 7 e 0 meio com condig¢des
limitantes de ferro foi mantido em 6.7. Os autores observaram primeiramente uma
diminuicdo da formacao de etanol de 30 mol/100 mol de glicerol (limitacdo de fosfato)
para 4 mol/100 mol (limitacdo de ferro [10.8 uM]), enquanto que a producdo de butanol
aumentou de 18 para 30 mol/100 mol. Posteriormente, uma reducdo ainda maior da
concentragdo de ferro de 10.8 para 6.8 e 2.5 uM favoreceu a formagdo de lactato (10 e
25 mol/100 mol, respectivamente) e de 1,3-propanodiol (17 e 34 mol/100 mol,
respectivamente). Em geral, na cultura continua com condi¢fes limitantes de fosfato,
somente tracos de acetato e butirato foram produzidos, enquanto que etanol (30 mol/100
mol), butanol (18 mol/100 mol) e 1,3-propanodiol (18 mol/100 mol) foram os produtos
majoritarios. Em condi¢des limitantes de ferro, a relacdo desses produtos favoreceu a
producdo de 1,3-propanodiol (34 mol/100 mol). Além disso, lactato foi produzido em
quantidades significantes (25 mol/100 mol).

Himmi et al. (1999) pesquisaram 0s nutrientes necessarios para a converséo de
glicerol (puro e bruto) em batelada utilizando cepa de Clostridum butyricum. Trés meios
foram adotados no experimento: o meio rico (RM), o meio com baixa concentragdo de
nutrientes (LNM) e o meio LNM-YE, no qual ocorreu apenas a substituicdo da biotina
por extrato de levedura no meio LNM. Os resultados mostraram que somente 4 pg L™

de biotina foi suficiente para converter 129 g L™ de glicerol bruto em uma grande
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quantidade de 1,3-propanodiol, com concentracdo de 67 g L™ (0,63 mol/mol). Também
ficou provado no meio (LNM) proposto, que o nitrogénio constitui um fator limitante
para a fermentacdo do glicerol, especialmente quando relacdo C/N foi menor que 81:1.
Apesar de sua composicdo simples, o meio sintético LNM fornece o mesmo
desempenho que o meio rico (RM), que é baseado em extrato de levedura. Adotando
diferentes concentracdes de glicerol para os meios RM (113 g L™) e LNM (121 g L™),
as concentracfes dos metabolitos obtidos foram aproximadas. Para o meio RM, as
concentracdes de 1,3-propanodiol, acetato, butirato e lactato foram de 61.5, 7.7, 7.4 e
1.0 g L, respectivamente. Para o meio LNM, as concentracdes de 1,3-propanodiol,
acetato, butirato e lactato foram de 65.5, 11.5,5.0 e 0.3 g L™

Moon et al. (2011) investigaram as condigdes 6timas do meio de cultura para a
producdo de butanol e 1,3-propanodiol, como citado anteriormente, utilizando a cepa de
C. pasteurianum DSM 525 em batelada. FeSOs. 7 H,0, (NH4),SO, e extrato de
levedura foram consideradas como variaveis significantes para a producdo dos produtos
desejados. A composicao 6tima do meio para a producéo de 1,3-propanodiol foi de 0 g
L™ de FeSOs. 7 H,0, 0 g L™ de (NH4),SO4e 8 g L™ de extrato de levedura.

Kivisto et al. (2011) estudaram o efeito da vitamina Bi, na producdo de
hidrogénio e 1,3-propanodiol, em batelada, atraves da fermentacdo do glicerol pela
Halanaerobium saccharolyticum subsp. saccharolyticum. Os autores constatara que a
producdo de 1,3-propanodiol é dependente da vitamina B, enquanto que a producédo de
H, é altamente favorecida quando a producédo de 1,3-propanodiol € blogueada pela falta
de suplementacédo da vitamina B1,. Sem a presenca de vitamina B, no meio, o0 consumo
de glicerol atingido foi de 18,7%, com rendimentos de 2,16 mol H,/ mol de glicerol,
1,05 mol de CO,/mol de glicerol e auséncia de 1,3-propanodiol. Entretanto, ao adicionar
5 ug L™ de vitamina Bi,, a producdo de 1,3-propanodiol foi favorecida, alcancando
rendimento de 0,22 mol/mol, tendo a producdo de H,;, CO, e acetado reduzida,
atingindo valores de 0,62, 0,58 e 0,14 mol/mol, respectivamente.

3.2.3 Rendimentos de acido propionico, 1,3-propanodiol e outros metabolitos a partir do
glicerol

A partir das rotas metabdlicas mostradas na Figura 3.8, diferentes produtos
podem ser obtidos de acordo com a via metabolica favorecida e, em funcdo de cada

produto final, diferentes rendimentos de produtos séo alcangados.
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Segundo Wang e Yang (2013), a producdo de &cido propibnico através da
fermentac&o do glicerol, resulta em um rendimento de &cido propiénico de 1 mol HPr/
mol de glicerol e nenhum &acido acético através da via glicolitica anaerébia (Embeden-
Meyrhof - EMP), sendo o rendimento teorico de &cido propiénico de 0,88 g HPr/g de
glicerol. Entretanto, o rendimento real de acido propiénico pode ser menor devido a
fragcéo de substrato utilizada para a biomassa celular ou maior se a rota pentose fosfato
(hexose monophosphate — HMP) for utilizada na glicolise, sendo esta afetada pelas
condi¢des de crescimento. Nesta conversdo, ndo ocorre producdo de hidrogénio. A

Equacdo 1, a seguir, mostra a formacéo de acido propibnico a partir do glicerol.

CsHgO3; —» C3HgO- (ACidO propiénico) + H,O (1)

No estudo realizado por Wang e Yang (2013), a producao de &cido propidnico a
partir da co-fermentagdo de glicerol e glicose através de Propionibacterium
freudenreichii subsp. shermanii foi avaliada. Bateladas com glicerol, glicose e mistura
de glicerol e glicose, foram estudadas a 37 °C e pH inicial de 6.8. Como esperado, a
fermentac&o do glicerol gerou um maior rendimento de acido propidnico em relagéo a
glicose. Em comparagdo com a glicose, o glicerol com o maior estado redutivo produziu
uma elevada relagdo HPr/HAc (P/A) para equilibrar o balango NADH/NAD". O glicerol
produziu também uma maior razdo HPr/HSuc (P/S) quando comparado a fermentacao
da glicose com pH 6.5, mas tal razdo foi menor quando a fermentacdo ocorreu sem
controle de pH. A forte inibicdo causada pelo acido propiénico resultou em maior
acumulo de &cido succinico.

Para Dishida et al. (2012) o rendimento teorico de acido propidnico é de 1 mol
HPr/ mol de glicerol. Entretanto, em condig¢Oes experimentais, o rendimento oscila entre
0,6 € 0,9 mol mol ™,

Quando ocorre a formacdo de 1,3- propanodiol a partir da fermentacdo do
glicerol, 1 mol de H, é consumido no processo, como se pode ver na Equacdo 2, a
sequir:

C3HgO3 + H, —» C3HgO; (1,3- propanodiol) + H,O (@)

De acordo com Tong e Cameron (1992) o balango de massa global do processo
fermentativo gera um rendimento tedrico maximo de 1,3-propanodiol de 0,875 mol/mol
de glicerol (Equacdo 3). Nenhum microrganismo conhecido é capaz de fermentar
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glicerol inteiramente em 1,3-Propanodiol e CO,. Em vez disso, outros produtos sdo
gerados como acetato, no qual o rendimento tedrico maximo é reduzido 0,75 mol/mol
de glicerol (Equacéo 4) ou mistura de subprodutos como acetato e formato, reduzindo o
rendimento maximo teorico para 0,667 mol/mol de glicerol (Equacdo 5). O méaximo

rendimento tedrico de 1,3-Propanodiol é mostrado na Tabela 3.3.

Tabela 3-4: Maximo rendimentos tedricos de 1,3-Propanodiol a partir do glicerol.

Balango de massa global
8 Glicerol — 7 1,3-Propanodiol + 2 CO, + 4 H,0 3
Rendimento = 0,875 mol/mol

Balanco sujeito a formag&o de diferentes metabolitos
4 Glicerol —» 3 1,3-Propanodiol + acetato + CO, + 2 H,0 4)

Rendimento = 0,75 mol/mol

3 Glicerol — 2 1,3-Propanodiol + acetato + formato + H,O (5)

Rendimento = 0,667 mol/mol

Fonte: Adaptado de Tong e Cameron (1992).

Para Biebl et al. (1999), o rendimento de 1,3-propanodiol por glicerol é
determinado pela disponibilidade de NADH,;, que é principalmente afetada pela
distribuicdo de produtos (via oxidativa) e depende, antes de tudo, dos microrganismos
utilizados e também das condi¢bes do processo (tipo de fermentacdo, excesso de
substrato, varios inibidores).

Para Da Silva (2010) apud Biebl et al. (1999), durante a fermentagéo do glicerol,
as culturas que apresentam maior rendimento em 1,3-propanodiol séo as que produzem
somente acido acético como coproduto, além de CO, e H,. Ao contrario, se as duas
moléculas de NADH produzidas durante a formacdo de uma molécula de piruvato sao
completamente reutilizadas para posterior processamento do préprio piruvato, isto é, sdo
utilizadas na formagdo de etanol ou butanol, o rendimento de 1,3-propanodiol é menor,
no entanto, o rendimento em biomassa € maior. O rendimento de 1,3-propanodiol pode
ser ainda melhorado reduzindo-se a evolugdo de H,.

De acordo com Sarma et al. (2012), o glicerol pode ser convertido em H; quando

ocorre a formacdo de &cido acético, acido butirico, butanol e etanol. As equacdes
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estequiométricas (Equacdo 6, 7, 8 e 9) mostrando o rendimento de H, e metabolitos

durante a conversao do glicerol (CsHgO3) sdo apresentadas a seguir:

C3HgO3 + H,O—» CH3COOH + CO, + 3H, (6)
(Acido Acético)
2C3HgO; —» C4HgO, + 2CO,+4H, (7)

(Acido Butirico)

2 C3HgOs—>» C4H100O + 2 CO, + H,O + 2H> (8)
(Butanol)
C3;HgO3—» C,HsO + CO, + H» (9)
(Etanol)

3.3 Acido propidnico: producdo e aplicacdes

O acido propibnico € um acido carboxilico de cadeia curta que, no seu estado
natural, € um liquido incolor, corrosivo, miscivel em agua e em diversos solventes
organicos comuns (Harada, 2012). Suas propriedades fisico-quimicas sdo representadas
na Tabela 3.5, a sequir.

Tabela 3-5: Propriedades Fisico-quimicas do acido propi6nico

Propriedades Fisico-Quimicas

Nomenclatura IUPAC Acido propandico
Formula molecular C3HsO,
Peso molecular 74,08 g/mol
Aparéncia Liquido incolor
Solubilidade em &gua, P, a 20 °C Miscivel
Ponto de fuséo -20,7 °C
Ponto de ebulicéo 140,8 °C
Viscosidade a 20 °C 1,1cP
Densidade relativa (4gua = 1) 0,99 gcm™

Fonte: Adaptado de Harada (2012).
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O é&cido propidnico e os seus sais de calcio, sodio e potdssio sdo comumente
utilizados como conservantes de alimentos para humanos e para racéo de animais, além
de ser um importante intermediario quimico na sintese de fibras de celulose, herbicidas,
perfumes e produtos farmacéuticos. Atualmente, quase todo o &cido propibnico é
produzido por sintese quimica a partir de matéria-prima de petréleo. Mas, a fermentacao
tem se tornado uma alternativa atrativa para produzir este acido através de recursos
renovaveis (Zhu et al., 2010).

No decorrer dos anos, algumas fontes de carbono tem sido utilizadas para
produzir &cido propidnico como a glicose, xilose, maltose, sacarose e soro de leite.
Entretanto a competitividade da produgdo microbiana de acido propiénico a partir de
carboidratos tem sido limitada devido ao baixo rendimento de &cido propibnico e a
elevada formacdo de subprodutos, tais como o acido acético (Himmi et al., 2000).

A producdo fermentativa de &cido propibnico utilizando o glicerol gera poucos
subprodutos devido ao grau de reducdo de ambos os produtos. Esse grau de reducgdo é
expresso como 0 numero equivalente de elétrons disponiveis por &omo de carbono.
Dessa forma, o glicerol e o acido propiénico possuem o mesmo grau de reducéo (4,67),
0 que explica porque ndo ha necessidade de produzir outros metabdlitos para equilibrar
0 balanco redox (Himmi et al., 2000).

Na maioria das fontes de carbono pesquisadas (glicose, xilose, sacarose, e etc),
com excecdo do glicerol, acido acético foi obtido como produto majoritario com uma
elevada razdo molar com relacdo ao &cido propidnico de, aproximadamente, 0,42 moles
de acido acético/ mol de acido propi6nico. Em contraste, o glicerol, induz a formacéo de
acido propibnico, rendendo até 0,9 mol de acido propidnico/ mol de glicerol, tendo a
producdo de acido acético minimizada para 1 mol para cada 30 moles de acido
propiénico formado (Dishida et al., 2012).

Barbirato et al. (1997) avaliaram a producdo de acido propibnico utilizando
glicerol com fonte de carbono. Trés cepas de bactérias, Propionibacterium
acidipropionici, Propionibacterium acnes e Clostridium propionicum, foram testadas
para avaliar a habilidade destas em converter glicerol em acido propidnico em batelada.
P. acidipropionici apresentou a maior eficiéncia em termos de tempo de fermentacdo e
de conversdo. O acido propibnico foi obtido como produto majoritario, atingindo um
rendimento de 0,844 mol/mol. Outros produtos foram obtidos em menores proporcdes:
acido succinico (0,055 mol/mol), acido acético (0,023 mol/mol), acido férmico (0,020

mol/mol) e n-propanol (0,036 mol/mol).
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No estudo realizado por Coral et al. (2008) foi investigada a producdo de acido
propidnico atraves da Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 utilizando
glicerol, lactato de s6dio e melago de cana como fonte de carbono. Esta estratégia teve o
intuito de verificar qual substrato possui 0 maior potencial para a producdo de &cido
propiénico. O experimento foi realizado em batelada variando duas temperaturas
diferentes (30 e 36 °C), sem controle de pH. Os resultados obtidos mostraram que a
producdo de acido propiénico foi maior na temperatura de 30 °C para todos 0s
substratos utilizados. Outro aspecto importante € que o maior rendimento alcancado foi
quando o glicerol foi fonte de carbono adotada (0,724 g/g). Os autores destacam que, ao
utilizar glicerol, ndo foi constatada a presenca de acido acético, mas ao utilizar as outras
fontes de carbono, este apareceu como produto indesejavel.

Kosmider et al. (2010) pesquisaram a conversdo de glicerol bruto e soro de
leite em acido propidnico utilizando Propionibacterium freudenreichii ssp.shermanii. O
experimento foi conduzido em batelada com concentragdes iniciais de 20 g L' e 40 g L
! de glicerol e soro de leite, respectivamente. Os resultados mostraram que a maior
producdo de acido propidnico foi alcancada com 4% de fonte de carbono no meio de
cultura. A maior concentracdo de acido propiodnico atingida para as diferentes condicdes
de substrato foi de 22,57 g L™, utilizando somente soro de leite no meio, 22,47 g L™,
utilizando soro de leite com glicerol puro e 24,8 g L™ utilizando soro de leite com
glicerol bruto. Os resultados também comprovaram que a substituicdo de 50% de soro

de leite por glicerol puro/bruto ocasionou a diminuicao da producéo de acido acético.

3.4 1,3-Propanodiol: producdo e aplicacbes

O 1,3-propanodiol foi um dos primeiros produtos da fermentacdo microbiana
conhecidos. Em 1881, o quimico austriaco August Freund o descobriu utilizando cultura
mista contendo Clostridium pasteurianum (Da Silva et al., 2014).

O 1,3-propanodiol € um composto alifatico linear, liquido, incolor, inodoro,
miscivel em agua, alcool e éter e que possui uma infinidade de aplicagdes podendo ser
utilizado em producdo de laminados, solventes, molduras, adesivos, resinas,
detergentes, cosméticos, desodorantes, entre outros. O 1,3-propanodiol é um importante

intermediario para sintese organica, podendo ser utilizado em varios tipos de
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medicamentos, repelente de insetos, perfumes, etc. Algumas aplicacbes podem ser

observadas na Figura 3.9 (Kaur et al., 2012).

Figura 3-9: Aplicac¢des do 1,3-propanodiol

Filmes

Solventes
Laminados

Fibras

/ Cosméticos
1,3-propanadiol Fragrancias

Medicamentos

Detergentes
Repelentes

Politrimetileno tereftalato (PTT)

/

N\

Carpetes Vestuario

Fonte: Adaptado de Kaur et al. (2012).

Mesmo possuindo propriedades fisico-quimicas interessantes para aplicacdes

industriais, exibidas na Tabela 3.6, as limitagdes encontradas para sua producdo em

larga escala, como o alto custo, fez com que o 1,3-propanodiol apresentasse pouca

utilizacdo, com aplicacdes restritas a solventes e producdo de dioxanos. Esse cenario

mudou (1995-1998) ap6s o anuncio da comercializagdo do 1,3-propanodiol baseado em

poliéster, chamado de politrimetileno tereftalato (Kaur et al., 2012).

Tabela 3-6: Propriedades fisico-quimicas do 1,3-propanodiol

Nome IUPAC
Outros nomes

Formula molecular
Solubilidade em &gua
Massa molar
Temperatura de ebulicdo
Temperatura de fusdo
Densidade

Calor especifico
Viscosidade

Presséo de vapor

Propan-1,3-diol
1,3-propanodiol, trimetilenoglicol,
1,3-di-hidroxi-propano
C3H302

100gL*

76,09 g mol™

210-212 °C

-28 °C

1,0597 g cm™

0,53 BTU/Ib/°F

52 cp

0,08 mmHg

Fonte: Da Silva et al., 2014. Condi¢des padréo: 25 °C e 1 bar.
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Atualmente, o 1,3-Propanodiol é produzido a partir de dois processos diferentes.
Em uma das rotas produtivas, a acroleina € hidratada a 3-hidroxipropionaldeido, que é
posteriormente hidrogenado, obtendo-se o 1,3-propanodiol. Na outra rota, o 6xido de
etileno reage com mondxido de carbono na presenca de um catalisador organometalico,
produzindo hidroxialdeido, que é finalmente reduzido ao diol por hidrogenacdo. De
modo geral, a produ¢do quimica de 1,3-propanodiol necessita de elevadas temperaturas,
alta pressdo e catalisadores de custo elevado. Nesse processo ocorre a geracdo de
intermediarios toxicos e poluentes, além de depender de combustiveis fésseis (Da Silva
etal., 2014).

Uma alternativa particularmente atrativa para a producédo de 1,3-propanodiol tem
sido através de sintese bioldgica na qual matéria-prima renovavel e condi¢bes normais
de temperatura e pressdo podem ser adotadas. O U(nico substrato que pode ser
fermentado a 1,3-propanodiol é o glicerol, sendo que esta fermentacdo ocorre
naturalmente e sem a geragdo de sub-produtos toxicos (Gallardo et al., 2014).

Somente poucos organismos sdo capazes de forma-lo. Estes organismos incluem
enterobactérias do género Klebsiella (K. pneumoniae), Enterobacter (E.agglomerans),
Citrobacter (C.freundii), Lactobacilus (L. brevis e L. buchneri) e espécies de
Clostridium dos grupos C. butyricum e C. pasteurianum, dentre outros (Rossi, 2012).

Zhang et al. (2007) avaliaram a producéo de 1,3-propanodiol utilizando cepa de
Klebsiella pneumoniae. Os parametros 6timos de cultivo encontrados para pH e
temperatura foram 8 e 40 °C, respectivamente. A concentracdo Otima de fonte de
nitrogénio e carbono foram 6 g L™ de (NH4),SO. e 20 g L™ de glicerol. Apés 8 horas de
fermentacdo em batelada, a concentracdo de 1,3-propanodiol atingiu 0 méximo de 12 g
L™ e todo o glicerol foi consumido. Citrobacter amalonaticus também foi utilizada na
producdo anaerdbia de 1,3-propanodiol em batelada. O nivel de producdo de 1,3-
propanodiol aumentou com a adicdo de vitamina B12. Em condi¢Bes anaerébias, o
crescimento celular e a producéo de 1,3-propanodiol s6 foram possiveis com a adi¢ao de
nitrato ou fumarato. O efeito da vitamina B12 e do cloreto de cobalto sobre o
crescimento celular e producéo de 1,3-propanodiol também foram investigados.

Gungormusler et al. (2010) avaliaram a producdo de 1,3-propanodiol utilizando
Clostridium saccharobutylicum e compararam os resultados utilizando outros tipos de
microrganismos anaerébios (Clostridium spp., Pantoea agglomerans, Ochrobactrum
anthropi, Chyreseomonas luteola e Klebsiella pneumoniae) e aerdbio (Lactobacillus

ssp.). Os experimentos foram realizados em batelada com duracdo de 48 horas. A
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concentracdo de 1,3-propanodiol foi medida a cada 24 horas. A maior concentracdo de
1,3-propanodiol obtida foi através da C. beijerinckii (8,9 g L™) e o maior consumo de
glicerol encontrado foi através de experimento contendo C.saccharobutylicum (93%).
C. saccharobutylicum e C. pasteurianum obtiveram resultados de concentracdo de 1,3-
propanodiol de 6,7 g L™ e 6,9 g L™, respectivamente.

Reungsang et al. (2013b) avaliaram a producdo simultdnea de hidrogénio e
etanol a partir de glicerol residual utilizando Enterobacter aerogenes KKU-S1. A
metodologia baseada em planejamento fatoriais de Plackett-Burman foi adotada para a
identificacdo dos parametros que mais influenciavam a producdo simultanea de H; e
Etanol. Os resultados indicaram que o pH inicial, temperatura, concentragéo de extrato
levedura e concentracdo de glicerol tem, estatisticamente, significancia na producdo de
hidrogénio e etanol. As condi¢bes 6timas de maxima producdo de H; e etanol foram: 1
g L™ de extrato de levedura, 37 g L™ de glicerol, pH inicial de 8.14 e temperatura de 37
°C. A taxa de producdo maxima de H; e etanol atingida foram de, respectivamente, 0.24
mmol H, L™ h™ e 120 mmol L™ h™ de etanol. Outro composto de interesse produzido
no processo foi o0 1,3 — propanodiol que, nas condicdes étimas desse estudo, foi obtido
com concentracao de 8,5 mmol L™.

Pflugl et al. (2013) estudaram o potencial da Lactobacillus diolivorans em
produzir 1,3-propanodiol a partir de glicerol residual. Diferentes parametros de cultivo,
principalmente a composicdo do meio, foram testados em batelada e batelada
alimentada. A concentracdo de 1,3-propanodiol obtida em batelada foi de 41,7 g L™
Esse valor aumentou para 73,7 g L™ em batelada alimentada tendo glicose como co-
substrato. No meio foi adicionado extrato de levedura e vitamina B12. Ressalta-se que a
adicdo de vitamina B12 no meio aumentou a producdo para 84,5 g L™ de 1,3-
propanodiol em batelada alimentada.

Drozdzynska et al. (2014) pesquisaram a producdo de 1,3-propanodiol através da
Citrobacter freundii e Hafnia alvei. O experimento foi realizado em batelada com pH
constante no valor de 7 e temperatura de 30°C e 37°C. Apds 48 horas de fermentacao,
H. alvei produziu 11 g L™ de 1,3-propanodiol na temperatura de 37 °C. Para C. freundii,
os melhores resultados foram obtidos na temperatura de 30 °C. Ap6s 24 horas de
fermentacéo, a concentrago de 1,3-propanodiol atingiu 23 g L™.

Culturas mistas de microrganismos possuem grande potencial para gerar
produtos quimicos em geral. Entretanto poucos trabalhos sdo encontrados na literatura

no qual culturas mistas séo utilizadas para converter glicerol em produtos. Uma das
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grandes vantagens em utilizar esse tipo de cultura € a possiblidade de operar em
condicdo ndo estéril, o que viabiliza economicamente o processo (Dietz e Zeng., 2014).

Para Ghazali et al. (2004) as vantagens da utilizagdo de culturas mistas em
processos fermentativos pode ser atribuido aos efeitos das interacfes sinérgicas entre 0s
membros da cultura de microrganismos. Os autores ressaltam também que
microrganismos individuais podem metabolizar somente uma faixa limitada de
substratos, enquanto que culturas mistas possuem ampla capacidade enzimatica.

Selembo et al. (2009) produziram hidrogénio e 1,3-propanodiol através da
fermentacao anaerobia de glicerol puro e glicerol residual de inddstria de biodiesel. O
processo ocorreu em batelada com cultura mista de microrganismos proveniente de solo
de producdo de tomate. Os rendimentos de producdo de hidrogénio obtidos foram de
0,28 mol H, mol™ glicerolconsumico para o glicerol puro e 0,31 mol H, mol™
glicerolconsumidgo para o glicerol residual. Nesse estudo também foi quantificada a
produgédo de 1,3- propanodiol no qual, tendo glicerol puro como substrato, obteve-se
0.69 mol-PD/mol glicerolconsumido- J& N0 processo onde o glicerol residual atuou como
substrato, o rendimento foi de 0.59 mol-PD/mol-glicerolconsumigo. Tais resultados
demonstram que a producdo de biodiesel pode ser combinada com a producdo de
hidrogénio e 1,3- propanodiol para a méxima utilizagdo dos recursos e minimizagao dos
residuos gerados.

Liu et al. (2013) estudaram a conversdo do glicerol bruto em hidrogénio e 1,3-
propanodiol em batelada, utilizando solo organico como indculo. A producdo de
hidrogénio no headspace e de 1,3-propanodiol na fase liquida foram avaliada em funcgéo
do diferentes tempos de retencdo de hidrogénio (HyRTSs), que foram controlados pelos
intervalos de coletas de gas (GCls) e pela coleta inicial de gas (IGCTSs). Dois estagios de
purificacdo do glicerol (P2 e P3) foram testados em trés diferentes concentracdes (3,5 e
7 g L. Longos HyRT (maiores GCI e IGCT) proporcionaram menores rendimentos de
hidrogénio, mas conduzem a maiores rendimentos de 1,3-propanodiol. O glicerol P3 na
concentracdo de 7 g L™, atingiu o maior rendimento de 1,3-propanodiol (0,65 mol/mol)
e 0 maior rendimento de hidrogénio (0,75 mol/mol). Os resultados mostraram que a
producdo de hidrogénio e 1,3-propanodiol podem ser otimizadas através do ajuste de
HyRT na fermentacdo anaerobia do glicerol.

Dietz e Zeng (2014) avaliaram a aplicabilidade de culturas mistas para a
producdo de 1,3-propanodiol a partir do glicerol bruto. Trés diferentes fontes de cultura

mista de microrganismos foram testadas sendo que, a cultura proveniente de estacdo
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municipal de tratamento de aguas residuarias (HH), mostrou melhores resultados. As
culturas foram obtidas a partir de diferentes plantas de producdo de biogas da
Alemanha. Todas as plantas foram operadas em temperatura mesofilica (35-37 °C) e pH
entre 7,5 e 7,6. O processo fermentativo para produzir 1,3-propanodiol ocorreu em
batelada e batelada alimentada, tendo glicerol bruto como fonte de carbono com
concentracdo inicial de 25 g L. A temperatura foi mantida em 37 °C e o pH foi
regulando em 7. O 1,3-propanodiol pode ser obtido como produto principal em meio a
subprodutos como acidos organicos tipicos (acético e butirico). No processo em
batelada, os microrganismos provenientes de planta de biogas alimentada somente por
residuo agricola (HA), ndo produziram metabdlitos. Ja a cultura proveniente de planta
de biogés, alimentada por &gua residuaria municipal (HH), apresentou a formacédo de
1,3-propanodiol (15,21 g L™), acetato (3,10 g L™) e butirato (1,56 g L™). A cultura de
planta alimentada por mistura de residuo doméstico, comercial e agricola (FW),
apresentou a formacdo de 1,3-propanodiol (12,54 g L), acetato (5,84 g L™), lactato
(1,79 g L™), etanol (3,13 g L™) e formato (2,77 g L™Y).

3.5 Hidrogénio: producdo e aplicacbes

O hidrogénio possui elevado poder calorifico no qual, pode ser observado na
Tabela 3.7, que este possui valor bastante elevado quando comparado a outros
hidrocarbonetos. O H, pode ser utilizado em célula a combustivel, visto que esta é capaz
de gerar eletricidade com alta eficiéncia energética com diversas aplicacdes para a

sociedade em geral.

Tabela 3-7: Poder calorifico de diferentes combustiveis

Valor do poder calorifico Valor do poder calorifico

Combustivel ) o o o
superior (a 25 "C e 1 atm) inferior (a 25 "C e 1 atm)
Hidrogénio 141.86 kJ/g 119.93 kJ/g
Metano 55.53 kl/g 50.02 kJ/g
Propano 50.36 kJ/g 45.6 kJ/g
Gasolina 47.5 kd/g 44.5 kg
Etanol 30.57 kd/g 27.71 kdlg
Metanol 19.96 kJ/g 18.05 kJ/g

Fonte: Santos e Santos, (2005).
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Os métodos de produgdo de hidrogénio podem ser divididos em funcéo das trés
principais matérias-primas utilizadas, que sdo os combustiveis fosseis, &gua e biomassa.
Os principais métodos de producdo que utilizam combustiveis fosseis sdo a reforma a
vapor do gas natural, a oxidacdo parcial de hidrocarbonetos pesados e gaseificacdo do
carvdo. As desvantagens destes processos estdo principalmente nos impactos
ambientais, riscos aos operarios nas usinas, como incéndio e exposi¢do a agentes
cancerigenos e altas temperaturas.

Em métodos no qual a matéria prima utilizada é a agua, destacam-se a eletrolise,
0s processos foto-eletroquimicos e processos termoquimicos. Os processos bioldgicos
(biofotdlise da &gua, foto-fermentacdo e fermentacdo anaerdbia), a gaseificacdo da
biomassa, a reforma a vapor do etanol e a reforma em fase liquida, sdo métodos
adotados quando a biomassa é a matéria prima utilizada no processo produtivo (Souza,
2009). Os processos bioldgicos vém ganhando destaque, pois estes contribuem para o
tratamento de &guas residuarias ao passo que geram fonte de energia alternativa.

A producao biologica de hidrogénio e outros compostos tendo como substrato o
glicerol tém sido apresentados em diversos trabalhos na literatura. Tais estudos, na
grande maioria, foram operados em biorreatores em batelada.

Nakashimada et al. (2002) produziram hidrogénio a partir de diferentes
substratos como glicose, frutose, galactose, sorbitol, manitol, gluconato e glicerol. No
estudo foi observado que o maior rendimento de producdo de hidrogénio foi obtido
quando o glicerol foi utilizado como substrato. Sendo assim, os autores sugeriram que 0
elevado estado redox intracelular (elevada razédo NADH/NAD) acelera a producdo de
H,.

Costa (2010) estudou a selecdo de bactérias capazes de degradar o glicerol
residual da sintese quimica do biodiesel, tendo como subprodutos a formacao de H; e
etanol através de fermentacéo realizada em reator de cultivo submerso. Na etapa inicial
do experimento foram isoladas e identificadas as bactérias presentes no consorcio
microbiano ambiental (lodo) no qual a bactéria Klebsiella pneumoniae BLb01
apresentou o maior potencial de degradacdo do glicerol (100%) e conversdo em
bioprodutos. Os resultados obtidos mostraram que a maior producdo de hidrogénio foi
obtida com meio de cultivo com 30 g L™ de glicerol a 39 °C.

Ngo et al. (2011) avaliaram a producdo de biohidrogénio a partir da bactéria

termofila Themotoga neapolitana DSM 4359. O processo foi realizado em batelada no
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meio de cultura contendo glicerol puro ou glicerol residual como Unico substrato, tendo
a concentragdo de 5 g L™ O glicerol residual passou por um pré-tratamento que
consistiu em remover metanol e etanol por evaporacao rotativa a 45 °C e sdlidos através
de centrifugacdo a 15 000 rpm por 15 minutos. A producdo de hidrogénio apos 49 h de
fermentacdo foi de 1,02 mol-H, mol™ glicerolconsumido para o glicerol puro e 1,28 mol-H,
mol™ glicerolconsumico para o glicerol residual. Outro aspecto importante abordado no
artigo foi que o rendimento de producdo de H, tendo como substrato o glicerol pré-
tratado foi maior quando comparado com o glicerol puro. Apés 56 horas de fermentagéo
a producdo do biogas foi de 1,97 mol-H, mol™ gliceroleonsumico, Para o glicerol pré-
tratado e 1,27 mol-H, mol™ glicerolensumido para o glicerol puro, mostrando que o pré-
tratamento do substrato é fundamental para a conversdo do glicerol residual através da
Themotoga neapolitana.

De S& (2011) avaliou a producéo de hidrogénio em batelada utilizando diferentes
substratos como a sacarose, glicose, frutose e glicerol com concentracéo de 10 g L. O
processo ocorreu a 35 °C e pH inicial de 5,5. No experimento, o inéculo passou por
pré-tratamentos &cido, alcalino e térmico, no qual foi avaliado o desempenho das
comunidades bacterianas responsaveis pela producdo de H,. O processo no qual o
indculo foi tratado termicamente, obteve-se o rendimento de 4,62 mol de H,/ mol de
sacarose em 72 horas de fermentacdo, sendo este 0 maior rendimento constatado no
estudo de Sa. Os outros substratos obtiveram os seguintes rendimentos: 2,19 mol de
H./ mol de glicose, 2,09 mol de Hy/ mol de frutose, 1,88 mol de H,/ mol de xilose e
0,80 mol de Hy/ mol de glicerol. Com base nos rendimentos tedricos maximos de até 8
mol de Hy/ mol de sacarose, 4 mol de H,/ mol de agtcar C6, 6 mol de H,/ mol de
acucar C5 e 3 mol de Hy/ mol de glicerol, com a respectiva formacéo de acido acético
em todos os casos, de Sa constatou bons rendimentos da producdo de H, para os
diferentes substratos testados: 52% para a sacarose 1, 53% para a sacarose 2, 55% para
a glicose, 52% para frutose, 31% para xilose 1, 15% para xilose 2 e 27% para 0
glicerol.

Bernal et al. (2013) estudaram a producéo bioldgica de hidrogénio utilizando 13
cepas nativas de bactéria (Clostridium spp) isoladas do solo colombiano. As cepas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas em condicBes anaerébias para promover o0
crescimento do inéculo. Tendo como substrato o glicerol de fonte industrial (50 g L™),
a conversdo em hidrogénio foi investigada usando fermentacdo em batelada, ocorrendo

esta em duplicata durante 72 horas. Os resultados obtidos foram quantificados em
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relacdo a producdo de acidos, hidrogénio, biomassa e solvente. O rendimento de

produco de hidrogénio foi de 0,19 mol H, mol * glicerol.

3.6 Biorreatores utilizados para a producéo de acido propionico, 1,3-propanodiol e

hidrogénio e outros metabdlitos a partir de glicerol

A formagdo de produtos através de processos fermentativos sofre elevada
influéncia das condicGes fluidodindmicas estabelecidas pelo tipo de reator adotado no
processo. Tais condi¢cBes podem implicar em variacGes de transferéncia de massa e de
calor que estdo diretamente relacionadas ao desenvolvimento dos microrganismos
fermentativos (Reis, 2010).

Com o intuito de serem operados com baixos tempos de detencdo hidraulica e
elevados tempos de retencdo celular, os reatores anaerobios necessitam reter uma
elevada quantidade de biomassa, caracterizando assim os sistemas de alta taxa, no qual
podem ser classificados de acordo com o tipo de crescimento da biomassa no sistema.
Esse crescimento bacteriano pode ser disperso ou aderido no qual, no primeiro caso,
ocorre a presenca de flocos ou granulos de bactérias inteiramente livres. No segundo
caso, ocorre um crescimento de bactérias agregadas ao material suporte, levando a
formagdo de um filme biol6gico. Os reatores anaerdbios de leito fixo e leito fluidizado
sdo considerados sistemas com crescimento bacteriano aderido. J& os sistemas com
crescimento bacteriano disperso sdo obtidos nos reatores anaerobios de fluxo ascendente
e manta de lodo (UASB), de leito granular expandido (EGSB) e reator anaerobio de
agitacdo continua (CSTR) (Pestana et al., 2009).

Grande parte dos estudos realizados para produzir metabdlitos por via
fermentativa foi efetivados por meio de reatores descontinuos devido a praticidade de
operacdo e controle dos mesmos. Reatores do tipo leito fixo, manta de lodo, leito
fluidizado e continuo com agitacdo, também foram projetados para realizar ensaios de
producdo de diferentes metabdlitos. Atualmente, nenhum trabalho na literatura é
encontrado com o foco na producdo de acido propibnico e 1,3-propanodiol em reator
anaerdbio de leito fluidizado. Entretanto, estudos mais recentes tem verificado que os
reatores anaerdbios de leito fluidizado possuem alto desempenho na producéo de etanol
e hidrogénio quando comparado com outros tipos (Amorim et al., 2009). Portanto,
pode-se considerar o RALF uma configuracdo de reator promissora para a produgédo

fermentativa de acido propibnico, 1,3-propanodiol e hidrogénio.
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3.6.1 Reator Continuo de Tanque Agitado (CSTR)

O reator continuo de tanque agitado consiste em um cilindro com agitacao
mecanica podendo ser utilizado com biomassa livre ou imobilizada. Este reator tem sua
capacidade bastante variada de acordo com o tipo de processo no qual esta sendo
empregado. Devido sua facilidade de operacéo, os reatores continuos de tanque agitado
destacam-se em situagGes nas quais necessitam de um grande controle de operacéo.
Além de necessitarem de cuidados para evitar que a agitacdo mecanica cause danos a
biomassa, tais reatores necessitam de atencdo quando séo utilizados baixos tempos de
detencdo hidraulica, podendo assim acarretar arraste da biomassa. Com o intuito de
evitar o arraste, geralmente é feito o uso de biomassa imobilizada para garantir a
presenca de biomassa dentro do reator durante o processo (Reis, 2010; Silveira, 2006).

Suratago e Nootong (2012) pesquisaram a producdo de 1,3-propanodiol através
do Clostridium butyricum DSM 5431 em um reator de mistura tendo particulas de
plastico atuando como meio suporte. As particulas foram lavadas com agua fervida
durante 15 minutos seguida de outra lavagem em solucdo de etanol 95%.
Posteriormente, foram esterilizadas com vapor durante 15 minutos. O biorreator de
escala laboratorial foi construido em acrilico com 19 cm de didmetro interno e 25 cm de
altura. Quatro chicanas foram acopladas na parede interna para aumentar o grau de
mistura, sendo esta alcancada com o auxilio de uma barra magnética. O reator foi
operado em modo batelada durante 48 h.

Os resultados da operacdo indicaram que a producdo de 1,3-propanodiol em
reator de mistura era viavel. O intervalo do pH durante o experimento foi de 6,9 — 7,0.
A méxima concentracdo de 1,3-propanodiol (33,8 g L™, o rendimento do produto (0,7
mol mol™) e a produtividade (16,9 g L™ h™) foram obtidos quando o reator foi operado
utilizando uma concentracéo de glicerol na entrada e uma taxa de diluicio de 60 g L™ e
0,5 h*, respectivamente.

3.6.2 Reator anaerdbio de fluxo ascendente com manta de lodo (UASB)

Os reatores anaerébios de fluxo ascendente com manta de lodo (UASB) sdo
reatores que tratam biologicamente efluentes com base na decomposic¢do anaerdbia da
matéria organica. Esse reator € composto de trés partes que sdo distribuidas em zona de

decomposicéo, zona de separacao de fases e zona de sedimentacao.
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Através do movimento ascendente do afluente por meio da base do reator, 0
liquido entra em contato com o leito de lodo na zona de decomposi¢do no qual os
solidos orgénicos suspensos sdo digeridos através de uma transformacdo anaerdbia
produzindo biogas e novas células microbianas. Dessa forma, o sistema ndo necessita de
dispositivos de mistura, pois esta é efetuada pelo fluxo ascensional e pelas bolhas de gas
formadas.

Posteriormente, em direcdo a zona de separacdo de fases, o biogas e o liquido
passam pelo separador de fases permitindo a coleta dos gases e o retorno da biomassa
para a zona de sedimentacdo. O retorno da biomassa ocorre devido ao escoamento
ascendente do liquido que, ao se aproximar da superficie liquida livre, tem sua
velocidade progressivamente reduzida, de modo a ser superada pela velocidade de
sedimentacdo das particulas (van Haandel e Lettinga, 1994).

Chookaew et al. (2014) avaliaram a producdo de hidrogénio a partir de glicerol
bruto utilizando Klebsiella sp. TR17 imobilizada em um reator anaerébio de manta de
lodo (UASB). O reator foi operado com temperatura de 40°C e pH entre 6,5 e 7.
Diferentes tempos de detencdo hidraulica (2 — 12 h) e concentracéo de glicerol (10, 20 e
30 g L™) foram adotados no processo.

O meio de cultura contendo glicerol com concentrages de 10, 20 e 30 g L™ foi
inserido em cada reator UASB. Os reatores foram monitorados a cada trés dias com
analises de solidos suspensos volateis e concentracao de substrato, e a cada dois dias foi
feita a medicdo dos metabolitos solveis produzidos. A producdo de biogas e o pH
foram medidos diariamente.

A diminuicdo do tempo de detencdo hidraulica acarretou num aumento da taxa
de producéo e rendimento de H,. A maxima taxa de producéo de 242,15 mmol H,/L/d e
rendimento de 44,27 mmol H,/g glicerol consumido, foram alcancadas no tempo de
detencéo hidraulica de 4 h e concentracéo de glicerol de 30 e 20 g L™, respectivamente.
O principal metabdlito obtido foi o 1,3-propanodiol no tempo de detencdo hidraulica de
12 h para todas as concentracdes de glicerol testadas no experimento e o valor maximo

obtido foi de 9 g L™ na concentracéo de 20 g L™ de glicerol.
3.6.3 Reator granular de leito expandido (EGSB)

O reator granular de leito expandido EGSB (Expanded Granular Sludge Bed)

possui caracteristicas hidrodindmicas semelhante ao reator de leito fluidizado
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diferenciando-se pelo fato de ndo utilizar biomassa imobilizada. Nesse tipo de reator a
inoculagdo ocorre a partir do uso de biomassa ja cultivada, provenientes de reatores
UASB (lodos granulares). No reator EGSB sdo possiveis maiores velocidades
ascensionais superiores ao UASB convencional devido as caracteristicas geométricas do
reator, em geral com secdo menor e de maior altura. Com isso é possivel uma maior
expansdo do leito favorecendo assim ao contato entre a biomassa e a agua residuéria
(Kato et al., 2001).

Gallardo et al. (2014) produziram 1,3-propanodiol a partir de glicerol residual
em trés reatores granulares de leito expandido (EGSB). Um reator (R1) foi inoculado
com lodo granular, o segundo reator (R2) com lodo granular tratado termicamente e o
terceiro reator (R3) foi preenchido com lodo granular fragmentado. Diferentes tempos
de detencdo hidraulica foram aplicados comecando de 24 h e variando posteriormente
para 20, 12, 6 e 3 h. As fermentacdes continuas foram conduzidas a 37°C e alimentados
com 25 g L™ de glicerol e meio contendo nutrientes para suprir a atividade metabélica
dos microrganismos. Recirculagdo interna de liquido foi utilizada para garantir a
expansdo dos granulos dentro do reator. O pH do meio foi ajustado em 6,8.

Glicerol foi convertido em 1,3-propanodiol em todos os reatores. Acetato e
butirato foram constatados em baixas concentracdes (< 1 g L™), exceto no R2 no TDH
del12h(até4gL")enoR1no TDH de 6 h (1,8 g L™). O pH foi mantido na faixa de 5-
6 para o TDH de 24 - 12 h decrescendo para a faixa de 4 - 5 com a diminuicdo do TDH
(6 - 3 h). O méaximo rendimento (0,52 mol mol™) e produtividade (57 g L™ d*) foram
atingidas no R1 no tempo de detencéo hidraulica de 12 e 3 h, respectivamente.

Bdsio (2014) avaliou a producdo de hidrogénio em reator EGSB utilizando
glicerol bruto (5 g L™) como fonte de carbono. A temperatura e o pH do sistema foram
controlados, mantidos em 30 °C e 4.5, respectivamente. A autora constatou que o reator
obteve um comportamento crescente de producdo volumétrica de H, ao passo que o
TDH do sistema foi diminuido. Os principais metabdlitos detectados foram 1,3-

propanodiol, etanol, acido acético, acido butirico e &cido propibnico.
3.6.4 Reator Anaerobio de Leito fixo

O reator anaerobio de leito fixo é constituido por um tanque preenchido com um
leito de particulas inertes que atuam como meio suporte para imobilizacdo da biomassa

no interior do reator. Tratando-se de tratamento de efluentes, um aspecto positivo desse
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tipo de reator é a reducdo do tempo de detencdo hidraulica que passou de dias para
algumas horas, pois 0 aumento da area superficial devido ao leito de particulas acarreta
num aumento do contato entre os microrganismos e o afluente a ser tratado (Reis,
2010).

Alguns trabalhos sdo encontrados na literatura que visam a producédo de 1,3-
propanodiol em leito fixo, como € o caso de Gonen et al. (2012) que estudaram o efeito
da pedra-pomes utilizada como meio suporte para imobilizacdo de Klebsiella
pneumoniae a partir de glicerol bruto.

K. pneumoniae foi imobilizada em trés diferentes tipos de meio suporte: espuma
de poliuretano (PUF), esferas de vidro (CB) e pedra-pomes (PS) para efeitos
comparativos. Todos os biorreatores foram operados continuamente usando diferentes
tempos de detencdo hidraulica, variando entre 0,5 e 16 h. Os biorreatores possuiam 30
cm de altura e 4,5 cm de didmetro interno, sendo estes preenchidos individualmente
com 0s respectivos meios suportes. A altura do leito nos trés reatores foi de 23 cm,
aproximadamente. Visando reforcar a imobilizagdo da biomassa no meio suporte, o
meio de cultura foi continuamente reciclado dentro do reator com uma taxa de diluicdo
de 0,05 h™ durante uma semana e com temperatura fixa de 37 °C.

A concentragdo maxima de 1,3-propanodiol (19,7 g L™) obtida foi alcancada
com espuma de poliuretano no TDH de 8 h. Por outro lado, os reatores que utilizaram
esferas de vidro e pedra-pomes como meio suporte obtiveram resultados semelhantes no
TDH 50 % menor. A concentracdo de 1,3-propanodiol aumentou (19.7, 18.4e 19.0g L
! para PUF, PS e GB respectivamente) ao passo que o tempo de detencdo hidraulica
aumentou (4, 6 e 8 h, respectivamente).

Gonen et al. (2013) pesquisaram a producdo de 1,3-Propanodiol utilizando
glicerol residual através da imobilizacdo de Clostridium beijerinckii B-593 em esferas e
anéis de vidro em reator de leito empacotado. A fermentagdo ocorreu durante 40 dias no
qual o tempo de detencdo hidraulica foi variado entre 2 e 16 h. A producdo volumétrica
méxima constatada no experimento foi de 7 g L h™, com concentragdo de 13 g L™,
sendo atingida no tempo de detengéo hidréaulica de 2 h.

Na Tabela 3.8, sdo mostradas pesquisas reportadas na literatura no qual o
glicerol (puro e bruto) foi metabolizado por diferentes microrganismos em variadas

configuracdes de reatores, gerando metabolitos diversificados.
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Tabela 3-8: Principais microrganismos, tipo de reator e seus metabélitos formados a partir da fermentacao do glicerol.

Microrganismo Tipo de Substrato/ Rendimentos Concentracao Principais Produtos Referéncia
reator Concentracao metabolitos
Klebsiella Glicerol Bruto 0,64 mol de 1,3- 1,3-PD: 24,98 g L™ 1,3 - Propanodiol, 2,3-  Sattayasamita
pneumoniae Batelada 200 g L™ PD/mol 2,3-BD:9,16g L™ butanodiol, Acetato. thit et al.
(2011)
1,3-PD: 3,52 g L™
Klebsiella Glicerol Bruto 0,25 mol de Haz/mol 2,3-BD: 2,06 g L™ H,, Acido (Acético, Chookaew et
pneumoniae Batelada 20-100¢g L™ EtOH: 3,95g L™ Succinico), 1,3 — al. (2012)
Propanodiol, 2,3 —
Butanol, Etanol
Klebsiella Leito Fixo Glicerol 0,45 g de 1,3-PD/g 1,3-PD: 19,7g L™ 1,3-propanodiol, 2,3- Gonen et al.
pneumoniae Bruto butanodiol, etanol, acido (2012)
40gL? acético
1,3-PD:13g L™
Clostridium Leito Fixo Glicerol Bruto 0,77 mol de 1,3- 2,3-BD: 1,48 g L™ Acido (Latico, Acético),  Gonen et al.
beijerinckii 45gL* PD/mol EtOH: 2,53¢g L™ 2,3 — Butanol e Etanol. (2013)
Clostridium 1,3-PD: 2,7gL* H,, Etanol, 1,3 - Loetal.
butyricum, Batelada/ Glicerol Bruto 0,77 mol de Hy/mol Butanol: 1,8 g L™ Propanodiol, Butanol, (2013)
Clostridium CSTR 10gL*? HAc:0,7g L™ Acido (Acético, Latico
pasteurianum, Butirico)
Klebsiella sp.
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Tabela 3-9: Principais microrganismos, tipo de reator e seus metabdlitos formados a partir da fermentacédo do glicerol (Continuacao).

Microrganismo Tipo de Substrato/ Rendimentos Concentragéo Principais Produtos Referéncia
reator Concentracao metabdlitos
Enterobacter UASB Glicerol Puro/ 253 mmol Hy/mol 1,3-PD: 70 mmol/L H,, Etanol, 1,3 — Reungsang et
aerogenes Bruto HPr: 17,1 mmol/L Propanodiol, Acido al. (2013a)
25gL*t EtOH: 100 mmol/L (Acético, Férmico)
Cultura mista Batelada/ Glicerol Bruto 0,76 mol de 1,3- 1,3-PD: 1521 g L™ 1,3-Propanodiol, Dietz e Zeng
Batelada 25gL* PD/mol HAc: 3,10 g L™ acetato, lactato, butirato, (2014)
alimentada Butirato: 1,56 g L™ etanol e formato
Lodo granular EGSB Glicerol Bruto 0,59 mol de 1,3- HAcC e butirato: <1 g L™ 1,3-propandodiol Gallardo et
25¢gL* PD/mol al. (2014)
Clostridium Batelada Glicerol Puroe 0,61 g de 1,3-PD/g - Butanol, Khanna et al.
pasteurianum bruto 1,3-propanodiol, etanol (2014)
10-25¢gL*"

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.7 Reator anaerobio de leito fluidizado (RALF)

O reator de leito fluidizado consiste de um vaso cilindrico contendo meio
suporte inorgénico. Tais sistemas se caracterizam pela capacidade em reter grandes
quantidades de biomassa. Portanto, mesmo com a aplicacdo de elevadas cargas
hidraulicas no sistema, € possivel manter um elevado tempo de retencdo de sélidos.
Dessa forma, o0 RALF é compacto, com volume bastante inferior ao reator anaerobio de
crescimento suspenso, mantendo-se, no entanto, elevado grau de estabilizag&o do lodo.
Neste tipo de reator, 0 meio é fluidizado pela velocidade ascendente do liquido criada
pelas taxas de escoamento de alimentacdo e recirculagdo. A eficacia de separacdo do
liquido, biogas e solido, é garantida pela presenca de um separador no topo do reator
(Barros, 2009).

Aspectos positivos dos reatores anaerobios de leito fluidizado sdo o acimulo de
grande quantidade de biomassa aderida ao meio suporte, suportando elevadas Taxas de
Carregamento Organico (TCO), possibilidade de aplicacdo de baixos Tempos de
Detencdo Hidraulica (TDH), e boas caracteristicas de mistura, otimizando a
transferéncia de massa entre o substrato e 0s microrganismos, além de promover alta
velocidade de agitacdo na fase liquida. Este reator é de facil controle e automacao e,
pelo fato de ndo haver pontos de empacotamento de leito, é possivel ter um bom
controle da temperatura. A eficiéncia do processo de leito fluidizado é garantida pelo
maximo contato entre o liquido e o material suporte, pela minimizacdo da formacédo de
canais preferenciais, e retencdo de gas (Wu et al., 2003).

Bdsio (2014) avaliou a producéo de hidrogénio em RALF tendo glicerol bruto (5
g L™) como substrato em temperatura fixa em 30 °C e pH controlado em 4.5. A autora
variou o TDH entre 14 e 1 h e constatou elevados valores de producdo volumétrica de
hidrogénio e contetdo de H, no biogas formado no experimento. A autora afirmou
também que o rendimento de H, foi linear em todo o experimento, sendo em torno 0.85
mol/mol.

Ferreira (2014) operando um RALF em condicGes idénticas ao trabalho de Bosio
(2014) exceto pela a temperatura, que foi fixada em 55 °C, obteve 1,3-propanodiol
como o principal metabdlito. O rendimento de H, também manteve um comportamento
linear em funcéo da variagdo do TDH, sendo este de 1 mol/ mol. No TDH de 1 h, o

rendimento alcancado foi de 3 mol/mol.
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Amorim (2009) estudou o efeito da adicdo de alcalinidade, da concentragcdo da
glicose e da taxa de carregamento organico na producdo de hidrogénio e &cidos
organicos em reator anaerébio de leito fluidizado. O autor utilizou oito reatores
idénticos no qual quatro deles, cujas concentracdes de glicose foram de 2000, 4000,
10000 e 25000 mg L™, estiveram operados sem adicéo de alcalinidade visando atingir o
autoequilibrio do pH. Os outros reatores possuiam a mesma concentragdo de glicose,
sendo operados com adicdo de alcalinidade para controlar o pH. Os reatores foram
preenchidos com particulas ndo uniformes de argila expandida (cinasita) para adesdo da
biomassa. A temperatura foi mantida em 30 °C por meio de encamisamento do reator
em banho termostatizado. O tempo de detencdo hidraulica (TDH) foi variado entre 8 e 1
hora.

Os éacidos organicos obtidos foram, principalmente, acético e butirico nos
ensaios realizados com 2000 mg L™ e 4000 mg L™ de glicose. Foi constatada a
producdo volumétrica de hidrogénio maxima de 1,58 L h™ L, para o reator operado
com 10000 mg L™ de glicose com adicdo de alcalinidade e um rendimento maximo de
2,52 mol H,/ mol de glicose, para o reator operado com 4000 mg L™ de glicose com
adicdo de alcalinidade. Em ambos os reatores, o contetudo de hidrogénio aumentou com
aredugéo do TDH de 8 h para 1 h.

Shida (2008) avaliou a producdo de hidrogénio e é&cidos organicos por
fermentacdo acidogénica em reator anaerobio de leito fluidizado contendo argila
expandida como meio suporte de imobilizacdo de biomassa. O sistema foi operado com
TDH de 8, 6, 4, 2, 1 h, na temperatura de 30°C, e foi alimentado com agua residuaria
sintética contendo 2000 mg L™ de glicose. Shida optou por uma baixa concentracéo de
glicose com o intuito de garantir um bom crescimento de biomassa e aprofundar os
efeitos desse parametro sobre a producéo de hidrogénio e acidos organicos.

A média de eficiéncia de consumo de glicose para todas as etapas do processo
foi superior a 90%. Em TDH de 8, 6, 4, 2, 1 h, as eficiéncias alcangaram 93,52 %, 92,06
%, 98,08 %, 97,13 % e 97,57%, respectivamente. A alta eficiéncia de consumo de
glicose observada nesses sistemas pode ser atribuida aos elevados tempos de retencédo
de sdlidos devido ao sistema de crescimento aderido que proporciona maior acimulo de
biomassa no sistema (Shida, 2008 apud Gavala et al., 2006). A diminui¢do do TDH de 8
para 1 h conduziu a um aumento na velocidade media de producdo de volumétrica de
hidrogénio de 0,28 L. h™.L? para 1,15 L. h™.L™, respectivamente. O rendimento de

hidrogénio aumentou com a diminuicdo do TDH, de 1,84 mols H.mol glicose ™ no
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TDH de 8 h para 2,29 mols de H,.mol glicose * no TDH de 2 h. Foram alcancados bons
desempenhos de producdo de hidrogénio sob condi¢cdes de pH em torno de 4,0. Os
maiores metabolitos soltveis foram o &cido butirico e o acido acético com insignificante
concentracdo de etanol.

Barros (2009) investigou a influéncia de diferentes materiais suporte na
producdo de hidrogénio (poliestireno (R1), pneu triturado (R2) e PET (R3)). No
experimento foram utilizados trés reatores anaerdbios de leito fluidizado, sendo estes
alimentados com meio contendo glicose (4000 mg L™) como principal fonte de carbono.
A temperatura do reator foi mantida em 30 °C por meio de encamisamento do reator em
banho termostatizado e, o pH afluente em torno de 7,0 e efluente em torno de 5,5.

O tempo de detencdo hidraulica (TDH) avaliado foi entre 8 e 0,5 h,
correspondendo a seis fases distintas de experimentos. As mudancas nas fases de
operacdo ocorreram apos a avaliacdo do desempenho de cada reator relacionando as
eficiéncias de remocao de glicose, reducdo de DQO e produc¢éo de hidrogénio, além dos
outros parametros monitorados como alcalinidade, &cidos volateis totais e pH. Em todos
0s reatores, a producdo volumétrica de hidrogénio e o contetdo de H; no biogas
aumentaram com a reducdo do TDH de 8 para 1 h e o rendimento de producdo de
hidrogénio aumentou com a reducéo do TDH de 8 para 2 h.

O reator contendo pneu triturado como meio suporte apresentou o melhor
rendimento de H, (2,15 mol-H,.mol™-glicose), o melhor contetido de H, no biogés
(52,97%), maior conversdo de glicose (90%) e uma maior producédo de acidos acético e
butirico (42% e 36,5%, respectivamente). Entretanto, o R3 foi melhor na producdo
volumétrica de H,, 1,07 L h™L™. Isso se explica devido & rugosidade do pneu triturado
ser maior visivelmente do que a dos demais materiais empregados. A taxa de
carregamento organico teve relacdo com a producdo volumétrica de hidrogénio em
todos os reatores, 0 que sugere que mudangas no metabolismo dos microrganismos
ocorrem quando héa reducdo do TDH.

Os trabalhos de Basio (2014), Ferreira (2014), Amorim (2009), Shida (2008) e
Barros (2009), comprovaram a viabilidade do reator anaerobio de leito fluidizado para a
producdo de biogds e metabdlitos atraves de processos fermentativos realizados por
culturas de microrganismos. Sendo assim, a utilizacdo do RALF, combinado com
condigdes ideais de pH, concentracdo de substrato, microrganismos, nutrientes e
temperatura, apresenta elevado potencial para a producéo biologica de acido propiénico,

1,3-propanodiol e hidrogénio.
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3.8 Considerac6es Finais

No cenério atual, as fontes energéticas provenientes dos combustiveis fdsseis
estdo cada vez mais escassas, resultando na busca por novas fontes de energia. Como
apresentado na revisdo de literatura deste trabalho, a producdo de biodiesel tem sido
intensificada, pois se trata de uma fonte limpa e renovavel.

O crescente aumento da producdo de biodiesel pode acarretar no acimulo de
glicerol no meio ambiente se um destino correto para esse residuo ndo for realizado.
Dessa forma, a utilizacdo do glicerol em processos fermentativos para a obtencdo de
produtos de interesse tem sido uma alternativa atrativa para o mesmo, visto que
processos de purificacdo do glicerol séo de custos elevados.

Através da combinacdo de tratamento de residuo e geracdo de energia e
produtos, compostos como acido propiodnico, 1,3-propanodiol e hidrogénio podem ser
obtidos através da fermentacdo do glicerol bruto em reatores anaerobios. Entretanto,
poucos trabalhos sdo encontrados na literatura em que reatores anaerobios de leito
fluidizado sdo utilizados em processos que utilizam glicerol bruto. Contudo, a literatura
mostra que o RALF apresenta potencial elevado para a producdo de metabdlitos em
processos fermentativos visto que muitos trabalhos, que utilizam glicose como
substrato, sdo encontrados. Além disso, essa configuracdo de reator é favoravel a
processos fermentativos ja que € possivel acumular grande quantidade de biomassa no
sistema e otimizar a transferéncia de massa entre o substrato e 0 microrganismo.

Diante da escassez de pesquisas que visam a fermentacdo do glicerol em RALF
para a obtencdo de produtos, o presente trabalho tem o intuito de contribuir para o
desenvolvimento de pesquisas relacionadas com a producdo de acido propionico, 1,3-
propanodiol, hidrogénio e outros metabolitos a partir de residuos da producdo de
biodiesel. O rendimento da producdo dos metabolitos foi analisado com variacdo do
TDH entre 8 h e 0,5 h, em condi¢bes mesofilicas (30 °C) com pH em torno de 4,5. O
reator foi alimentado com meio contendo glicerol na concentracéo de 5 g L™ e solugéo
de nutrientes. O reator foi recheado com pneu triturado para imobilizagdo da biomassa,
no qual também foi avaliada a influéncia desse tipo de meio suporte no processo

fermentativo.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados o sistema experimental desenvolvido para a
execucdo da parte experimental deste trabalho e os métodos adotados para a obtengédo
de dados durante a operacdo do reator. O fluxograma da etapa experimental € mostrado
na Figura 4.1.

Com o intuito de produzir &cido propibnico, 1,3-propanodiol e hidrogénio, o
reator foi operado em condicdes mesofilicas (30 °C), tendo pneu triturado como meio
suporte para adesdo da biomassa e glicerol bruto como fonte de carbono. Lodo
proveniente de um reator UASB utilizado para tratar efluente de abatedouro de aves foi
utilizado como indculo.

O periodo de operacdo do reator foi distribuido em 6 fases (279 dias), sendo
estas determinadas de acordo com a variacdo do tempo de detencao hidraulica (TDH),

que foientre 8e 0,5 h.

Figura 4-1: Fluxograma do procedimento experimental
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4.1 Reator anaerébio de leito fluidizado (RALF)

O reator anaerobio de leito fluidizado foi construido em acrilico transparente
tendo 151 cm de altura, 5 mm de espessura, 3 cm de diametro interno e 1139 cm? de
volume. A temperatura de 30 °C foi mantida com o auxilio de banho termoestatizado e
encamisamento do reator. A seguir tem-se o esquema da instalacdo experimental do

processo (Figuras 4.2 e 4.3).

Figura 4-2: Esquema da instalagdo experimental do reator anaerdbio de leito fluidizado
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A instalacdo experimental funcionava com a alimentacdo pela parte inferior do
reator juntamente com a parcela de liquido proveniente da recirculagdo do sistema. A
mistura de liquido ascendia pelo leito de particulas de pneu triturado até alcancar a parte
superior do reator onde o biogas produzido era coletado e, parte do efluente era

descartada e o restante seguia para a bomba de recirculagéo.

Figura 4-3: Reator anaerébio de leito fluidizado mesofilico

4.2 Material suporte

O material suporte utilizado para garantir a adesdo dos microrganismos dentro
do reator foi o pneu triturado inservivel, como mostrado na Figura 4.4. Através do
peneiramento de particulas, o pneu foi selecionado com granulometria entre 2,80 e 3,35

mm. As caracteristicas como densidade, velocidade de minima fluidizac&o e rugosidade
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da particula foram determinadas de acordo com o método proposto por Aguiar (1995),

sendo descritas na Tabela 4.1.

Figura 4-4: Material suporte (pneu triturado inservivel)

As particulas de pneu inservivel triturado foram tratadas de acordo com a
metodologia proposta por Barros (2012). As particulas foram colocadas em solucédo de
hidroxido de so6dio 7,5 mM durante 30 minutos. Posteriormente estas foram lavadas
com agua e secas em estufa a 40 °C. Esse procedimento foi realizado trés vezes com o

intuito de retirar os residuos de 6leo encontrados nas particulas.

Tabela 4-1: Dimensao, densidade e velocidade de minima fluidizacao para a particula de pneu.

Caracteristicas da Particula de Pneu

Forma Irregular

Tamanho da Particula (mm) 2,8-3,35
Densidade da particula (g. cm™) 1,14
Velocidade de minima fluidizagdo (cm.s™) 1,18

O reator foi preenchido com 223 g de pneu, 0 que corresponde a uma altura de

51 cm (leito empacotado), representando 1/3 da altura do reator.

4.3 Condi¢oes hidrodinamicas

A partir das dimensdes estabelecidas para o reator e de dados experimentais de

velocidade de minima fluidizagdo para as particulas de pneu, foi calculada a vazéo de
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recirculacdo necessaria para garantir a fluidizacéo do sistema e elevar o grau de mistura
entre biomassa e substrato dentro do reator. A vazdo de recirculacdo necesséria para que
o reator atingisse as condicdes de fluidizacdo correspondeu a 41,4 L h™. Esse valor é 1,3

vezes maior do que a velocidade de minima fluidizacéo da particula.

4.4 Agua residudria sintética

O sistema foi alimentado com agua residudria sintética composta por glicerol na
concentracdo de 5000 mg L™ (fonte de carbono) e nutrientes existentes no LCA-II para
suprir as atividades metabdlicas dos microrganismos.

O barrilete de alimentagdo, com composicdo mostrada na Tabela 4.2, foi
preparado diariamente e, devido a elevada viscosidade do glicerol, foi necessario o
aquecimento prévio deste para facilitar a sua homogeneizacdo com a agua e 0s
nutrientes. Além disso, com o intuito de garantir o controle do pH no reator na faixa de
4 a 5, &cido cloridrico 30 % foi adicionado no barrilete de alimentagdo. A composicao
do meio foi de acordo com o0 meio proposto por Del Nery (1987), com modificages.

Tabela 4-2: Composicéo da agua residudria sintética

Composto Concentracdo (mg L™)
Glicerol 5000
Uréia 125,0
Sulfato de niquel 1,0
Sulfato ferroso 5,0
Sulfato férrico 0,5
Cloreto de célcio 47,0
Cloreto de cobalto 0,08
Oxido de selénio 0,07
Fosfato de potassio monobasico 85,0
Fosfato de potassio dibasico 1521,7
Fosfato de sodio dibasico 33,4
Cloreto de Aménio 2000

Fonte: Del Nery (1987), adaptada.
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O glicerol utilizado no experimento foi proveniente da BioVerde Industria e
Comércio de Biocombustiveis S.A., localizada na cidade de Taubaté - SP. As

caracteristicas e especifica¢des do glicerol sdo mostradas na Tabela 4.3.

Tabela 4-3: Especificacbes do Glicerol utilizado no experimento

Parametros Unidades Valores
Especificagéo
Teor de Agua % 0,8
Glicerol Total % 64,3
Aparéncia - Liquido Viscoso escuro
Sais - Sulfato de Sodio e Cloreto
) de Sodio
Teor de Acido graxo total % 22,1
Valores Informativos
Ponto de Fugor °C 110
Fluidez °C Fluido a 40 °C
Densidade aparende (30 °C) g.ml* 1,12
pH - 8
Ponto de ebuligio °Cc 290 al1atm
Ponto de Fusio °Cc 18a30

Fonte: Adaptada de BIOVERDE (Industria e Comércio de Biocombustiveis S.A., (2012).

4.5 Inéculo

O reator foi inoculado com lodo proveniente de reator mesofilico anaerdbio de
fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) utilizado para tratamento de efluente de
abatedouro de aves. O lodo foi submetido a um tratamento térmico que, de acordo com
Kim et al (2006), consiste no aquecimento do mesmo a uma temperatura de 90 °C
durante dez minutos seguido de banho de gelo até atingir 25°C. Esse processo tem o
intuito de inibir a presenga de microrganismos consumidores de hidrogénio, como as
arqueias metanogeénicas.

4.6 Procedimento de partida do reator

O procedimento de operacdo do reator se iniciou com a etapa de inoculagéo do

sistema que consistiu na preparacdo de um barrilete de inoculagdo que continha uma
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solucéo de glicerol, nutrientes de acordo com Del Nery (1987) e lodo tratado (10% do
volume total do barrilete). O pH do barrilete foi ajustado a 4,5 adicionando pequenas
aliquotas de HCI 30%. Além disso, gas nitrogénio foi adicionado no barrilete e no topo
do reator durante 10 minutos com o intuito de remover oxigénio dissolvido no liquido
para garantir a anaerobiose do sistema.

O sistema foi operado durante oito dias em circuito fechado (batelada). Nesta
etapa monitoraram-se as concentraces de glicerol do indculo retirando-se amostras
periddicas para analise e, a medida que o glicerol era consumido pelos microrganismos,
adicionava-se 0 mesmo no sistema para atingir novamente a concentracdo
correspondente a 5000 mg L™ de glicerol no barrilete de inoculagdo. Ap6s a verificacdo
de um consumo constante de glicerol no barrilete (ap6s 8 dias) o sistema foi aberto,

passando assim a operar em modo continuo.

4.7 Métodos analiticos

4.7.1 Composicdo e producao volumétrica do biogas

O método de determinacdo do biogds produzido foi feito através de
cromatografia gasosa, utilizando o cromatégrafo gasoso Shimadzu GC-2010, Japan. O
equipamento era composto por uma coluna capilar Carboxen 1010 PLOT (30 m x 0,53
mm) e detector de condutividade térmica (DCT). A temperatura do injetor e do detector
foi mantida em 220 e 230 °C, respectivamente. O gas de arraste utilizado foi o argonio,
com vazéo de 5,6 mL min™. O volume de amostra injetado foi de 500 L.

No procedimento, uma amostra de gas foi coletada no topo do reator com uma
seringa “gds tight” com trava e injetada no equipamento para o mapeamento dos
componentes.

A produgdo volumétrica do biogas gerado foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Walker et al. (2009).

4.7.2 Determinagéo da concentracgdo do glicerol

A quantificacdo do glicerol no afluente e no efluente do processo foi
determinada através de metodologia adaptada pela técnica espectrofotométrica proposta
por Bondiolli e Bella (2005).
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4.7.3 Demais analises fisico-quimicas

A demanda quimica de oxigénio (DQO), sélidos suspensos totais e volateis, e
pH, foram analisados com base no Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater (1998).

4.7.4 Determinagéo de Acido propionico, 1,3-propanodiol, etanol e acidos organicos
volateis

A determinac&o de Acido propibnico, 1,3-propanodiol, etanol e acidos organicos
volateis foi realizada através de cromatografia liquida utilizando HPLC. O cromatdgrafo
foi equipado com duas bombas HPCL (W515), um injetor automatico com refrigeracao
(W717), um modulo de controle de temperatura (WATERS) e um detector de UV
(W486) e IR (W410).

As condigdes de operacdo dos equipamentos foram as seguintes:

e Temperatura do injetor: 4 °C.

e Temperatura de separagdo: 65 °C.

e Deteccdo dos compostos: A=210 nm.

e Operacdo do sistema de bombeamento: isocratico
e Vazfo da fase movel: 0.6 mL min™

e Coluna Aminex HPX-87H

e Fase mdvel H,SO,4 0,005M

Foram injetados 20 pL de amostra durante o procedimento. A curva de
calibracdo para ambos os compostos, bem como as amostras, foram diluidas de modo
que as concentracBes das mesmas ficassem entre 0o ponto de minimo e o ponto de

méaximo da curva de calibracéo.

4.7.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise de microscopia eletrénica de varredura teve por objetivo identificar a
presenca de microrganismos aderidos no meio suporte bem como a morfologia dos
mesmos. No procedimento de analise, as amostras retiradas do reator foram

imediatamente lavadas em solucdo de glutaraldeido 2,5% em tampdo fosfato 0,1 M e
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pH 7,3 com o intuito de serem fixadas. As particulas submersas na solucdo descrita
foram levadas a geladeira durante 12 h. Posteriormente foram lavadas com solugéo
tampéo fosfato 0,1 M e pH 7,3 por trés vezes durante 10 minutos, seguindo-se da
desidratacdo das amostras por etanol pelo uso de solucBes: 50, 70, 80, 90 e 95 %
durante dez minutos em cada solucdo. Finalizou-se a desidratacdo lavando com solugéo
de etanol 100% por trés vezes durante 10 minutos. Por fim, as amostras foram fixadas
no suporte para “MEV” e levadas a estufa com temperatura inferior a 40 °C por 2 h.
Apbs o preparo das amostras, estas foram submetidas a observacdo em microscopio
eletronico. O aparelho utilizado foi o Digital Scanning Microscope DSM 960, da
empresa Zeiss West Germany. O equipamento encontra-se no Instituto de Fisica de S&o
Carlos — USP.

4.8 Frequéncias de Analises

O reator foi monitorado durante 279 dias de operacdo, no qual as andlises

realizadas durante esse periodo sdo mostradas na Tabela 4.4.

Tabela 4-4: Frequéncia de analises de monitoramento do reator

Analise Frequéncia
pH Diaria
Glicerol bruto 3x semana
DQO 3X semana
Acidos organicos volateis 3x semana
Contetdo do biogéas (H2, N2e CO,) 3x semana
Producéo de H, 3x semana
ST, SST, SSV 3X semana
Vazéo Diéria
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Conversao de glicerol

A eficiéncia de conversdo de glicerol se mostrou bastante elevada durante cinco
fases de operacdo deste trabalho, tendo atingindo o maior valor de conversdo de 89,8 +
2 % no TDH de 6 h. Nota-se, na Figura 5.1, que ocorreu um aumento na eficiéncia de
consumo de glicerol entre 0 TDH de 8 e 6 h (de 83,5 % para 89,8 %), seguido de uma
diminuicdo no TDH de 4 h (83,1 %), mantendo uma certa estabilidade de valores no
TDH de 2 e 1 h. Efeito ndo semelhante foi notado na ultima fase (TDH de 0,5 h) no qual

a eficiéncia de conversao de substrato caiu bruscamente para o valor médio de 33,3%.

Figura 5-1: Concentracdes e conversdes médias de glicerol em funcao do TDH
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Ferreira (2014) verificou que em baixos TDH, a queda de conversdo de substrato
deve-se a dificuldade de permanéncia dos microrganismos em uma alta taxa de
carregamento organico (TCO).

Os valores medios de concentracdo de afluente e efluente, bem como a eficiéncia

de conversdo de substrato para todas as fases de operagdo deste trabalho s&o
apresentados na Tabela 5.1.
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Tabela 5-1: Valores médios de conversao e concentraciao em fungédo do TDH

Glicerol afluente Glicerol efluente

TDH Eficiéncia %

(mg L™ (mg L)
8 4627 + 280 786 + 55 835+ 15
6 5307 + 375 540 + 175 89,8 + 2,1
4 5544 + 305 833 + 177 83,1+2,9
2 5220 + 229 1544 + 108 79,7 £ 4.4
1 5381 + 88 878 + 109 83,6 + 1,8
0,5 5547 + 277 3698 + 272 33,3+2,0

Ito et al. (2005) também constataram elevada eficiéncia de remocdao de substrato.
Os pesquisadores estudaram a producédo de hidrogénio e etanol utilizando glicerol (10 g
L) e Enterobacter aerogenes HU-101, isolada de lodo metanogénico. As células foram
cultivadas anaerobicamente a 37 °C e com pH inicial de 6,8. Extrato de levedura e
triptona foram adicionados ao meio para acelerar a producdo de H; e etanol. Os autores
verificaram que rendimentos de H, e etanol decresceram com 0 aumento da
concentracdo de glicerol bruto e puro no meio. Além disso, as taxas de producdo de H; e
etanol a partir do glicerol bruto foram muito menores que as taxas de producéo de H; ao
utilizar glicerol puro com mesma concentracdo. Tal fato foi atribuido ao elevado
conteddo de sais no residuo que podem inibir o crescimento celular. No
desenvolvimento da pesquisa, os autores utilizaram reator de leito fixo com cultura
continua auto-imobilizada e imobilizada em material suporte. Utilizando células
imobilizadas em material suporte, o consumo de glicerol apresentado pelos
pesquisadores foi de aproximadamente 99% para os TDH de 0.8, 1.5 e 2.2 h. Ao utilizar
leito auto-imobilizado, o consumo de glicerol decresceu em funcdo do aumento da taxa
de diluicdo. Para os TDH de 10, 5, 2.5 e 2 h, 0 consumo de glicerol constatado foi de,
aproximadamente, 95, 92, 85 e 82%, respectivamente.

Resultados semelhantes foram obtidos no trabalho de Bésio (2014) que avaliou a
producdo de hidrogénio em reator anaerébio de leito fluidizado tendo glicerol como
fonte de carbono (5 g L), utilizando argila expandida como meio suporte para a

imobilizagdo da biomassa em condi¢bes mesofilicas. A autora obteve valores de
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conversao de substrato entre 91 e 86 % para os TDH entre 14 e 4 h. JAno TDHde 1 h, 0
resultado atingido de conversao de glicerol foi de 37%.

Ferreira (2014), que estudou a producdo de hidrogénio através da fermentacéo
do glicerol (5 g L™) no mesmo tipo de reator (RALF) em condicdes termofilicas, obteve
valores relativamente menores. Entre os TDH de 8 e 2 h, a conversdo de substrato
atingida foi entre 45,9 e 36,6 %. No TDH de 1 h, Ferreira obteve 15,8 % de consumo de
substrato. O pesquisador relata que baixa eficiéncia de conversdo de substrato é
caracteristica de biorreatores sob condic¢des termofilicas.

Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura que visam a fermentacdo do
glicerol para a obtengdo de H, e metabdlitos em reator anaerdbio de leito fluidizado.
Grande parte dos trabalhos reportados com tal objetivo foi executada em reatores em
batelada. Dessa forma, como comparativo, pode-se citar o estudo de De Sa (2011), que
avaliou a producdo de hidrogénio em batelada a partir de diferentes substratos, sendo
um deles o glicerol puro. As condicdes de processo adotadas foram de 10 g L™ de
glicerol, pH 5.5 e temperatura de 35 °C. A autora constatou que a degradacdo do
glicerol através de cultura mista de microrganismos foi de 97%, em 72 h de
fermentacao.

Lo et al. (2013) estudaram a producdo de H, a partir de glicerol bruto e puro
utilizando C. pasteurianum. O experimento ocorreu em batelada e em reator de tanque
agitado, tendo como principal objetivo a investigacdo de condi¢cdes Otimas para a
producdo de bioH,. As condi¢bes operacionais adotadas foram: temperatura, 35 °C;
TDH, 12 h; pH sem controle (inicial entre 5 e 9); concentracdo de glicerol, 10 g L™
Quando glicerol puro foi utilizado como fonte de carbono para a producédo de H, em
modo continuo (reator de tanque agitado), o rendimento de H, foi de 0,5 mol/mol.
Enquanto que, ao utilizar glicerol bruto o rendimento foi de 0,77 mol/mol. Os autores
constataram também que a conversao de glicerol foi entre 98,4 e 100%.

Gonen et al. (2013) estudaram a producdo de 1,3-propanodiol em reator de leito
fixo utilizando glicerol, com concentracdo de 45 g L™, como fonte de carbono e
Clostridium beijerinckii NRRL B-593. Os autores avaliaram a influéncia de dois tipos
de material suporte empregados (anéis de Raschig-R1 e esferas de vidro-R2) e do TDH,
que foi variando entre 2 e 16 h. No TDH de 8 h o consumo de glicerol para o reator R1
e reator R2 foi de 100%. No TDH de 6 h o consumo de glicerol foi de 100% para o R2 e
93% para 0 R1. Ja para o TDH de 4 h o0 consumo caiu nos dois reatores, com valores de

80% para 0 R2 e 83% para o R1, apresentando certa estabilidade de valores no TDH de
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2 h, com valores médios de 75% para os dois meio suportes empregados. O reator foi
operado com pH entre 6 e 6,5 e com temperatura de 37 °C.

Gungormusler et al. (2013) estudaram a produgéo de 1,3-propanodiol a partir de
glicerol bruto com concentracdo de 40 g L™, imobilizando Klebsiella pneumoniae em
reator de leito fixo. Trés diferentes meio suportes foram testados no processo (fios de
aco inoxidéavel, anéis de raschig e Vukopor®- filtro de ceramica), sendo que o reator
preenchido com fios de aco inoxidavel apresentou a maior produtividade enquanto que
o preenchido com anéis de raschig apresentou a maior concentracao de 1,3-propanodiol
(17,9 g L™Y). A temperatura nos biorreatores foi mantida em 37 °C e o pH inicial foi
ajustado para 7 e monitorado constantemente, porém sem realizar o controle do mesmo.
O efeito do TDH (16, 12, 8, 6, 4, 2, 1 e 0,5 h) e diferentes meio suportes no crescimento
celular e na produtividade de 1,3-propanodiol foi o objetivo principal do trabalho. A
méxima conversdo de glicerol alcancada foi de 71 % quando Vukopor® atuou como
meio suporte. No TDH de 1 h, o consumo de substrato foi de 40 %, 59 % e 81 %, para
anéis de raschig, VUK e fios de ago inoxidavel, respectivamente.

De acordo com os trabalhos citados neste topico de conversdo de substrato,
pode-se notar que, em relacdo aos trabalhos operados em modo continuo, o consumo de
glicerol do trabalho em questdo esta proximo aos valores encontrados na literatura. A
Tabela 5.2 mostra a comparacdo do presente trabalho com outros reportados na

literatura.

Tabela 5-2: Comparacéo entre o trabalho atual e os reportados na literatura em relagéo a
conversao de glicerol

Glicerol  Temperatura pH Tipo de Conversdo Media Referéncias
(gL (°C) reator
10 37 6,8 Leito Fixo* TDH 10 -2 h: 88,5 % Ito et al. (2005)
10 35 55 Batelada** 97%em 72 h De S& (2011)
40 37 Inicial: 7 Leito Fixo* TDH 1 h: 81% Gungormusler et
al. (2013)
45 37 6,5 Leito Fixo* TDH 8 — 6 h: 100% Gonen et al.
TDH 4 h: 80 % (2013)

TDH2h: 75 %

10 35 Inicial: 5 CSTR* TDH 12 h: entre 99,2% Lo et al. (2013)
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Tabela 5-2: Comparagdo entre o trabalho atual e os reportados na literatura em relacdo a conversao de

glicerol (Continuacéo)

Glicerol  Temperatura pH Tipo de Conversdo Media Referéncias
(gL (°C) reator
5 37 4,5 Leito TDH 14 -4h:89 % Bosio (2014)
Fluidizado ** TDH 1 h: 37 %
5 55 4,5 Leito TDH8-2h:412% Ferreira (2014)

Fluidizado** TDH 1 h: 15,8 %

5 30 45 Leito TDH8-1h:83,9% Neste trabalho
Fluidizado** TDH 0,5 h: 33 %

*Cultura pura; ** Cultura mista.

5.2 Reducdo de DQO

Processos que visam o tratamento de efluentes necessitam de pardmetros que
indiguem a quantidade de matéria organica presente neste. Dessa forma, a DQO possui
papel fundamental, pois através dela é possivel medir o consumo de oxigénio durante a
oxidacdo quimica da matéria organica sendo, portanto, uma indicagéo indireta de teor de
matéria organica. Diante disto, uma reducdo elevada de DQO em &guas residuarias
industriais, por exemplo, tem sido o objetivo de muitas pesquisas encontradas na
literatura.

Estudos tém sido realizados no qual, através de processos fermentativos, a
producdo de H, e outros metabolitos tem ocorrido juntamente com a reducdo de DQO.
Entretanto, geralmente, baixos valores de reducdo de DQO s&o alcancados nesses
processos ja que, tal fato, € caracteristica de reatores acidogénicos.

O reator operado no presente trabalho possuia uma reducdo de DQO média, para
todas as fases operadas, de 25,5%. Na Figura 5.2 pode-se notar que entre 0o TDH de 8 e
6 h, um pequeno aumento de remocao ocorreu (0,94%). Ja entre 0 TDH de 4 e 6 h
houve um aumento significantemente maior (5,7%). O méaximo valor de reducdo
atingindo foi de 34,7 % (TDH de 2 h) e o minimo foi de 22% (TDH de 6 h).
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Figura 5-2: Reducéo de DQO em funcéo do TDH
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Bosio (2014), que utilizou cultura mista de microrganismos em RALF tendo
glicerol bruto como fonte de carbono, obteve uma reducdo média por fase de DQO de
23 e 22% para os respectivos TDH de 8 e 6 h, 0o que mostra um resultando bastante
semelhante ao encontrado no presente trabalho. Entretanto, para os TDH de 4 e 2 h, a
reducdo registrada foi de 18%, seguido de uma queda para 9% no TDH de 1 h. A
pesquisadora afirma que esta diminuicdo de DQO é esperada ja que a mesma se
encontra vinculada a remocéo de glicerol.

Resultados diferentes foram atingidos por Ferreira (2014), que obteve valores
médios de reducdo de DQO entre 17,7 e 13,6 % para os TDH entre 8 e 4 h. E,
semelhante ao trabalho de Bosio (2014), houve uma diminuicdo de eficiéncia de
reducdo de DQO nos TDH de 2 (10,4%) e 1 h (11%). Essa diferenca nos valores de
reducdo deve-se ao fato das condic¢Ges termofilicas adotada por Ferreira, ja que este é
um dos parametros diferenciais entre os dois trabalhos citados.

A reducdo de DQO no reator granular de leito expandido também exposto no
trabalho de Bosio (2014) foi entre 27 e 17% para o TDH entre 8 e 4 h, respectivamente.
Nesta pesquisa, Bosio avaliou a producdo de hidrogénio e metabdlitos em reator
granular de leito expandido tendo glicerol bruto (5 g L™) como fonte de carbono na

temperatura de 37 °C.
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Poucos trabalhos encontrados na literatura que visam a producdo de H, e
metabdlitos a partir do glicerol apresentam valores de reducdo de DQO, ja que esta
reducdo ndo é o objetivo destes trabalhos. Dessa forma, para efeitos comparativos,
podem-se citar trabalhos que tinham por objetivo a producdo de H, e metabdlitos em
RALF utilizando glicose como fonte de carbono. Estes trabalhos apresentam
comportamento semelhante aos trabalhos citados anteriormente e ao estudo em questéo,
como, por exemplo, o caso de Reis e Silva (2011) que avaliaram a producdo de H, em
reator anaerébio de leito fluidizado utilizando cultura mista de microrganismos. Os
autores obtiveram remocao maxima de DQO (30%) no TDH de 6 h e remogéo de 25%
nos TDH de 8 e 4 h.

Shida (2008), que também utilizou glicose como substrato, avaliou a producéo
bioldgica de H, e acidos organicos em reator anaerobio de leito fluidizado com
temperatura de 30°C e pH 3,8, variando o TDH entre 8 e 1 h. A autora constatou que
ndo houve variagéo significativa de reducdo de DQO em todos os TDH operados. No
TDH de 8 h houve uma eficiéncia média de remocéo de 23,98 % enquanto que no TDH
de 6 e 4 h, a reducdo foi de 24,9 % e 27,3 %, respectivamente.

Na Tabela 5.4 sdo mostradas as concentracdes de DQO do afluente e do efluente

bem como a porcentagem de reducdo constatada no presente trabalho.

Tabela 5-3: Concentracao e eficiéncia de reducao de DQO em fun¢do do TDH

TDH DQO Afluente DQO Efluente Eficiéncia
(mg L™ (mg L™ (%)

8 11466 + 271 8578 + 398 192+14

6 9562 + 149 7455 + 243 20,2+ 2,6
4 10561 + 216 7627 £ 315 20,3+2,1

2 11656 + 202 7603 + 278 338+19

1 11536 + 277 8015 + 396 292+272
0,5 13372 + 351 9593 + 167 30,3+1,6
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5.3 Variagéo do pH

De acordo com Ntaikou et al. (2010), ao utilizar cultura mista de
microrganismos é necessario controlar as condi¢des de cultivo, como o pH, de modo a
direcionar o metabolismo para a geracdo do produto desejado. Dessa forma, o controle
do pH no experimento foi realizado com a adicdo de &cido cloridrico 30% no barrilete
de alimentacéo.

A Figura 5.3 mostra o comportamento dos valores de pH do afluente e do
efluente durante todas as fases de operacdo do reator. O maximo valor de pH afluente
constatado foi de 8,01 no TDH de 8 h e o valor minimo apresentado foi de 7,56, no
TDH de 4 h. E possivel observar também que o sistema operou sem grandes variagoes
de pH do afluente e do efluente, demonstrando assim boas condigfes de tamponamento.

Figura 5-3: Valores médios de pH afluente e efluente em funcéo do TDH

9,0
SRR ! t t
6,0 -
T 413 3 5 z s
3,0 1
15 - ¢ pH Afluente
¢ pH Efluente
0,0 . . . . . . . .

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
TDH (h)

Com relagédo aos valores de pH do efluente, nota-se que ocorreu uma variagéo
entre 4,12, para 0 TDH de 8 h, e 4,54, para 0 TDH de 0,5 h. Observar-se que estes
valores encontram-se préoximo ou abaixo de 4,5, podendo ser justificado devido a
formacdo de acidos orgénicos. Outro aspecto importante é que mantendo o sistema com

pH em torno de 4,5, a atividade das bactérias acidogénicas é favorecida e a0 mesmo
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tempo, a inibicdo das arqueas metanogénicas € concretizada (Mohan et al., 2007).

Valores médios de pH afluente e efluente do presente estudo sdo mostrado na Tabela

5.5.

Tabela 5-4: Valores de pH afluente e efluente em funcéo do TDH

TDH pH Afluente pH efluente
8 8,01+£0,31 4,12 + 0,20

6 7,78 £ 0,20 4,37 £0,10
4 7,56 £ 0,11 4,30 £ 0,08

2 7,67 0,15 4,34 £0,32

1 7,72+0,13 4,32 +0,10
0,5 7,63+0,12 4,54 +£0,18

Ito et al. (2005) operaram reator de leito fixo com células imobilizadas em
material suporte e células auto-imobilizadas. Como mencionado anteriormente, as
condicBes de operacio adotadas foram de 10 g L™, temperatura de 37 °C e pH inicial de
6,8. Os principais metabdlitos obtidos foram: etanol, 1,3-propanodiol, lactato, formato e
acetato. O etanol foi o metabolito obtido em maior concentracdo, seguido de 1,3-
propanodiol. Com relacdo ao presente estudo, o principal metabdlito obtido foi o acido
propibnico, seguido de 1,3-propanodiol. Apenas pequenas quantidades de etanol foram
detectadas. As diferencas de rotas metabdlicas favorecidas entre os estudos devem-se as
distintas condicGes operacionais entre os dois processos, inclusive a diferenca de pH do
sistema, ja que no estudo realizado por Ito, o pH inicial adotado foi de 6,8 (sem
controle) e o do presente trabalho foi 4,5 (controlado).

Gonen et al. (2012) estudaram a producdo de 1,3-propanodiol em reator de leito
fixo a partir de glicerol bruto (40 g L™), utilizando diferentes materiais suporte para
imobilizacdo de Klebsiella pneumoniae. Diferentes TDH foram adotados (entre 0,5 e 16
h) e a temperatura foi mantida constante em 37 °C. Nesse estudo o pH foi monitorado
para estar entre 6 e 7 ao longo de todo o experimento e os autores observaram que o pH
tende a diminuir, especialmente durante condi¢Ges de longos TDH. Esse fato deve-se,
possivelmente, a menor capacidade de tamponamento do afluente (com baixa taxa de
fluxo) e a elevada concentracdo de acidos-graxos. Os principais metabdlitos obtidos,

alem do 1,3-propanodiol, foram: 2,3-butanodiol, acido acético e etanol, que se
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diferenciam do estudo em questdo devido as diferentes condigbes operacionais
adotadas.

Bdsio (2014) constatou valores de pH do efluente em torno de 4 e 5, sendo estes
justificados pelo controle de pH do afluente e com a formacao de acidos organicos no
RALF. No reator EGSB, que também tinha glicerol como substrato, os resultados
atingidos foram similares. O principal metabolito obtido em todos os TDH adotados no
RALF e no EGSB foi o 1,3-propanodiol, seguido de etanol e, posteriormente, acido
propiénico. Nota-se que os principais metabolitos obtidos no trabalho de Bésio foram
semelhantes aos obtidos no presente trabalho. Tal fato pode ser justificado devido a
semelhanca das condic¢des operacionais entre os dois trabalhos, visto que o diferencial
entre estes € o material suporte utilizado. Sendo assim, pode-se supor que 0 pneu
favorece a colonizacdo de bactérias produtores de acido propiénico e a cinasita,
utilizada no trabalho de Bosio, favorece as bactérias produtoras de 1,3-propanodiol e
etanol.

Ferreira (2014) manteve o controle do pH afluente durante todas as fases de
operacdo do RALF, direcionando-o para valores entre 6 e 7. Os valores de pH do
efluente obtidos se mantiveram em torno de 4,4 e 51. Os principais metabolitos
detectados no experimento foi 1,3-propanodiol, acido butirico e etanol. Ferreira obteve
baixas concentragdes de acido propiénico em relagdo aos principais metabdlitos obtidos
em sua pesquisa. Em todas as fases de operacgdo, as concentracfes de acido propibnico
atingiram valores que representavam, aproximadamente, 10% da concentracdo dos
principais metabolitos obtidos. Tal fato pode ser atribuido as condigGes termofilicas
adotadas pelo pesquisador.

Chookaew et al. (2014) produziram hidrogénio a partir de glicerol bruto em
reator granular de manta de lodo (UASB), imobilizando a Klebsiella sp. TR17. O reator
foi operado em 40 °C com pH inicial de 8, variando o TDH entre 2 e 12 h, e a
concentracéo de glicerol entre 10 e 30 g L™. O principal metabélito soltvel obtido foi o
1,3-propanodiol, que teve sua concentracdo reduzida em funcdo da diminui¢do do TDH
para as trés concentracdes de glicerol empregadas. Os resultados mostraram também
que o pH aumentou em funcdo da diminuicdo do TDH. Para o TDH de 12, 10, 8, 6,4 e
2, 0 pH médio para as trés concentracGes de glicerol empregadas foi de 5.3, 5.6, 6.2,
5.8, 6.5 e 6.25, respectivamente.

Reungsang et al. (2013a) avaliaram a producéo de hidrogénio em reator UASB

utilizando Enterobacter aerogenes ATCC 13048, tendo glicerol bruto (25 g L™) como
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substrato. A taxa de carregamento organico foi otimizada com o intuito de maximizar a
taxa de producéo de hidrogénio. A condicéo 6tima de TCO encontrada foi de 50 g L™
d™, gerando um contetido de H, méximo de 24,3 % para glicerol bruto. Nas trés taxas de
carregamento organico empregadas de 37.5, 50 e 62.5 g L™ d™*, o pH obtido foi de 4.56,
4.3 e 5, respectivamente. Os principais metabolitos obtidos foram: etanol, 1,3-

propanodiol, acido formico e 4cido acético.
5.4. Producdo de acido propionico, 1,3-propanodiol, hidrogénio e outros metabdlitos

Na Tabela 5.6 estdo apresentados os principais metabdlitos obtidos durante a
etapa experimental, variando-se 0 TDH. Os principais metabolitos obtidos foram: acido

propibnico, 1,3-propanodio, etanol, acido acético, acido butirico e acido isobutirico.

Tabela 5-5: Concentracao (g L™) dos principais metabdlitos obtidos em fung&o do TDH

TDH (h) EtOH HAC 1,3-PD HPr HBuU HBu (Iso)
8 0,077+0,06 0,110+0,04 2,15+0,17 5,10+1,67 0,149+0,05 0,092 +0,06
6 0,030+0,02 0,124+0,02 2,14+0,18 4,71+0,59 0,081+0,04 0,022+0,01
4 0,014+0,02 0,0/3+0,02 2,03+0,17 4,85+0,66 0,084+0,04 0,019+0,01
2 0,0719+0,03 0,100+0,02 0,49+0,09 2,19+0,61 ND ND
1 0,057+0,03 0,080+0,02 0,29+0,06 3,13+1,10 ND ND
0,5 0,016 +0,02 0,007 +0,01 ND 2,04+062 0,017+0,03 0,020+0,01

EtOH: etanol; HAc: &cido acético; 1,3-PD: 1,3-propanodiol; HPr: &cido propiénico, HBu: &cido butirico,

HBu (Iso): acido isobutirico, ND: ndo detectado.

O perfil da variacdo das concentragdes de acido propidnico e 1,3-propanodiol
em funcdo do TDH ¢ apresentado na Figura 5.4, na qual pode-se observar que a
concentracdo de 1,3-propanodiol permanece em torno de 2 g L™ nos TDH de 8, 6 e 4 h,
seguido de uma diminuic&o para 0,49 g L™ (TDH 2 h) e, cessando a producéo no TDH
de 0,5 h. J& as concentracbes de &cido propidnico apresentam um perfil decrescente em
funcdo da diminuicdo do TDH, sendo a concentragdo maxima atingida no TDH de 8 h
(5,1 g L") e aminimano TDH de 0,5 h (2,04 g L™).
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Figura 5-4: Concentracao de acido propidnico e 1,3-propanodiol em fungéo do TDH
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A diminuicdo da concentracdo de 1,3-propanodiol em funcdo da diminuicdo do
TDH foi constatada no trabalho de Gonen et al. (2012) que visaram a producdo de 1,3-
propanodiol em reator de leito fixo variando o TDH entre 16 e 0,5 h tendo glicerol bruto
como fonte de carbono (45 g L™). Os autores verificaram que a concentracio de 1,3-
propanodiol aumentou em funcdo do aumento do TDH até 8 h. Foi observado também
que no TDH acima de 8 h, a concentracdo de 1,3-propanodiol comegou a decrescer
possivelmente devido a efeito de inibicdo de produtos secundarios, tais como alcoois e
outros acidos graxos volateis.

Em TDH mais baixos, Gonen et al. (2012) verificaram o decaimento da
concentracdo de 1,3-propanodiol em fun¢do da diminuicdo do TDH, principalmente nos
TDH de 2, 1 e 0,5 h. E possivelmente este fato deve-se a eliminacdo dos
microrganismos devido o aumento da velocidade superficial aplicada ou devido a tensdo
de cisalhamento exercida nas particulas provocando desprendimento do biofilme.
Ressalta-se também que em baixos TDH a transferéncia de massa € negativamente
afetada devido a diminuicdo do tempo de contato entre bactéria e substrato.

Gungormusler et al. (2013) avaliaram a producédo de 1,3-propanodiol a partir de
glicerol bruto (40 g L™) em reator de leito fixo sob condicdes mesofilicas (37 °C). Os
autores pesquisaram o efeito da variacdo do TDH (16, 12, 8, 6, 4, 2, 1 e 0,5 h) e de

diferentes materiais suportes (fios de aco inoxidavel — R1, anéis de raschig — R2 e

79



Vukopor® - filtro de cerdmica — R3) na producdo do metabolito. A méaxima
concentracéo de 1,3-propanodiol alcangada no R1 e R2 foi atingida no TDH de 12 h (13
g L™ para cada reator) e a méxima registrada foi de 17,9 g L™ no R3 no TDH de 4 h.
Semelhante ao presente estudo, os autores constataram também um perfil decrescente da
concentracdo de 1,3-propanodiol em funcdo da diminuicdo do TDH em todos os
reatores.

A produgdo de 1,3-propanodiol também foi avaliada na pesquisa de Gonen et al.
(2013) no qual Clostridium beijerinckii B-593 foi imobilizado em dois materiais
suportes, sendo estes esfera e anéis de vidro. O processo ocorreu em reator de leito fixo
e 0 pH e a temperatura foram mantidos em 6 e 37 °C, respectivamente. Os TDH
operados variaram entre 2 e 16 h e a concentragéo de glicerol adotada foi 45 g L™, A
méaxima concentracdo de 1,3-propanodiol atingida para esferas e anéis de vidro foi de,
respectivamente, 28 e 30 g L™, no TDH de 8 h. Com 0 aumento do TDH de 8 para 12 h,
a concentracao dos produtos comecgaram a diminuir, atingindo o menor valor no TDH
de 16 h. Os autores afirmam também que a produgdo de 1,3-propanodiol foi
negativamente afetada por longos TDH.

Dietz e Zeng (2014) estudaram a producéo de 1,3-propanodiol utilizando cultura
mista de microrganismos em batelada e batelada alimentada, no qual glicerol bruto (25
g L™ foi utilizado como fonte de carbono. A temperatura e o pH foram mantidos em 35
°C e 7.5, respectivamente. Operando em batelada alimentada, os autores verificaram
que a concentracdo final de 1,3-propanodiol atingiu 40 g L™ e rendimento de 0.55 mol
mol™ ap6s duas adicdes de alimentagdo. A alta concentraco final de 1,3-propanodiol
foi alcancada com uma alimentacéo continua de substrato. Glicerol bruto foi alimentado
constantemente a uma taxa de 20 g L™ h™. Posteriormente, a taxa de alimentacdo foi
reduzida para 10 g L™* h™* de glicerol. A concentracio de 1,3-propanodiol aumentou
constantemente até atingir a concentracdo méxima de 70 g L™. Acetato e butirato foram
0s principais sub-produtos formados. Segundo os autores, a concentracdo de 1,3-
propanodiol aumentou acentuadamente de 35 para 60 g L™, sendo assim a producio de
butirato foi preferida em relagdo a formacéao de acetato.

Devido & possivel inexisténcia de trabalhos que visam a producdo de &cido
propidnico a partir de glicerol em reatores continuos até o presente momento,
encontrou-se na literatura trabalhos que tinha tal objetivo em processos em batelada e
batelada alimentada. Zhang e Yang (2009) pesquisaram a producédo de &cido propidnico

utilizando cultura pura de microrganismos em reator de leito fibroso a 37 °C. As
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concentracdes de acido propiénico aumentaram em funcdo do aumento de tempo de
fermentacéo, sendo a minima concentragdo atingida (8,5 g L™) em aproximadamente 18
h, e a maxima no tempo de 140 h (aprox. 24 g L™). De forma semelhante ao presente
trabalho, os pesquisadores notaram somente pequenas quantidades de acido acético e
succinico na fermentacéo.

Zhu et al. (2010) avaliaram a producdo de &cido propiénico a partir de glicerol
bruto com diferentes concentracdes de glicerol (20, 50, 70 e 80 g L™) utilizando cultura
pura de microrganismos em batelada alimentada. A méaxima producdo de acido
propidnico alcancada na concentragdo de 20 g L™ de glicerol foi de 15,72 g L™ ap6s 120
h de fermentagdo. As concentracdes de 4cido succinico e acético foram 2,3 e 1,20 g L™,
respectivamente. Com a concentracdo de 50 g L™ de glicerol, a concentracdo maxima de
4cido propidnico alcancada foi de 28,5 g L™ apés 150 h de fermentacdo. As
concentracdes de acido succinico e acético foram 4,24 e 2,56, respectivamente.
Adotando 70 g L™ de concentragdo de glicerol, a concentracio méxima de é&cido
propidnico alcancada foi de 29,21 g L™ ap6s 300 h de fermentacdo. As concentracdes
de 4cido succinico e acético foram 5.5 e 3.4 g L™, respectivamente.

Dishida et al. (2012) avaliaram a producdo em batelada e continua de &cido
propidnico a partir de glicerol utilizando células livres e imobilizadas de
Propionibacterium acidipropionici. A fermentagdo em batelada ocorreu com células
livres de P. acidipropionici e valores de glicerol e pH de, respectivamente, 42 g L™ e
6.5. O glicerol foi totalmente consumido apds 62.5 h, produzindo acido propiénico com
concentracdo de 19,5 g L™, rendimento de 0,64 mol mol™® e uma taxa de producdo
volumeétrica de 0,34 g / L h. Em modo continuo de operacéo utilizou-se reator de tanque
agitado (CSTR) com temperatura de 32 °C e pH 7. Os autores adotaram concentracdes
de glicerol de 30 e 40 g L™ e TDH de 17.5, 13.3 e 10 h. Variando o TDH (entre 13.3 e
10 h) e utilizando concentracéo de glicerol de 30 g L™, foi observado que nédo houve
grande variacdo da producdo volumétrica e do rendimento de &cido propidnico, que
foram em torno de 1,30 g / L h e 0,85 mol mol™, respectivamente. Em contrapartida, ao
adotar concentracdo de 40 g L™ e TDH de 17,5 h, os autores constataram uma reducéo
da producdo volumétrica e do rendimento de 4&cido propidnico que foram,
respectivamente, 0,83 g / L h e 0,64 mol mol™. As concentraces de acido propidnico
obtidas em células imobilizadas e em modo continuo de operacdo foram de,

aproximadamente, 14, 5 g L™ para todos os TDH e concentracéo de glicerol adotadas.
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Os principais metabdlitos detectados no presente trabalho foram: acido
propionico, 1,3-propanodiol, etanol, &cido acético, acido butirico e isobutirico. De
acordo com a Figura 5.5, apresentada a seguir, percebe-se que a rota metabodlica de
producéo de acido propidnico foi favorecida em todas as etapas de operacdo do reator,
atingindo o maior percentual molar no TDH de 0,5 h, com 96,9%. Como mencionado
na revisao de literatura deste trabalho, a producdo de &cido propidnico a partir do
glicerol gera nimero reduzido de subprodutos. Esse fato é justificado pela similaridade
do grau de reducédo do glicerol e do &cido propidnico, sendo assim ndo ha necessidade
de produzir outros metabdlitos para equilibrar o balanco redox.

O percentual molar de 1,3-propanodiol apresentou-se estavel nos TDH de 8, 6 e
4 h, variando entre 27,4% (TDH de 8 h) e 29,4% (TDH de 6 h). Entretanto, ocorreu uma
diminuicdo para 16,3% no TDH de 2 h, decrescendo novamente para 7,8% no TDH de 1
h e, cessando completamente a producdo, no TDH de 0,5 h. Tal fato pode ser justificado
pelo favorecimento da via oxidativa de fermentacéo do glicerol, pois entre o TDH de 2 e
0,5 h, houve um crescente aumento do conteido de hidrogénio no biogés gerado, bem
como um aumento do percentual molar de acido propidnico, ou seja, compostos gerados
na via oxidativa. A relacdo entre a porcentagem molar dos metabolitos e o contetdo de

H, em funcdo do TDH é apresentada na Figura 5.5 e Tabela 5.6.

Figura 5-5: Porcentagem molar de metabdlitos produzidos em funcédo do TDH
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A producdo de acido acético no reator foi baixa nas cinco fases de operagédo
apresentadas. Esse fato pode ser atribuido ao estado redutivo do glicerol que, segundo
Zhang (2009), a baixa producéo de acido acético deve-se ao elevado estado redutivo do
glicerol, que prefere a producdo de mais produtos redutivos (como o acido propionico)
ao invés de mais metabolitos oxidados (como o acido acético), a fim de equilibrar o
potencial redox intracelular. Outra condi¢do que pode ter favorecido a rota de formacao
de &cido propibnico foi a baixa concentracdo de glicerol utilizada ja que, como foi
mencionado na revisao de literatura deste trabalho, baixas concentracdes de glicerol
favorecem a via oxidativa.

Outro aspecto relevante é que baixas concentracfes de glicerol induzem a
formacdo de acido propidnico. Segundo Harada (2012), relagdes C/N reduzidas podem
favorecer a producdo de acido propiénico. Conclusdo similar foi obtida no trabalho de
Zhu et al. (2010) que sugere a utilizacdo de baixas concentracdes de glicerol com o

intuito de maximizar a producéo de &cido propibénico (Huang et al., 2002).

Tabela 5-6: Porcentagem molar dos principais metabdlitos obtidos em fun¢do do TDH

TDH EtOH HAC 1,3-PD HPr HBuU HBu (1so)
8 1,6 1,8 27,4 66,6 1,6 1,0
6 0,7 2,2 29,4 66,5 1,0 0,3
4 0,3 1,3 28,1 69,1 1,0 0,2
2 4,3 4,2 16,3 74,5 ND ND
1 2,5 2,7 7,8 86,9 ND ND
0,5 1,2 0,4 ND 96,9 0,7 0,8

EtOH: etanol; HAc: &cido acético; 1,3-PD: 1,3-propanodiol; HPr: dcido propidnico, HBu: &cido butirico,

HBu (Iso): &cido isobutirico, ND: ndo detectado

Chookaew et al. (2012) avaliaram a producdo de H; e metabdlitos sollveis tendo
glicerol bruto como fonte de carbono no processo fermentativo, utilizando Klebsiella
pneumoniae TR17 em batelada. A producdo de H, e metabolitos foi investigada em
funcéo da variagdo de condicOes de cultivo, como a mudanca de temperatura (30 - 50
°C), de pH inicial (4.0 — 9.0) e concentracdo de glicerol (20 — 100 g L™). Os resultados
mostraram que as condi¢fes o6timas de cultivo foram: temperatura de 40 °C, pH de 8 e
20 g L™ de concentracdo de glicerol. Tais condicdes resultaram como metabdlitos
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majoritarios o 1,3-propanodiol, 2,3-butanodiol e etanol, com as respectivas
concentracdes de 3.52, 2.06 e 3.95¢g L™

Bdsio (2014) constatou a predominancia de 1,3-propanodiol em todas as fases
analisadas no reator anaerdbio de leito fluidizado. No TDH de 8 h, a autora obteve uma
porcentagem molar média de 1,3-propanodiol de 50,15% seguido de etanol com 24,76
%. No TDH de 4 h houve uma redugéo da porcentagem molar de 1,3-propanodiol para
38,62% e uma pequena reducgéo da porcentagem molar de etanol para 20,64%. Ressalta-
se que no TDH de 4 h, houve um salto para 20,22% da porcentagem molar de acido
propiénico que, nas fases anteriores, encontrava-se entre 0,99 e 2,53%, entre os TDH de
24 e 8 h. Tal fato indica que baixos valores de TDH, favorecem a producdo de &cido
propionico.

Chookaew et al. (2014) produziram hidrogénio a partir de glicerol bruto em
UASB imobilizando a Klebsiella sp. TR1, como citado anteriormente. Com condicdes
de 40 °C e pH inicial de 8, o reator foi operado em seis TDH diferentes, variando entre
12 e 2 h. Nas trés concentracdo de glicerol adotadas (10, 20 e 30 g L™), houve a
predominancia de 1,3-propanodiol em todos os TDH operados. Na concentracdo de 10 g
L™, a maior concentracdo de metabdlito atingida foi de 1,3-propanodiol, seguida de
acido aceético, etanol e posteriormente de 2,3-butanodiol, para os TDH entre 12 e 6 h.
Nos TDH entre 4 e 2 h, 0 1,3-propanodiol permaneceu em maior quantidade e 0s outros
metabolitos mencionados anteriormente (&cido acético, etanol e 2,3 - butanodiol)
encontraram-se em concentracdes aproximadas, variando entre 0,8 e 1,5 g L™.

Ferreira (2014) operando um RALF em condigdes termofilicas, como citado
anteriormente, obteve 1,3-propanodiol, etanol, &cido acético, &cido butirico e &cido
propibnico como principais metabdlitos. Entre os TDH de 14 e 2 h, houve a
predominancia de 1,3-propanodiol, etanol &cido acético e acido butirico. A porcentagem
molar de tais metabdlitos foi bastante significativa quando comparada com os demais.
Ferreira afirma que os valores de porcentagem para 1,3-propanodiol e etanol foram
ainda maiores, e variaram de 50 a 30% e de 29 a 13%, respectivamente, até o TDH de 2.
Ao reduzir o TDH para 1 h, a producdo de etanol foi interrompida e a producdo de &cido
propiénico foi favorecida. A porcentagem molar dos metabdlitos obtidos no TDH de 1 h
foram: 56% de &cido propibnico, 30% de 1,3-propanodiol, 11% de &cido acético e 3%

outros.
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5.4.1 Conteudo de hidrogénio no biogas produzido e producdo volumétrica de

hidrogénio

O biogas produzido no reator operado neste trabalho foi composto de H, e CO,.
Um aspecto relevante ao conteudo de biogas produzido é que ndo ocorreu a presenca de
metano. Este fato pode ser atribuido ao sucesso do tratamento térmico realizado na
etapa de inicio de operacdo do reator, onde ocorreu a eliminacdo das arqueas
metanogénicas.

A Figura 5.6 mostra o contetdo de H, presente no biogas produzido onde se
pode observar que o contetdo maximo de H, obtido foi atingido do TDH de 0,5 h, com
percentual de 81,21% e o conteddo minimo observado foi de 12,4% no TDH de 6 h.
Nessa figura também é possivel notar que o conteddo de H, aumenta ao passo em que
TDH é diminuido.

O aumento do conteudo de H, em funcdo da diminuicdo do TDH também foi
observado no trabalho de Chookaew et al. (2014), que operando um reator UASB
utilizando Klebsiella sp. TR17 em 40 °C obtiveram um perfil crescente de conteudo de
H, em funcdo da diminuicdo do TDH. Os autores avaliaram a influéncia das
concentracdes de glicerol empregadas (10, 20 e 30 g L™) em diferentes TDH. Nos TDH
de 12 e 10 h, o contetido de H, médio para a concentracio de 10 L™ foi de 25%. Entre
os TDH de 8 e 2 h, o contetdo de H, permaneceu praticamente constante, em torno de
45%.

Figura 5-6: Comparacéo do contetido médio de H, no biogas em funcéo do TDH.
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Lo et al. (2013) produziram H, utilizando cultura pura de microrganismos (C.
pasteurianum) e, como ja mencionado anteriormente, as condigdes operacionais
adotadas foram: temperatura, 35 °C; TDH, 12 h; pH sem controle (inicial entre 5 e 9);
concentracéo de glicerol, 10 g L™, Em tais condigdes, o percentual de H, obtido foi em
torno de 75%. O elevado percentual de H, atingido pode ser justificado pelas condi¢des
operacionais adotadas ja que, para os autores, estas foram condi¢fes 6timas para a
producdo de hidrogénio.

Reungsang et al. (2013a), que operaram em condicGes de temperatura e pH (37
°C e pH 5.5) semelhantes ao presente trabalho, avaliaram a producdo de hidrogénio em
reator UASB utilizando Enterobacter aerogenes ATCC 13048, tendo glicerol (25 g L™)
bruto/puro como substrato. Ao utilizar glicerol bruto no processo, o conteido de H,
obtido foi em torno de 23%.

No estudo realizado por Bésio (2014), o contetdo de hidrogénio manteve-se em
torno de 50% nos TDH de 10, 8 e 6 h. Entre os TDH de 4 e 1 h, ocorreu uma reducéo de
45 para 36% do contetido de H,. Ja no trabalho de Ferreira (2014), a porcentagem de H,
no biogas em funcdo do TDH manteve-se em torno de 60% em quase todas as fases de
operacdo, tendo seu ponto minimo no TDH de 10 h (50%) e seu ponto méximo no TDH
de 1 h (70%).

No presente trabalho, o baixo contetdo de hidrogénio constatado nas trés
primeiras fases de operacao do reator pode ser justificado pelo favorecimento da rota de
producdo de acido propibnico, pois este apresentou concentracdo predominante nas trés
fases analisadas. Outro aspecto relevante € que a via redutiva de degradacédo do glicerol
também foi favorecida, ja que foram obtidas elevadas concentracdes de 1,3-
propanodiol. Esta analise € também fundamentada no fato de se tratar de cultura mista
de microrganismos, na qual diversas vias fermentativas podem ser consideradas.

Ressalta-se também que para formacdo de 1 mol de 1,3-propanodiol, 1 mol de
H, é consumido e que os maiores rendimentos de producdo de hidrogénio estdo
relacionados com a geracdo de &cido acético e butirico, 0 que ndo é o caso do presente
trabalhno nas fases apresentadas. De acordo Bartacek et al. (2007), elevadas
concentragdes de acido propidnico ocasionam na reducdo da producdo de hidrogénio, o
que também justifica os dados de conteudo de H, apresentados. Dessa forma, as
diferencas dos resultados entre os estudos citados e o presente trabalho, devem-se ao

fato das diferentes condi¢Oes de operacdo, tipo de microrganismos empregados e da
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diversidade de rotas metabolicas de degradacdo do glicerol. A Tabela 5.8 apresenta os

dados de conteudo médio de H, em funcdo do TDH.

Tabela 5-7: Contelido de H, no biogas formado em funcéo do TDH

TDH % MEDIA DE H,
8 18,1+ 7,6
6 12,4+ 3,5

4 27,9+ 3,6

2

1

60,25+ 7,2
73,77 6,0
0,5 81,21+ 13,5

A producdo volumétrica de hidrogénio (PVH) nao foi constatada nas fases I, Il e
Il de operacdo do reator. Supde-se que a auséncia de producdo deve-se ao
direcionamento da rota metabdlica (via oxidativa) para a formacéo de acido propidnico
e para a rota (via redutiva) de formacdo de 1,3-propanodiol. De acordo com a Figura
3.8, apresentada na revisdo de literatura desta pesquisa, observa-se que a rota de
formacdo de propionato antecede a via de formacdo do piruvato, que € um dos
principais compostos antecedentes de formacéo de hidrogénio.

A inibicdo da producdo de hidrogénio pode ocorrer devido ao acumulo de acidos
ndo-dissociados que podem levar a um desequilibrio no balanco fisiolégico da célula
devido a penetracdo destes na membrana celular. Sendo assim, pode-se considerar a
inibicdo da producdo de H, devido ao acumulo da producdo de &cido propiénico no
sistema (Reis, 2010). A Tabela 5.9 apresenta os dados de producdo volumétrica de Ho,

qguando houve, para as respectivas fases de operacéo do reator.

Tabela 5-8: Producéo volumétrica média de hidrogénio

Fase TDH PVH (mL/h L) TD*
W 2 5,96 7
V 1 13,19 7
VI 05 4,25 4

TD*: Total de dias de producédo volumétrica de H; na fase.
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Ferreira (2014) avaliou a producdo bioldgica de H, em condicdes termofilicas
(55 °C) a partir de glicerol bruto (5 g L™) com cultura mista de microrganismos.
Ferreira constatou que a producdo volumétrica de hidrogénio aumentou em fungdo da
diminuicdo do TDH. Para os TDH de 8, 6, 4, 2 e 1 h, a producdo volumétrica de
hidrogénio foi de 158.6 236.7, 399.1, 667.3 e 1508.7 mL h™ L™, respectivamente.

Bdsio (2014) em condicdes mesofilicas (37 °C) e pH controlado em 4.5 operou
um RALF tendo glicerol bruto como fonte de carbono. Semelhantemente a Ferreira,
Bdsio verificou que a producdo volumétrica de H, aumentou com a diminuicdo do
TDH. Para os TDH de 8, 6, 4, 2 e 1 h, a producdo volumétrica de hidrogénio foi de
0.20,0.24,0.29,0.46e0.73 Lh™ L™,

Durante a etapa experimental desta pesquisa, notou-se que a producdo
volumétrica de hidrogénio ocorria logo ap6s a mudanca de fase do reator, e cessava
apos um determinado tempo. Acredita-se que, devido a mudanca do TDH de uma fase
para a outra, 0s microrganismos foram submetidos a condi¢Ges de “estresse”, podendo
ser choque de carga organica ou hidraulico. Dessa forma, tais condi¢des podem ter
favorecido a producéo de H; no sistema.

Aquino e Chernicharo (2005) afirmam que, durante choques de carga organica
em reatores anaedbios, 0s microrganismos acidogénicos (que sdo de rapido
crescimento) produzirdo mais hidrogénio, pois assim estes se encontram em condic¢oes
de excesso de fonte de energia. Os autores alegam também que em alguns trabalhos
encontrados na literatura, hd um aumento no acimulo de hidrogénio no biogas durante
condigBes de choque de carga organica e/ou hidraulica no reator. O acumulo de
hidrogénio em reatores anaerébios durante choques de carga orgénica ocorre devido a
limitacBes de transferéncia de hidrogénio dos microrganismos produtores para 0S
consumidores.

A variacdo da carga organica no sistema esta atrelada a diminui¢cdo do TDH no
reator. Sendo assim, no estudo em questdo, a reducdo do TDH proporciona um aumento
da carga organica aplicada ja que, durante o experimento, a concentracdo de substrato
na alimentagdo foi mantida constante. A Tabela 5.9 a seguir, mostra a relagdo da PVH

com a taxa de carregamento organico aplicada (TCOgp) em funcéo do TDH.
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Tabela 5-9: Produg&o volumétrica de hidrogénio em fungéo do TDH de TCOqy

Fase TDH PVH (mL/h/L)  TCOapl (kg/m°d)
vV 2 6,0 239,4+9,7
V 1 13,2 486,4 + 58,7
Vi 0,5 4,2 1091,6 + 58,6

Percebe-se, na Tabela 5.10, que houve um aumento da producao volumétrica de
hidrogénio ao passo que a taxa de carregamento organica aplicada foi aumentada entre
as fases IV e V. Alguns trabalhos reportados na literatura comprovam que ocorre
aumento da producdo volumétrica de hidrogénio diante de um aumento da taxa de
carregamento organico. Amorim (2009) operando um RALF mesofilico tendo glicose
como fonte de carbono avaliou o efeito da taxa de carregamento orgénico na produgéo
de H,. O pesquisador observou que ocorreu um aumento da producdo volumétrica de
0,08 a 0,97 L h™ L diante do aumento da taxa de carregamento organico de 15,7 a
116,6 Kg DQO m™ dia™. Fendmeno semelhante foi constatado no trabalho realizado por
Reis (2010) que avaliou a influéncia da velocidade ascensional em reator anaerébio de
leito fluidizado para a producdo de hidrogénio. O reator foi alimentado com meio
contendo glicose com concentragdo de 5 g L™. O autor verificou que, nos quatro
reatores operados, houve um aumento da producgdo volumétrica de hidrogénio ao passo
que a taxa de carregamento organico aplicada aumentava.

Apesar de muitos trabalhos na literatura afirmarem que a producdo volumétrica
de hidrogénio aumenta com a elevacdo da taxa de carregamento organico, pode-se dizer
que a relagé@o entre tais parametros ndo sdo claras. Em alguns casos, um aumento da
TCO resulta no decrescimento da producdo volumétrica e do conteddo de H,. Dessa
forma, um controle da TCO é um passo importante para obtencao de eficiente producédo
de H,, pois ao utilizar uma TCO acima ou abaixo da TCOgima de um processo
especifico de obtencdo de H,, efeitos adversos na producdo podem ocorrer. A operacao
com TCO abaixo do nivel de TCOgtima implica que a concentracdo de substrato utilizada
foi menor que a requerida para os microrganismos, com isso ocorre a reducdo do
crescimento e da atividade dos microrganismos. Além disso, uma baixa TCO pode
reduzir o contato entre célula microbiana e substrato devido a baixa velocidade

ascendente (Reungsang et al., 2013a).
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Em contrapartida, um aumento da TCO acima da TCOgtima resulta no aumento da
velocidade ascendente, que pode produzir elevadas concentragdes de substrato e
exceder o nivel de inibigdo por substrato. Além disso, um aumento da concentracéo de
substrato acima do nivel étimo pode desenvolver pressdo osmética no interior da célula,
que pode causar danos nas células microbianas (Reungsang et al., 2013a).

Dessa forma, pode-se supor que o decaimento da producdo volumétrica de H,
entre 0o TDH de 1 e 0,5 h pode esta relacionado a TCO, nesta fase, no qual esta pode
estd acima da TCOgima para a producdo de H, na pesquisa em questdo. Resultado
semelhante foi obtido no trabalho de Barros (2012) que avaliou a producdo de H; e
etanol em RALF tendo glicose como fonte de carbono com concentragéo de 4000 mg L
! variando o TDH entre 8 e 1 h. No processo, a temperatura foi mantida em 25 °C e
diferentes materiais suportes (poliestireno — R1, pneu inservivel triturado — R2 e PET —
R3) foram utilizados. A autora observou que em todos os reatores, a producao
volumétrica de hidrogénio aumentou com a diminuigdo do TDH até 2 h. Porém, no R2
(pneu), a PVH diminui com a reducdo do TDH para 1 h, enquanto que o R1
(poliestireno) e 0 R3 (PET), a PVH aumentou com a redu¢éo do TDH para 1 h.

Outra hipdtese para a momentanea producdo volumétrica de hidrogénio no
reator seria a presenca de elevadas quantidades de biomassa gerada no interior do reator
em baixos TDH, visto que com a diminuigdo do TDH, foi notada visualmente a
presenca de flocos de biomassa no meio liquido e na regido do copo do reator (vide
Figura 4.3). Em baixos TDH ocorreu o crescimento da biomassa com uma maior
velocidade, apresentando assim efeitos negativos sobre a producéo de hidrogénio. Dessa
forma pode-se supor que a producdo volumétrica de hidrogénio ndo foi interrompida,

mas ocorreu o0 consumo do hidrogénio produzido.

5.4.2 Rendimento de 4cido propibnico e 1,3-propanodiol

5.4.2.1 Rendimento de Acido propionico

Os rendimentos de &cido propidnico para todas as fases de operacdo do reator

séo apresentados na Tabela 5.11:
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Tabela 5-10: Rendimento de &cido propionico em funcdo do TDH.

TDH HY (mol de HPr/mol glicerol ) HY (g HPr/g glicerol)
8 2,1 1,8
6 15 1,2
4 1,6 1,3
2 0,7 0,6
1 0,9 0,8
0,5 1,7 14

HPr: Acido Propibnico

Os dados apresentados na Tabela 5.11 mostram elevados rendimentos de acido
propidnico para todas as fases de operacdo do reator. Pode-se notar também um
comportamento decrescente do rendimento ao se reduzir o TDH. Essa tendéncia de
diminuicdo simultanea do rendimento em fungdo do TDH deve-se ao favorecimento da
rota de formacdo de H,. Como foi mencionado no topico de producdo volumétrica de
hidrogénio deste trabalho, a reducdo do TDH acarretou num aumento do contetdo e da
producdo volumétrica de H,. Entretanto, percebe-se que no TDH de 0,5 h, a rota foi
novamente direcionada para a formacdo de acido propibnico, visto que nesse TDH
ocorreu uma diminuicdo da producdo volumétrica de hidrogénio juntamente com o
aumento do rendimento de &cido propidnico.

De acordo com Wang e Yang (2013), o rendimento tedrico de producédo de acido
propiénico é 1 mol de &cido propidnico/ mol de glicerol consumido. Dessa forma, de
acordo com a Tabela 5.11, os rendimentos atingidos neste trabalho encontram-se acima
do tedrico, exceto nas fases IV (TDH de 2 h) e V (TDH de 1 h). Portanto, conclui-se
que os rendimentos alcangados no estudo em questdo devem-se a presenca de outras
fontes de carbono presente no glicerol bruto, o que ocasiona a formacdo de acido
propibnico em funcdo de outro substrato. Tratando-se de uma cultura mista de
microrganismos empregada, pode-se supor também que rotas desconhecidas de
formacéo de acido propidnico foram favorecidas. Para confirmar tais hipoteses seria
necessario analisar os acidos graxos presentes no glicerol bruto.

Diversos trabalhos tém sido realizados visando & producdo fermentativa de &cido
propidnico a partir do glicerol. Zhang e Yang (2009) estudaram a producéo de &cido
propidnico através da Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 em biorreator de
leito fibroso (FBB) utilizando glicerol puro e bruto como fonte de carbono. O sistema
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foi mantido em 32 °C e pH entre 6,5 e 7,0. Neste trabalho, o reator FBB foi inicialmente
operado em bateladas repetidas com o intuito de incrementar a densidade celular no
reator. Depois disso, o reator foi operado em batelada alimentada para aumentar
gradualmente a concentracao de acido propidnico produzida na fermentagéo do glicerol.

Os rendimentos médios de produtos a partir do glicerol em batelada alimentada
foram 0,56 g/g de &cido propi6nico, 0,061 g/g de acido succinico e 0,025 g/g de éacido
acético. Ao término da fermentacdo em batelada alimentada, o caldo de fermentac&o no
reator foi removido e substituido por meio fresco. Varias bateladas foram repetidas com
a cultura adaptada. Com o intuito de avaliar o efeito da cultura adaptada no desempenho
do FBB, a fermentacdo em batelada realizada antes e depois do periodo de batelada
alimentada foi comparada. Portanto, comparado com a cultura original, a cultura
adaptada produziu mais acido propionico (23 g L™ vs. 19 g L™*) num menor tempo (100
h vs. 160 h) a partir da mesma concentragéo de glicerol (40 g L™). Consequentemente, a
cultura adaptada gerou maior rendimento de &cido propidnico (0,59 g/g vs. 0,52g/g) e
também produziu mais acido acético e &cido succinico.

Himmi et al. (2000) avaliaram producao de acido propiénico em batelada a partir
da fermentacio de glicerol (20 g L™) ou glicose (20 g L™) utilizando
Propionibacterium acidipropionici e Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii.
A temperatura e o pH do sistema foram controlados em 30 °C e 7, respectivamente. Em
todas as situacdes adotadas, os produtos finais obtidos foram semelhantes e o &cido
propiénico foi o produto majoritario, seguido do &cido acético como subproduto. P.
acidipropionici apresentou maior eficiéncia de conversdo de substrato e produgdo
volumétrica de 4cido propionico de 0.42 g L™ h™. O rendimento de 4cido propi6nico
atingido foi de 0.79 mol mol™.

Zhu et al. (2010) avaliaram a producdo de acido propibnico através da
fermentacdo do glicerol (20, 50, 70 e 80 g L™) utilizando Propionibacterium
acidipropionici em batelada alimentada. O rendimento maximo de &cido propidnico
obtido foi de 0,56 g/g. A maxima concentracdo de acido propidnico alcancada para
concentracdo inicial de glicerol de 20 g L™, foi de 15,72 g L™ ap6s 120 h. As
concentracdes de écido succinico e A&cido acético foram 2,31 e 120 g L™
respectivamente.

Bdsio (2014) obteve baixos rendimentos de &cido propidnico sendo que, no
TDH de 14, 12 e 10 h, o rendimento alcangado foi de 0,01 mol/mol. O maior

rendimento constatado foi no TDH de 4 h, atingindo o valor de 0,22 mol/mol. Esses
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rendimentos podem ser justificados pela formacdo de outros produtos, como o 1,3-
propanodiol, etanol e H,, que foram os principais produtos obtidos na pesquisa de
Bosio.

Zhang et al. (2014) avaliaram os efeitos do dioxido de carbono na producéo em
batelada de acido propiénico e no crescimento celular. Com base em analises
metabdlicas, CO, (HCO3") é requerido no Ciclo Wood-Werkman (ou ciclo dos acidos
dicarboxilicos), que determina a sintese de &cido propionico. Neste trabalho, os
pesquisadores estudaram o crescimento celular, a formacdo de acido carboxilico e a
atividade enzimatica através da fermentacdo de glicose e glicerol em condicbes de
enriquecimento de CO; e condi¢cdes limitantes deste. Os autores utilizaram
Propionibacterium acidipropionici a 32 °C e pH controlado em 7,0.

Os resultados mostraram que a suplementacdo de CO, teve repercussdes
importantes na formacdo de acidos organicos. Na presenca de CO, exdgeno, mais acido
propidnico e acido succinico foram produzidos. No entanto, acido acético ndo foi
formado a partir do glicerol nas duas condigdes de CO, adotados (enriquecimento e
limitante). A producéo de propionato e succinato aumentaram significantemente, 100%
e 200 %, respectivamente quando CO, foi adicionado no meio de cultura. Os
rendimentos de acido propi6nico, acido acético e &cido succinico (com CO,) foram: 0,7
g/g, 0,0 g/g e 0,076 g/g, respectivamente. A produtividade de &cido propibnico na
mesma condicdo foi de 0,12 g /L.h. Na auséncia de CO,, os rendimentos foram: 0,77
0/g (acido propibnico), 0,0 g/g (acido acético) e 0,042 g/g (acido succinico). A
produtividade de &cido propidnico na auséncia de CO, foi de 0,07 g /L.h.

Dentre os trabalhos citados, observa-se que o rendimento maximo de &cido
propidnico obtido foi de 0,844 mol mol™ na pesquisa de Barbirato et al. (1997) que
avaliaram a producdo de é&cido propibnico utilizando Propionibacterium
acidipropionici, Propionibacterium acnes e Clostridium propionicum. Tal resultado
apresenta-se abaixo dos valores obtidos no trabalho em questéo.

Apesar das divergéncias de dados de rendimento de acido propiénico com 0s
dados apresentados na literatura, a pesquisa apresentou-se favoravel a producdo de
acido propiodnico. Os resultados e as condi¢des de operacOes propostas podem contribuir
para futuras pesquisas que visam a producédo biologica de acido propibnico a partir do

glicerol.
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5.4.2.2 Rendimento de 1,3-propanodiol

Os rendimentos de 1,3-propanodiol para todas as fases de operacédo do reator sdo
apresentados na Tabela 5.12:

Tabela 5-11: Rendimento de 1,3-propanodiol em fun¢do do TDH.

Fase TDH HY (mol de 1,3-PD/mol glicerol)
I 8 0,82
I 6 0,68
i 4 0,67
v 2 0,16
\% 1 0,08
VI 0,5 ND

1,3-PD: 1,3-propanodiol; ND: ndo detectado.

De acordo com Gonen et al. (2013) e Tong e Cameron (1992), o rendimento
tedrico maximo de 1,3-propanodiol calculado a partir da fermentacdo anaerdbia de
glicerol é 0,875 mol mol ™. E, retomando a reacdo apresentada na revisdo de literatura

deste trabalho, tem-se:

8 Glicerol —» 7 1,3-Propanodiol + 2 CO, + 4 H,0 (3)

Rendimento = 0,875 mol/mol

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5.12, pode-se observar
elevados rendimentos de 1,3-propanodiol nas trés primeiras fases de operacdo, que
representam os TDH de 8, 6 e 4 h. Nota-se também que o rendimento maximo atingido
em todas as fases do experimento foi no TDH de 8 h, com 0,82 mol mol™. Esse
resultado encontra-se proximo do valor tedrico. Outro aspecto relevante observado é
que o rendimento de 1,3-propanodiol decrese ao passo que o TDH é diminuido. Tal fato
pode ser justificado devido a relagdo do TDH com o direcionamento de rotas
metabdlicas.

Um dos fatores que, possivelmente, podem ocasionar a dimunuicdo do
rendimento de 1,3-propanodiol, € a diminuigdo do TDH. Além desse fendmeno ser
observado no presente trabalho, Gonen et al. (2013) obtiveram resultados semelhantes.
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Os autores pesquisaram a producéo de 1,3-propanodiol utilizando glicerol bruto (45g L
1) em reator de leito fixo com células imobilizadas com pH entre 6 e 6,5 e temperatura
de 37 °C. Os resultados obtidos foram de 0.77, 0.66 e 0.55 mol mol™ para os TDH de 8,
6 e 4 h, respectivamente.

Gonen et al. (2012) avaliaram a producdo de 1,3-propanodiol em reator de leito
fixo utilizando diferentes meio suportes de imobilizacdo da biomassa. A concentragédo
de glicerol utilizada foi de 45 g L™ e temperatura de 37 °C. Os rendimentos de 1,3-
propanodiol obtidos para o reator preenchido com espuma de poliuretano (PUF) foram:
0.53 (TDH de 8h), 0.49 (TDH de 6 h), 0.40 (TDH de 4 h), 0.15 (TDH de 2 h), 0.15
(TDH de 1 h) e 0.06 g/g (TDH de 0.5 h). Comportamento semelhante de decrescimento
do rendimento em fungdo do TDH também foi observado para os outros reatores
preenchidos, individualmente, com esferas de vidro (CB) e pedra-pomes (PS).

Portanto, a partir dos dados apresentados na Tabela 5.12, observa-se que o
presente trabalho é promissor para a producdo de 1,3-propanodiol j& que rendimentos
elevados foram atingidos. Outro aspecto importante € que poucos trabalhos sdo
encontrados na literatura que utilizam culturas mistas de microrganismos em modo
continuo de operacao.

Selembo et al. (2009) avaliaram a producdo fermentativa de hidrogénio e 1,3-
propanodiol utilizando cultura mista de microrganismos e glicerol bruto como fonte de
carbono. O autores obtiveram um rendimento de 1,3-propanodiol por mol de glicerol
consumido de 0,69 mol.mol . Ja Gallardo et al.(2014) produziram 1,3-propanodiol a
partir de glicerol residual em reator granular de leito expandido obtendo um rendimento
de 1,3-propanodiol de 0,59 mol.mol .

Gonen et al.(2013), como mencionado anteriormente, pesquisaram a producéo
de 1,3-propanodiol a partir da fermentacao do glicerol em reator de leito fixo utilizando
cultura pura de microrganismos e diferentes materiais suportes. Utilizando esferas de
vidro no TDH de 8 h, os autores obtiveram rendimento de 0,65 mol mol™ enquanto
que, para 0 mesmo TDH, alcancaram um rendimento de 0,77 mol mol™ para o reator
preenchido com anéis de raschig.

Dietz e Zeng (2014) avaliaram a producdo de 1,3-propanodiol a partir do glicerol
bruto e cultura mista de microrganismos. Os autores operaram em batelada e batelada
alimenta, obtendo rendimentos de 1,3-propanodiol entre 0,56 e 0,76 mol de 1,3

propanodiol mol de glicerol™.
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Bésio (2014) obteve rendimentos de 1,3-propanodiol entre 0,38 e 0,42 mol mol™
entre os TDH de 14 e 2 h. No TDH de 2 h, o rendimento de 1,3-propanodiol foi de 0,6
mol mol™, seguido de 0,66 mol mol™no TDH de 1h.

Dessa forma, diante dos trabalhos expostos, nota-se que o estudo em questéo
encontra-se condizente com a literatura ja que rendimentos aproximados ou superiores

foram atingidos.

5.4.2.3 Seletividade

A Figura 5.7 mostra a relacdo entre o rendimento de &cido propidnico (HPrY) e

o rendimento de 1,3-propanodiol (1,3-PDY) em funcdo do TDH.

Figura 5-7: Efeito do TDH na seletividade (HPrY/1,3-PDY) no RALF

H
o

e
o N
1 1

(00]
1

Seletividade (HPr Y/ 1,3-PD Y)

TDH (h)

O gréfico de seletividade em funcdo do TDH mostra que o rendimento de acido
propidnico foi superior ao rendimento de 1,3-propanodiol em todos os TDH
apresentados. E possivel notar também um perfil constante de valores nos TDH de 8, 6
e 4 h em torno de 2,5. Entre os TDH de 4 e 2 h, houve um aumento de 2,5 para 4,6,
atingindo, posteriormente, 11,1 no TDH de 1 h. A auséncia de dados de seletividade
para o TDH de 0,5 h, deve-se ao fato de nédo ter ocorrido producdo de 1,3-propanodiol

na referida fase.
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5.4.3 Producdo volumétrica de &cido propidnico e 1,3-propanodiol

A producdo volumétrica dos principais metabolitos gerados nesta pesquisa (1,3-
propanodiol e acido propidnico) é apresentada na Figura 5.8, a seguir.
Figura 5-8: Producédo volumétrica de HPr e 1,3-PD em funcéo do TDH
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De acordo com a figura de producéo volumétrica de metabolitos (PVVm) exposto,
pode-se observar que a producdo volumétrica de &cido propibnico apresenta um perfil
crescente em funcdo da diminui¢do do TDH. Nota-se também, que entre os TDH de 8 e
2 h, houve um aumento relativamente pequeno (entre 0,64 e 1,10 g L™ h™) ao se
comparar com o aumento ocorrido entre os TDH de 2 e 0,5 h (entre 1,10 e 4,09 g L™ h’
1). Tratando-se da producdo volumétrica de 1,3-propanodiol, observa-se que a mesma
permaneceu estavel (entre 0,26 e 0,51 g L™ h™) durante todas as fases de operagdo do
reator, exceto no TDH de 0,5 h, no qual ndo houve producdo deste metabdlito. Os dados

de producédo volumétrica estdo melhor explicitados na Tabela 5.13, a seguir.
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Tabela 5-12: Producao volumétrica de HPr e 1,3-PD em funcao do TDH

Producéo volumétrica (g/L h)

FASE TDH 1,3-PD HPr
I 8 0,26 0,64

I 6 0,36 0,79
I 4 0,51 1,21
v 2 0,25 1,10
\Y 1 0,29 3,13
VI 0,5 0 4,09

Trabalhos na literatura que visam a producdo de 1,3-propanodiol a partir do
glicerol mostram que ocorre um aumento da producéo volumétrica ao passo que o TDH
é diminuido. Esse fendmeno foi observado na pesquisa de Gonen et al. (2012) que
estudaram o efeito de diferentes materiais suportes na imobilizagdo da biomassa (K.
pneumoniae) para a producdo de 1,3-propanodiol a partir do glicerol bruto (45 g L™). Os
autores utilizaram reator de leito fixo no processo e mantiveram o pH entre 6 e 7. O
TDH foi variado entre 16 e 0,5 h e a temperatura foi mantida em 37 °C. Entre os TDH
de 16 e 1 h (1 e 8 g/ L h, respectivamente), houve aumento da produgdo volumeétrica de
1,3-propanodiol. E, semelhante ao presente trabalho, houve uma diminui¢do no TDH de
0,5h(5,59/Lh).

Barbirato et al. (2007) utilizaram glicerol (20 g L™) para a producéo de &cido
propidnico utilizando trés cepas de bactérias (Propionibacterium acidipropionici,
Propionibacterium acnes e Clostridium propionicum). Os resultados alcancados foram
de 42 g L e 0,36 g L™ h™ de concentracdo e produtividade de acido propi6nico,
respectivamente.

Gonen et al. (2013), com condigBes operacionais semelhantes ao trabalho de
Gonen et al. (2012), constataram que a producdo volumétrica de 1,3-propanodiol
aumentou em funcdo da diminuicdo do TDH. A produtividade maxima alcan¢ada no
experimento foi no TDH de 2 h com 6,4 g L™ h™. Ressalta-se que o maior diferencial
entre os trabalhos de Gonen et al. (2012) e (2013) foram 0s materiais suporte
empregados e microrganismos utilizados.

Tratando-se de trabalhos que buscam a produgéo de acido propibnico a partir do
glicerol, pode-se citar a pesquisa realizada por Zhang e Yang (2009) que, utilizando
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reator de leito fibroso em batelada alimentada tendo glicerol (120 — 40 g L™) como
fonte de carbono, alcancaram 0,25 g L™ h™ de produtividade. Os autores observaram
também que a producao volumétrica utilizando glicerol puro foi maior do que ao utilizar
glicerol bruto. Eles afirmaram que a diferenca deve-se a elevadas concentracdes de sais,
principalmente cloreto de sddio, ou outras substancias quimicas toxicas para as céelulas.
A elevada salinidade do meio bruto com glicerol seria um dos fatores que podem
ocasionar a inibi¢do do crescimento celular e da formacao de produtos.

Zhu et al. (2010) operando em batelada e batelada alimentada pesquisaram a
producdo de acido propidnico utilizando cultura pura a 30 °C. Os autores avaliaram
principalmente a influéncia da concentracdo de glicerol (20, 50, 70 e 80 g L™) na
producdo e no rendimento de &cido propiénico. A méaxima producdo volumétrica de
4cido propionico alcancada foi de 0,20 g L™ h™ apés 220 h de fermentacdo. Em
bateladas, a producdo de &cido propiénico aumentou e a taxa de crescimento celular
especifico diminuiu com o aumento da concentracdo de glicerol. A partir dos resultados
obtidos, os autores afirmaram que baixas concentracdes de glicerol sdo favoraveis ao
crescimento celular.

Dishida et al. (2015) pesquisaram a producdo de &cido propibnico a partir de
glicerol bruto utilizando Propionibacterium acidipropionici com temperatura fixa em
32 °C. O foco do estudo foi o impacto das concentragbes das fontes de carbono e
nitrogénio. Os autores constataram que bateladas com variadas razdo C/N (pH 6,5),
revelaram que a taxa de producdo de acido propibnico é significantemente influenciada
pela concentragdo de extrato de levedura. Em batelada ciclica (CBF) com glicerol e
extrato de levedura com concentracdes de 60 e 20 g L™, respectivamente, a producéo
volumétrica de acido propidnico foi de 0,42 g/ L h e o rendimento foi de 0,74 mol mol
! Em batelada sequencial (SBF) diferentes relacdes glicerol/extrato de levedura foram
utilizadas, sendo elas 60:20, 90:30, 120:40 e 150: 50. As respectivas producoes
volumeétricas de &cido propibnico alcangadas foram: 1.47, 1.63, 1.13 e 0,30 g / L h.
Usando a relacdo C/N 6tima para a producéo de acido propiénico em batelada ciclica, a
produtividade atingida foi de 0,53 g/ L h. Além disso, fermentacGes em batelada
sequencial com reciclo resultaram em taxa de producdo acima de 1 g / L h com
concentracéo inicial de glicerol de 120 g L™, e a maxima de 1,63 g/ L h a partir de 90 g
L™ de glicerol.

Sendo assim, diante dos trabalhos apresentados, acredita-se que as divergéncias

nos resultados deve-se a diferenca de condi¢Ges operacionais como tipo de reator,
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indculo, nutrientes e concentracdo de glicerol, que podem ter favorecido a producao

volumétrica de &cido propidnico.

5.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens obtidas a partir das microscopias apresentadas mostram a
morfologia da comunidade microbiana aderida as particulas de pneu triturado presente
no interior do reator anaerobio de leito fluidizado estudado nesta pesquisa. As
particulas foram coletadas do reator na VI fase de operacéo, que representa 0 TDH de
0,5h.

O intuito principal desta andlise é verificar a adesdo dos microrganismos na
particula e supor a presenca de microrganismos especificos em funcéo de sua forma
estrutural. Entretanto, para saber precisamente a especificacdo dos microrganismos €
necessaria a andlise de biologia molecular. Na Figura 5.9 a seguir, pode-se notar a
presenca de microrganismos semelhantes a bacilos, que sdo morfologias similares a
Clostridium e Klebsiella, que sdo géneros considerados produtores de hidrogénio e 1,3-

propanodiol, respectivamente.
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Figura 5-9: Microscopia eletronica de varredura dos microrganismos aderidos as particulas de pneu no TDH de 0,5 h
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5.6 Balanco de DQO

O balanco de DQO foi realizado atraves dos dados de DQO tedrica dos
metabolitos soluveis presentes no efluente, do glicerol remanescente e dos sélidos
suspensos Vvolateis (SSV). A diferenca entre a DQO tedrica total e a DQO medida no

reator sdo apresentadas na Tabela 5.14.

Tabela 5-13: Balanco de DQO do RALF

DQO (mg L")
|

— = — o .g .8 S .'C'E
6 o — £ E = \L S 9 Q
I s < o o 3 < S 83 3 2 g 8 £ 2
2 i o I ¢ o 8¢

| (] a o
8 77,2 110,2 2157,8 51015 149,2 91,7 0 786,6 523,2 8997,3 8578,1 -419,2 -4,9
6 29,7 1241 21428 4716,8 81,3 22,2 0 540,4 482,0 8139,3 7455,7 -683,7 -9,2
4 138 7255 2030,0 4856,4 84,0 19,3 0 8335 982,8 88923 7627,3 -1265,0 -16,6
2 79,2 99,9 4945 2190,3 0 0 27,4 1082,6 6057 4579,6 7603,8 3024,2 39,8
1 56,9 79,6 289,6 3129,7 0 0 0 879,0 684,0 5118,7 80158 2897,1 36,1
0,5 156 7,3 0 20444 17,0 19,7 0 3698,6 1180,5 6983,2 9593,2 2610,0 27,2

A partir do balanco de carbono realizado, pode-se notar que a DQO tedrica total
apresentou-se maior do que a DQO medida nos TDH de 8, 6 e 4 h, entretanto a
diferenca percentual entre elas apresenta-se relativamente baixa, podendo supor que tal
diferenca deve-se e erros experimentais. Tratando-se das fases referentes aos TDH de 2,
1e0,5h, a DQO tedrica apresentou-se maior do que a DQO medida. Este fato pode ser
atribuido a presenca de outros metabdlitos presentes no efluente que ndo foram
quantificados, portanto, ndo contabilizados neste balanco.

Reungsang et al. (2013b) avaliaram a produgdo simultanea de hidrogénio e
etanol em batelada a partir de glicerol bruto (37 g L™) utilizando Enterobacter
aerogenes KKU-S1. A temperatura foi mantida em 37 °C e o pH inicial foi ajustado
para 8. Os principais metabolitos detectados foram etanol, 1,3-propanodiol, 1-butanol,
acido acético e acido propibnico. O balango de DQO oscilou entre 0.8% para 10.8% de
erro, o que indica que as medidas de metabdlitos soltveis produzidos foram precisas.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nas fases operadas do RALF utilizado para
produzir acido propidnico, 1,3-propanodiol, H, a partir da fermentacéo do glicerol por

cultura mista de microrganismos, péde-se concluir:

1. Houve a predominancia de acido propiénico em todas as fases analisadas,
seguido de 1,3-propanodiol. A porcentagem molar e a concentragdo méaxima
atingida de 4cido propiénico foram de 69,1 % (TDH de 4 h) e 5,1 g L™ (TDH 8
h), respectivamente. Para 1,3-propanodiol, a porcentagem molar e a
concentracdo maxima atingida foram de 29,4 % (TDH de 6 h) e 2,14 g L™ (TDH
6 h), respectivamente.

2. A eficiéncia de conversdo de substrato atingiu valores elevados, obtendo a maior
conversdo (89,83 %) no TDH de 6 h e o valor minimo de 33,3 no TDH de 0,5 h.

3. O maximo conteido de H, atingido foi de 81,21 + 13,5% (TDH de 0,5 h).
Durante toda a etapa experimental ndo houve producdo volumétrica de
hidrogénio, exceto no inicio das fases 1V, V e V, com duracdo aproximada de 1
semana. A producdo volumétrica méxima atingida foi no TDH de 1 h (13,18 mL
L-1 .

4. O méaximo rendimento e produtividade de acido propiénico e 1,3-propanodiol
foram: 2,1 mol/mol (TDH de 8 h) e 4,09 g/L h (TDH de 0,5 h) para acido
propiénico e 0,82 mol/mol (TDH de 8 h) e 0,51 g/L h (TDH de 4 h) para 1,3-

propanodiol.
5. O pneu apresentou-se como um eficiente meio suporte de imobilizacdo da

biomassa ja que durante toda a etapa experimental, elevados rendimentos de

metabolitos foram atingidos.
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