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RESUMO

PARANHOQOS, A. G. O. Producao otimizada de 1,3-propanodiol, acido propionico,
etanol e hidrogénio, a partir de glicerol bruto e cultura mista, em reator anaerobio
de leito fluidificado. 2016. 142f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) —
Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia, Universidade Federal de S&o Carlos, S&o
Carlos, 2016.

O presente trabalho teve como objetivo otimizar a producdo de hidrogénio e outros
metabolitos, utilizando glicerol bruto como substrato, empregando técnicas de
planejamento experimental e otimizacdo estatistica de processos. O primeiro estudo
visou a otimizagdo de parametros operacionais do processo fermentativo, e para tanto,
um reator RALF mesofilico foi operado em 10 fases distintas, distribuidas conforme
uma combinacdo do TDH e da concentracdo de glicerol (Cg) proposta por uma matriz
de um DCCR contendo 10 condicBes experimentais. O TDH variou de 9,24h a 0,76h,
enquanto a Cg variou de 17,1 g/L a 2,9 g/L. Os resultados obtidos mostraram que a
maxima conversao de glicerol (CG), 98,4%, foi obtida utilizando concentracfes de
substrato menores que 5,0 g/L. O méximo rendimento (0,17 mol Hy/mol glicerol
consumido) € conteddo de H, no biogas produzido (87,4%) foram atingidos em
concentracdes superiores a 10,0 g/L e TDH de 5h. Dentre os principais metabolitos
soltveis produzidos, 1,3-propanodiol (1,3-PD) e acido propiénico (HPr) se destacaram.
O méximo rendimento de 1,3-PD (1,05 mol 1,3-PD/mol glicerol consumido) foi obtido com
10,0 g/L de glicerol em TDH de 9,24h, enquanto que o maximo rendimento de HPr
(0,71 mol HPr/mol glicerol ¢onsumigo) foi alcancado com 15,0 g/L de glicerol e TDH de
2h. O segundo estudo, por sua vez, consistiu na otimizagdo de componentes do meio de
cultura (glicerol, KH,POy,, extrato de levedura e vitamina B12), através de ensaios em
batelada, e posterior aplicacdo em RALF. Os maximos rendimentos de H, e etanol,
0,006 e 0,291 mol/mol glicerol onsumido, foram obtidos em meio de cultura 6timo
constituido por 26,53 g/L de glicerol, 1,75 de KH,PO,, 0,0076 g/L de B12 € 0,5 g/L de
extrato de levedura. A aplicacdo do meio de cultura otimizado em reator continuo nao
resultou na melhoria dos rendimentos de H; e etanol, no entanto, ocasionou um aumento

no rendimento de 1,3-PD, alcangando 0,38 mol 1,3-PD/mol glicerol consumido-

Palavras-chave: Glicerol, planejamento experimental, otimizacdo, 1,3-Propanodiol,

etanol, hidrogénio, acido propidnico, RALF.
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ABSTRACT

PARANHOQOS, A. G. O. Producao otimizada de 1,3-propanodiol, acido propionico,
etanol e hidrogénio, a partir de glicerol bruto e cultura mista, em reator anaerobio
de leito fluidificado. 2016. 142f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) —
Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia, Universidade Federal de S&o Carlos, S&o
Carlos, 2016.

This study aimed to optimize the production of hydrogen and other metabolites using
crude glycerol as substrate, through design of experiments (DoE) and statistical process
optimization. The first study aimed at optimizing the operational parameters of the
fermentation process, and therefore, a mesophilic AFBR reactor was operated on 10
different phases, distributed as a combination of HRT and the glycerol concentration
(Gc) proposed by a matrix containing CCD array containing 10 experimental trials. The
HRT varied to 9.24h to 0.76h, while Gc ranged from 17.1g / L to 2.9 g / L. The results
showed that the maximum conversion of glycerol (CG), 98.4%, was obtained using
substrate concentrations lower than 5.0 g/L. The maximum yield (0.17 mol H, / mol
consumed glycerol) and H, content in the produced biogas (87.4%) were achieved at
concentrations greater than 10.0 g/L and HRT of 5h. Among the main soluble
metabolites produced, 1,3-propanediol (1,3-PD) and propionic acid (HPr) stood out.
The maximum vyield of 1,3-PD (1.05 mol 1,3-PD / mol consumed glycerol) was
obtained with 10.0 g/L glycerol in HRT of 9,24h, whereas the maximum yield of HPr
(0.71 mol HPr / mol consumed glycerol) was achieved with 15.0 g/L of glycerol and
HRT of 2h. The second study, in turn, consisted of optimizing the culture medium
components (glycerol, KH,PO,, yeast extract and vitamin B12), through batch tests, and
subsequent application in AFBR reactor. The maximum hydrogen and ethanol yields,
0.006 and 0.291 mol / mol consumed glycerol, was obtained in optimal culture medium
consisting of 26.53 g/L glycerol, 1.75 g/L KH2PO4, 0.0076 g/L B12 and 0.5 g/L yeast
extract. The application of optimal culture medium in a continuous reactor did not result
in improvement of H, and ethanol yields, however, caused an increase in 1,3-PD vyield,

reaching a maximum of 0.38 mol 1.3-PD / mol consumed glycerol.

Keywords: Glycerol, design of experiments, optimization, 1,3-propanediol, ethanol,

hydrogen, propionic acid, AFBR.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A demanda por biocombustiveis estd atualmente em ascensdo em todo o mundo
e a utilizacdo da biomassa é uma das alternativas mais promissoras. O Brasil foi o
pioneiro no uso de fontes de energia limpa (biocombustiveis), quando seu governo
decidiu substituir a gasolina pelo alcool combustivel, em 1973, por meio do programa
denominado PROALCOOL. Em meados de 1980, cerca de 95% dos automoveis
produzidos no Brasil foram modificados para a combustdo do etanol. Os veiculos flex,
que foram projetados em 2003, representam mais de 80% dos automoveis vendidos no
pais. (DA SILVA et al., 2009).

Um outro biocombustivel produzido a partir da biomassa € o biodiesel. Assim
como o etanol pode substituir a gasolina em motores de ciclo Otto, o biodiesel pode
substituir o diesel em motores a diesel. O biodiesel é produzido por meio da
transesterificacdo dos 6leos vegetais ou gorduras animais com, por exemplo, etanol ou
metanol (alcoolise), geralmente catalisada por NaOH ou KOH. O glicerol, subproduto

da transesterificacdo, representa 10% (v/v) do éster produzido.

No Brasil, a produgéo de biodiesel encontra-se em crescimento acelerado. Tal
cenario resulta da obrigatoriedade da adicdo de 4% de biodiesel ao combustivel de
petrdleo, estabelecida pelo governo brasileiro mediante a Lei 11.097/2005. Entretanto a
Lei 13.033/2014, visando aproveitar a capacidade de producdo do biodiesel no pais,
eleva a porcentagem da mistura de biodiesel ao diesel de 5% para 6%, a partir de Julho
de 2014 e, para 7% a partir de Novembro do mesmo ano. Dados da Agéncia Nacional
de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) indicam que a producdo anual de
biodiesel, em 2014, foi na ordem de 3,4 bilhGes de litros. O glicerol, principal residuo
gerado do processo de producdo de biodiesel, teve sua producdo estimada em 312

milhdes de litros neste mesmo ano.

O aumento da oferta de glicerol seguida da baixa demanda do mercado ja
resultou na queda do preco desse subproduto. Além disso, o glicerol pode ser
considerado um residuo perigoso devido ao seu baixo ponto de fulgor (<140°F). Novos

usos para o glicerol sdo necessarios para estabilizar o preco e a oferta do biodiesel e do
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seu subproduto, e para evitar o acimulo de um material que pode ter um impacto
ambiental negativo. (SELEMBO et al., 2009).

O glicerol pode ser utilizado como substrato para producdo de inumeros
metabdlitos, como exemplo, destacam-se: 1,3-propanodiol (TONG, 1991; ABBAD-
ANDALOUSSI, 1998; KIVISTO, 2011; MOON, 2011), di-hidroxiacetona
(WETHMAR & DECKWER, 1999; HEKMAT, 2003; BAUER, 2005), acido succinico
(LEE, 2004; SONG & LEE, 2006), acido propiénico (BARBIRATO, 1997; HIMMI,
2000), etanol (JARVIS, 1997, ITO, 2005; DHARMADI, 2006), acido citrico
(PAPANIKOLAOU, 2002; IMANDI, 2007) e hidrogénio (ITO, 2005; YAZDANI,
2008).

Produtos com alto valor agregado e amplamente utilizados, podem ser obtidos a
partir da fermentacdo do glicerol. Como exemplo, o acido propibnico e seus sais de
calcio, sodio e potassio sdo comumente aplicados como conservantes de alimentos para
humanos e para racdao de animais, alem de ser um importante intermediario quimico na
sintese de fibras de celulose, herbicidas, perfumes e produtos farmacéuticos (HARADA,
2012). O 1,3-Propanodiol, por sua vez, é utilizado na fabricagdo de cosmeéticos,
lubrificantes e remeédios, além de também ser considerado um valioso intermediario
quimico potencialmente utilizado na manufatura de polimeros (poliésteres, poliéteres,
poliuretanas, entre outros), e na sintese de compostos heterociclicos (MENZEL et al.,
1997; BIEBL et al., 1999). Além disso, diante do cenario mundial de esgotamento de
reservas fdsseis e minerais, o biohidrogénio e o bioetanol se consolidam como

promissoras alternativas energéticas e renovaveis.

O processo fermentativo do glicerol envolve duas rotas metabdlicas paralelas.
Na rota oxidativa, glicerol é convertido em di-hidroxiacetona e, ap6s fosforilado, o
produto segue para a via glicolitica, onde sdo gerados os metabdlitos acido succinico,
acido propidnico, etanol, &cido citrico e H,. Na rota redutora, glicerol é convertido em
3-hidroxipropionaldeido (3-HPA) que, posteriormente, gera o composto 1,3-
propanodiol (DA SILVA et al.,2014).

Como € de se esperar, o tipo de indculo, puro ou misto, e a composi¢do no meio
de cultura, podem favorecer a formacao de diferentes produtos. A literatura demonstra
que altas concentragOes de glicerol favorecem a via redutora (MOON et al., 2011),

enquanto prejudicam a via oxidativa (HU et al., 2010). Da mesma forma, fontes de
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nitrogénio complexas (SITTIJUNDA & REUNGSANG, 2012) e vitaminas (KIVISTO
et al., 2011) tém sido constantemente estudadas para promover a formagéo de produtos

resultantes de uma via metabdlica em detrimento da outra.

Soma-se a isso, o fato de que o modo de operacdo do processo pode exercer um
efeito significativo na producdo dos metabdlitos. Inimeros trabalhos tém aplicado
reatores em batelada na fermentacdo de glicerol (ITO, 2005; SELEMBO, 2009;
JITRWUNG & YARGEAU, 2011; HONG, 2013). No entanto, 0 emprego de reatores

continuos ainda é precario na literatura cientifica.

Nesse contexto, a utilizacdo de reatores anaerobios de leito fluidificado (RALF)
se apresenta como uma boa alternativa. Dentre as vantagens do RALF, destacam-se:
retencdo de grande concentracdo de biomassa aderida no material suporte, apresenta
menos queda de pressdo quando comparados com reatores de leito fixo, sem problemas
de entupimento do leito, demanda pequeno volume na configuracdo do reator e
apresenta baixa resisténcia externa ao transporte de massa se comparado a outras
configuracdes de reatores (FUENTES et al., 2009).

Com o intuito de contribuir e motivar pesquisas relacionadas a producdo de
hidrogénio, alcoois e &cidos organicos a partir do glicerol, o diferencial do presente
trabalho estd na aplicacdo de técnicas de planejamento experimental e otimizacao
estatistica de processos, em reatores operados em modo continuo e batelada, visando a

fermentacdo do glicerol aos produtos de interesse.

Portanto, a presente Dissertacdo de Mestrado apresenta dois estudos que foram
desenvolvidos de forma concomitante e inter-relacionada. O primeiro deles consiste na
otimizacdo de componentes do meio de cultura, em ensaios em batelada, e posterior
aplicacdo do meio otimizado em reatores anaerdbios de leito fluidificado, objetivando
maiores rendimentos de H, e Etanol. O outro estudo propde a otimizagdo de parametros
operacionais do processo fermentativo, como o TDH e a concentracdo do substrato,
visando a melhoria na producdo de H,, acido propiénico e 1,3-Propanodiol. O outro

estudo, por sua vez,
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CAPITULO 2
OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi a maximizacdo da producdo de
hidrogénio, 1,3-propanodiol, etanol e acido propibnico, utilizando glicerol bruto como
substrato, por meio de técnicas de Planejamento Experimental e otimizacdo estatistica

de processos.

2.2 Objetivos Especificos

Nesta dissertacdo foram desenvolvidos dois estudos distintos, porém inter-

relacionados, associados aos seus respectivos objetivos especificos:
Estudo A: Otimizacdo do meio de cultura e aplicacdo em reatores continuos

» Definir concentracdes 6timas de determinados componentes do meio de
cultura - glicerol, extrato de levedura, KH,PO,4 e vitamina B12 - que
maximizam a produgéo de H; e Etanol, em ensaios em batelada.

» Auvaliar a aplicagdo do meio de cultura otimizado em reatores anaerobios
de leito fluidificado, operados em modo continuo e alimentados com
glicerol bruto (RGB) e glicerina pura (RGP), e esclarecer as principais
diferencas ocorridas na producdo dos metabdlitos em fungéo da alteracao
do modo operacional.

Estudo B: Otimizacdo de parametros operacionais em reator continuo RALF

» Auvaliar os efeitos individuais e interativos das variaveis TDH (0,76 a
9,24h) e Concentracdo de Glicerol (2,9 a 17,1 g/L) na producéo de H, e

metabdlitos, utilizando um reator RALF.
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CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O Biodiesel

3.1.1 Biodiesel e Matriz Energética

A relevancia de combustiveis fosseis como fonte de energia é hoje amplamente
reconhecida como insustentavel devido a exaustdo de recursos e envolvimento destes
combustiveis na contaminacdo do ambiente (DEMIRBAS & DEMIRBAS, 2011). De
acordo com o relatério da Agéncia Internacional de Energia (IAE), a demanda priméria
de energia no mundo é proposta para aumentar em 55% entre 2005 e 2030, a uma taxa
anual média de 1,8% ao ano. Se esta tendéncia continuar, 0 mundo vai encontrar uma
enorme crise de energia. Assim, para resolver esses importantes problemas
sistematicamente, biodiesel e carbono neutro sdo essenciais para a sustentabilidade
ambiental e econémica. O biodiesel abrange uma gama de combustiveis alternativos que
podem ser obtidos a partir de sementes de plantas, 6leos vegetais, bem como gorduras
de origem animal (SORATE & BHALE, 2015).

A tecnologia mais comum de producdo de biodiesel é a transesterificacdo de
o6leos (triglicerideos) com o alcool, que resulta em biodiesel (alquil ésteres de acidos
graxos) como produto principal e glicerina como subproduto. A base da reacdo de
transesterificacdo € ilustrada na Figura 3.1. O primeiro passo € a conversdo de
triglicerideos em diglicerideos, a qual é seguida pela conversdo de diglicerideos em
monoglicerideos e, monoglicerideos a glicerol, obtendo-se uma molécula de éster
metilico de cada glicerideo em cada passo (MA & HANNA, 1999). A
transesterificacdo, também chamada de alcodlise, € a troca de um alcool a partir de um
éster por outro alcool, num processo semelhante a hidrdlise, exceto pela utilizacdo de
alcool ao invés de agua (BARNWAL & SHARMA, 2005).

As mais relevantes variaveis operacionais que afetam o0 processo de
transesterificacdo sdo a temperatura de reacdo, o tempo de reacao, a pressao de reacdo, a
razdo alcool/dleo, a concentracdo e o tipo de catalisador, a intensidade de mistura e o
tipo de matéria-prima (MARCHETTI et al., 2007).
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Figura 3.1: Reacdo de transesterificacdo de um triglicerideo com etanol (alcodlise),
utilizando NaOH como catalisador e produzindo biodiesel (mistura de alquil ésteres de

acidos graxos) e glicerol.

CH; CHy CHy
CHy—CH—CH; | | |
| ] | CH, CH, CH,
O O O s | | CH,-CH—CH,
0=C 0=C 0=C | | I OH OH OH
|1 ] 0=C 0=C 0=C _
Ry R; Rs | | Glicerol

Triglicerideos
Alquil Esteres (Biodiesel)

Fonte: DA SILVA et al., 2009 (adaptado)

O processo produtivo do biodiesel, mostrado na Figura 3.2, se inicia na selecéo
da mateéria-prima, como exemplo soja, mamona, girassol, palma, algoddo ou gorduras
animais. O 0Oleo ou gordura passa, entdo, por uma etapa de preparacdo da matéria-prima,
onde sdo realizados os processos de clareamento - remoc¢do dos pigmentos do 6leo - e
degomagem - retirada de resquicios de umidade. O 6leo previamente preparado segue
para a etapa de transesterificacdo. Esta é a operacdo fundamental para a producdo de
biodiesel. Nesse processo, o 6leo filtrado é misturado com alcool (metanol ou etanol) na
presenca de um catalisador (NaOH ou KOH) e os &cidos graxos sdo separados. A
mistura bifasica é entdo lavada e destilada, a fim de separar o biodiesel da glicerina
(subproduto). O biodiesel (fase leve) segue para o processo de remocdo do alcool e
purificacdo. Nessa etapa, obtém-se o biodiesel de melhor qualidade. Da mesma forma, a
glicerina (fase pesada) também segue para um processo de remocdo do alcool e
purificacdo por destilacdo. O éalcool, entdo recuperado, passa por uma etapa de

desidratacdo e retorna ao processo.



Figura 3.2: Fluxograma do processo produtivo do biodiesel.
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- — (Metanol ou
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Fonte: www.tnsustentavel.com.br/biodiesel (adaptado).
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3.1.2 Producéo de biodiesel no Brasil e no mundo

O Brasil tem grande destaque no panorama mundial do biodiesel, devido a sua
grande diversidade em gréos de onde ¢ extraido o dleo vegetal, e sua extensa criacdo de
animais bovinos que fornecem gordura animal ou sebo (GONCALVES et al., 2009). A
Tabela 3.1 ilustra a evolucdo da utilizacdo das principais matérias-primas utilizadas na

producdo de biodiesel.

Tabela 3.1: Evolucdo da utilizacdo de diferentes matérias-primas para producdo de
biodiesel.

Matérias- Producéo de Biodiesel B100* (m3)

primas 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Total 736  69.012 408.005 1.177.638 1.614.834 2.387.639 2.672.771 2.719.897  2.921.006

Oleo de

s0ja 226  65.764 353.233 967.326  1.250.590 1.980.346 2.171.113 2.105.334  2.231.464

Oleo de

Algodao - - 1.904 24.109 70.616 57.054 98.230 116.736 64.359

Gordura

Animal - 816 34.445 154.548 255.766 302.459 358.686 458.022 578.427

Outros
materiais 510 2431 18.423 31.655 37.863 47.781 44,742 39.805 46.756
graxos?

*B100 = Biodiesel 100% puro
Fonte: ANP, 2014.

Frente a esse grande potencial de producdo, ao final do século XX, o Governo
Federal intensificou as discussdes sobre a producdo e uso do biodiesel, sendo efetuados
varios estudos por comissdes interministeriais em parceria com universidades e centros
de pesquisa. Dentre as muitas estratégias tracadas pelo ministério brasileiro, houve a
criacdo do Programa Brasileiro de Desenvolvimento Tecnoldgico do Biodiesel
(PROBIODIESEL), que visa a gradual substituicdo do diesel proveniente do petroleo
pelo biodiesel (GONCALVES et al., 2009).

Segundo a Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP), a producdo nacional de biodiesel foi significativamente acelerada quando o
governo brasileiro estabeleceu a obrigatoriedade da adicdo de, no minimo, 4% de
biodiesel ao combustivel de petroleo até 2013 mediante a Lei 11097/2005 (ANP, 2010).
Entretanto, o Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE), por meio da Resolucao
n° 6/2009, reduziu este prazo e, desde o inicio de 2010, o 6leo diesel comercializado em
todo o Brasil contém 5% de biodiesel (ANP, 2012).
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Visando permitir o melhor aproveitamento da capacidade de producdo do
biodiesel no pais, além de beneficiar os agricultores familiares, foi publicada no Diario
Oficial da Unido em 25 de Setembro de 2014, a Lei 13.033, originaria da conversédo da
Medida Proviséria n® 647, que eleva a mistura de biodiesel ao diesel de 5% para 6%, a
partir de Julho de 2015 e, para 7% a partir de 1° de Novembro. Desde a sua
implantacdo, em Julho, j& se verifica um forte crescimento da producéo de biodiesel: no
primeiro més da entrada em vigor da elevacdo para 6% do teor deste biocombustivel, a
producdo cresceu 26%, atingindo o recorde mensal de 302 mil m3 (Ministério de Minas
e Energia - MME, 2014).

Esta continua e rapida elevacdo do percentual de biodiesel ao diesel demonstra o
sucesso do Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel e da experiéncia
acumulada pelo Brasil na producdo e no uso em larga escala de biocombustiveis. A
Figura 3.3 ilustra a falta de incentivo a producdo de biodiesel no ano 2005, ano em que
a Lei 11097/2005 foi citada e aprovada. Nota-se também um forte aumento no volume
total de biodiesel produzido a partir de 2008, ano em que a mistura de biodiesel ao
diesel tornou-se obrigatoria. Porém, em 2010 ja se encontrava 5% de biodiesel
associado ao diesel de petroleo no Brasil (ANP, 2010).

Figura 3.3: Evolucdo da producéo de biodiesel de 2005 a 2014.
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Fonte: ANP, 2014.
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Essa elevagdo na mistura de biodiesel ao diesel consolida o Brasil entre os dois
maiores produtores de biodiesel no mundo, junto com os Estados Unidos, ultrapassando
definitivamente os tradicionais produtores europeus (0s primeiros a utilizarem esse
biocombustivel em larga escala). Dados preliminares com base nas entregas dos leil6es
promovidos pela ANP mostram que a produgdo em agosto de 2014 foi de 307 mil m3,
com uma capacidade instalada de 7.538 mil m3/ano (628 mil m3/més). No acumulado do
ano, a producdo atingiu 2.115 mil ms3, um acréscimo de 11% em relagdo a0 mesmo
periodo de 2013 (1.907 mil m3) (MME, 2014).

3.2 O Glicerol

Glicerol € 0 nome comum do composto organico 1,2,3-propanotriol, descoberto
por Carl W. Scheele, em 1779, durante a separacdo de uma mistura aquecida de PbO
preparada com 6leo de oliva (MOTA et al., 2009). Pode também ser denominado por
glicerina, trihidroxipropano, glicil alcool, gliceril e 1,2,3-trihidroxipropano. Na
natureza, o glicerol existe em vegetais (soja, mamona, babacu, girassol, palma, algodao,
coco, dendé, pinhdo manso) e animais em formas combinadas de glicerina com acidos
graxos (LAGES & LUCAS, 1997). Em microrganismos eucariéticos, o glicerol
constitui o principal composto formado para regular as variacdes de atividade de agua
em ambientes altamente osmofilicos. O glicerol na sua forma pura apresenta-se como
um liquido viscoso, incolor, inodoro e higroscopico, com sabor doce, solivel em agua e

alcool, insoluvel em éter e em cloroférmio (WANG et al., 2001).

Devido as suas caracteristicas fisicas e quimicas (Tabela 3.2) e ao fato de ser
inécuo, o glicerol puro apresenta diferentes aplicacbes em cosméticos, pintura,
automoveis, alimentos, tabaco, industria farmacéutica, papel e celulose, couro e téxtil. E
também usado como matéria-prima para a producdo de diversos produtos quimicos
(WANG et al., 2001). Novas aplicagGes tém sido avaliadas na industria de alimentos, na
industria de poliglicerol e de poliuretano, no campo de estabilizadores de madeira e na
producdo de moléculas pequenas, tais como di-hidroxiacetona (DHA), acido glicérico e
hidroxipiravico, e carbonato de glicerol (DA SILVA et al., 2009).
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Em relagdo ao glicerol bruto, as caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais,
dependem, basicamente, do tipo de matéria-prima (Tabela 3.3) e do tipo de catélise
empregada na producdo de biodiesel (RIVALDI et al., 2007).

Tabela 3.2: Propriedades fisico-quimicas do glicerol.

Peso Molecular 92,09
Densidade (glicerol 100%) 25°C 1,262 kg/m?3
Viscosidade 20°C 939 cps
Ponto de Ebulicdo (101,3KPa) 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 Evaporagéo 55°C 88,12 J/mol

Fonte: ARRUDA et al., 2007

Tabela 3.3: Composicéo do glicerol bruto obtido durante a producéo de biodiesel em
funcdo de diferentes matérias-primas.

Matérias-primas

Composigao Mostarda* Mostarda** Canola Soja ROV
Ca 11,7 23,0 19,7 11,0 ND

K ND ND ND ND ND

Mg 3,9 6,6 54 6,8 0,4

ppm P 25,3 48,0 58,7 530 12,0
S 21,0 16,0 14,0 ND 19,0

Na 1,17 1,23 1,07 1,2 14

% (plp) C 24,0 24,3 26,3 26,0 37,7
N 0,04 0,04 0,05 0,04 0,12

*lda Gold, **Pac Gold, ROV: residuos de éleo vegetal (6leo usado), ND: ndo detectado
Fonte: RIVALDI et al., 2007.
Por conter elementos nutricionais como fosforo, enxofre, magnésio, célcio,
nitrogénio e sodio, o glicerol também tem sido considerado matéria-prima para novas
fermentagdes industriais do futuro, uma vez que esses elementos séo factiveis de serem
utilizados por microrganismos para 0 seu crescimento durante o processo fermentativo
(WANG et al., 2001; RIVALDI et al., 2007). Assim, uma das muitas aplicacOes
promissoras para 0 uso do glicerol é a sua bioconversdao em compostos de elevado valor
agregado por meio da fermentagdo microbiana.
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Como principal subproduto gerado nas industrias de biodiesel, o glicerol tem
ganhado uma certa visibilidade decorrente da quantidade produzida. No a&mbito
nacional, segundo o Anuério Estatistico de 2014, elaborado pela Agéncia Nacional de
Petroleo, Gas Natural e Biocombustivel, a producdo de glicerina coproduto do biodiesel
foi 5,67% maior que no ano anterior. Em 2013, a producéo de biodiesel atingiu um total
de 2.917.488 m?3 e a producéo de glicerol foi de 290.260 m?3, representando cerca de
10% em volume do total de biodiesel gerado. A Figura 3.4 mostra a evolugdo na
geracdo de glicerina, segundo as grandes regiGes produtoras. Nota-se que a Regido

Centro-Oeste € a maior produtora de glicerina bruta desde 2008.

Figura 3.4: Glicerina gerada na producao de biodiesel (B100), segundo grandes regides
— 2005 a 2014.
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Fonte: ANP, 2014.
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3.3 Fermentacédo do Glicerol: Rotas Metabolicas

Um certo nimero de microrganismos € capaz de crescer anaerobicamente em
glicerol como Unica fonte de carbono e energia, como por exemplo: Citrobacter freundii
(HOMANN et al., 1990; DANIEL et al., 1995), Klebsiella pneumoniae (JOHNSON et
al., 1987; HOMANN et al., 1990; TONG et al., 1991; CAMERON et al., 1998; CHENG
et al., 2007), Clostridium pasteurianium (FORSBERG, 1987; MOON et al., 2011),
Clostridium butyricum (FORSBERG, 1987; ABBAD-ANDALOUSSI et al., 1998;
PAPANIKOLAOU et al.,, 2003; KIVISTO et al., 2011), Enterobacter agglomerans
(BARBIRATO et al., 1997), Enterobacter aerogenes (ITO et al., 2005) e Lactobacillus
reuteri (LUTHI-PENG et al., 2002).

As rotas metabolicas fermentativas de glicerol ja estdo bem estabelecidas e, de
acordo com Biebl et al. (1999), podem ocorrer por via redutora ou por via oxidativa.
Pela via redutora o glicerol sofre um processo de dehidratacéo, intermediado pela co-
enzima glicerol dehidratase, produzindo 3-hidroxipropionaldeido, que por sua vez é
reduzido a 1,3-propanodiol (1,3-PD), mediado pela enzima 1,3-propanediol
dehidrogenase. A rota oxidativa consiste em desidrogenar o glicerol, com auxilio da
enzima glicerol desidrogenase, formando o composto dihidroxiacetona que, apés sofrer
fosforilacdo por intermédio da enzima dihidroxiacetona quinase, pode ser convertido a
succinato, que é posteriormente convertido a propionato, ou a piruvato. As reacdes que
levam a formacdo de compostos a partir de piruvato variam de acordo com as condicfes
ambientais e com as enzimas que mediam a reacdo, ou seja, de organismo para
organismo, podendo originar compostos mais simples, tais como 2,3-butanodiol,
lactato, butirato, etanol, formato, acetato, hidrogénio e dioxido de carbono (SILVA et
al., 2009; ADHIKARI et al., 2009; PAPANIKOLAOQU et al., 2008; REHMAN et al.,
2008; YASDANI & GONZALEZ, 2007; DHARMADI et al., 2006; BIEBL, 2001;
BIEBL et al., 1999; QATIBI et al., 1991; MAGASANIK et al., 1953). O esquema das
rotas metabdlicas de fermentacdo do glicerol até compostos mais simples esta

apresentado na Figura 3.5.
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Figura 3.5: Rotas metabdlicas de fermentacdo do glicerol até compostos mais simples.
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Nas enterobactérias, o piruvato € clivado a Acetil-CoA e formato, numa reacdo
catalisada pela enzima piruvato-formiato liase. A partir do Acetil-CoA, acido acético é
formado via acetil-fosfato, produzindo ATP extra, bem como etanol, envolvendo duas
etapas NADH — oxidante tendo acetaldeido como intermediario. Formato é usualmente
clivado a hidrogénio e didxido de carbono com auxilio da enzima formiato liase.
Anélises da fermentacdo de produtos mostram que parte do glicerol € convertida nos
mesmos produtos da fermentacdo do aglcar. Essa conversdo proporciona a energia
necessaria para o crescimento, mas para muitos outros produtos, equivalentes redutores
séo lancados, sendo estes oxidados na conversao do glicerol pela via redutora, levando a
formagéo de 1,3-propanodiol (BIEBL et al., 1999).

Por outro lado, o piruvato também pode ser condensado a a-acetolactato para
gerar, finalmente, acetoina e 2,3-butanodiol. Acido lactico, um produto reduzido do
piruvato, e acido succinico, o qual é originado do fosfoenolpiruvato, também pode
aparecer dentre os produtos finais da fermentacdo por enterobactérias (BIEBL et al.,
1999).

Em C. butyricum e cepas relacionadas, praticamente dois outros produtos sdo
formados em adic&o ao 1,3-PD: &cidos acético e butirico. Acido butirico é formado ap6s
a condensacao de duas moléculas de acetil-CoA, na cadeia reacional que envolve duas
etapas NADH - oxidante e geracdo de ATP. Pequenas quantidades de etanol também
sdo encontradas. Por sua vez, C. pasteurianum forma butanol simultaneamente ao 1,3-
PD que, em algumas vezes, se torna o produto predominante (DABROCK et al. 1992;
BIEBL, et al. 1999).

O é&cido propiénico vem se destacando como um importante intermediario para
fibras de celulose, herbicidas e perfumes, além de ser um valioso inibidor de mofo na
preservacdo de alimentos. Ultimamente, esse composto tem sido investigado como
produto derivado da fermentacdo do glicerol por cepas de Propionibacterium. Dentre as
espécies frequentemente relatadas, incluem Propionibacterium acidipropionici (LIU et
al., 2011), Propionibcaterium freudenreichii (FENG et al., 2010), Propionibacterium
thoenii (BOYAVAL et al., 1994) e Propionibacterium jensenii (ZHUGE et al., 2014).

Propionato é produzido majoritariamente pela via metabdlica do é&cido
dicarboxilico, no entanto, muitas espécies produzem propionato pela via metabdlica do

acido acrilico. A rota seguida depende da espécie bacteriana. De qualquer maneira,
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propionato é dificilmente o Unico produto a ser formado, sua sintese é geralmente
acompanhada pela formacao de acetato e dioxido de carbono, que ocorre em proporgdes
estequiométricas (CORAL et al., 2008).

Na via metabdlica do acido dicarboxilico, o substrato € inicialmente oxidado a
piruvato com geragdo de NADH. De acordo com Wang e Yang (2013), fontes de
carbono com baixos estados de oxidacdo, como o glicerol (Tabela 3.4), podem gerar
mais NADH para a mesma quantidade de piruvato produzida. A partir do piruvato, 2
mols de NADH séo oxidados com a formacgdo de 1 mol de acido propidnico, enquanto 1
mol de NADH é produzido com a sintese de 1 mol de &cido acético. O particionamento
do fluxo de carbono entre essas duas rotas proporciona grande flexibilidade as
propionibactérias, ao usar uma ampla variedade de substratos, com varios estados de
oxidacgéo, para manter o balango de NADH (WANG & YANG, 2013).

Tabela 3.4: Grau de reducéo de substratos e produtos.

Substrato/Produto Grau de reducio (yD)
Hidrogénio 2,00
Piruvato 3,33
Succinato 3,50
Glicose 4,00
Acetato 4,00
Biomassa 4,29
Glicerol 4,67
Propionato 4,67
Butirato 5,00
1,3-Propanodiol 5,33
Propanol 6,00
n-Butanol 6,00
Etanol 6,00

Fonte: adaptado de LIU et al., 2011

Desde que a glicolise ndo forneca NADH suficiente para a producdo de &cido

propidnico, acido acético € formado como um metabolito de compensacao, fornecendo
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um poder redutor extra para manter o balango redox. Consequentemente, para produzir
acido propionico a partir da glicose, que possui um menor grau de redugdo (yD = 4,00)
que o propionato (yD = 4,67), é necessaria a co-geracdo de um metabdlito mais oxidado,
como o acido acético (yD = 4,00). Em contrapartida, o glicerol, com 0 mesmo grau de
reducdo que o propionato (yD = 4,67), possui maior poder redutor que a glicose.
Portanto, a sua conversdo a piruvato produz NADH suficiente para a biossintese de
acido propidnico sem requerer a co-producdo de metabolitos que fornecam NADH
adicionais (LIU et al., 2011).

Quando o processo anaerdbio visa a geracdo de energia, devem estar presentes
microrganismos formadores de formiato, acetato, hidrogénio e didxido de carbono (na
forma de ion bicarbonato), uma vez que estes sdo 0s Unicos compostos que podem ser

convertidos diretamente a metano (CHa).

Contudo, nem todas as reacfes de acetogénese ocorrem espontaneamente sob
condi¢des ambientais padrdes (pH neutro, 25°C e 1 atm), como é o caso do propionato,
butirato e etanol, sendo necessario que haja um mecanismo de remogdo de H, do meio,
e assim ocorra o deslocamento da reacdo no sentido de formar acetato, hidrogénio e
diéxido de carbono (na forma de ion bicarbonato). O principal mecanismo de remogéo
do H, do meio é o seu consumo pelas archaeas metanogénicas hidrogenotréficas.
Quando este consumo é suficiente para manter uma pressdo de H, no meio entre 10* e
10 atm, a degradacéo de propionato, butirato ou etanol se torna exergdnica, liberando
energia para as bactérias acetogénicas, tornando essas reacdes termodinamicamente
favoraveis (LETTINGA et al., 1999). Posteriormente, 0s subprodutos da acetogénese

sdo assimilados por archaeas metanogénicas acetoclasticas e convertidos a CH,4 e CO..

As vias metabdlicas anteriormente mencionadas podem ser inibidas caso algum
fator externo interfira no processo de degradacdo. Além de fatores ambientais e
operacionais (como pH, temperatura e alcalinidade), outro fator de importancia é o
acumulo de intermediarios e a presenca de compostos considerados toxicos encontrados
neste residuo, como por exemplo, acidos graxos de cadeia longa - AGCL (HAZIMAH
etal., 2003; YONG et al., 2001), sais inorganicos de cloretos (CARMONA et al., 2009),
sulfatos (MA et al., 2008) e sulfetos (HULSHOFF POL et al., 1998), formados a partir
de compostos sulfurosos, causando inibi¢do da atividade bacteriana, em especial as do

dominio archaeas metanogénicas.
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3.4 Producéo e Rendimento de Alcoois, Acidos Organicos e H, a partir de glicerol

O glicerol se destaca como uma versatil fonte de carbono e energia com
inimeras aplicagdes na fermentacdo industrial. Produtos de valor agregado, como
proteinas recombinantes e enzimas, drogas medicinais, antibioticos e produtos quimicos
finos, podem ser obtidos a partir desse composto (DA SILVA et al., 2009). No entanto,
apesar da sua versatilidade, o rendimento dos subprodutos provenientes da fermentagéo
do glicerol é extensivamente afetado pelos microrganismos utilizados e pelas condicdes
do processo, como tipo de fermentacdo, disponibilidade do substrato e presenca de
inibidores (BIEBL et al., 1999).

Diversos estudos mostraram que o glicerol se apresenta como uma boa fonte de
carbono para a producdo de acido propidnico por propionibactérias, com alto
rendimento do produto e baixa formacdo de acido acético, quando comparado com a
glicose (BARBIRATO et al., 1997; CORAL et al., 2008; HIMMI et al., 2000; ZHU et
al., 2010).

Teoricamente, propionibactérias sdo capazes de converter cada mol de glicose
em 4/3 mol de &cido propibnico e 2/3 mol de acido acético pela Via Glicolitica
Anaerébia (Embden-Meyerhof-Parnas - EMP), e 5/3 mol de &cido propiénico, com
auséncia de acido aceético, via Rota Pentose Fosfato (Hexose Monophosphate — HMP),

como mostra as equacoes (1) e (2) a seguir (PLAYNE, 1985):

EMP: 1,5C¢H1,0¢ » 2C3HsO, + CH3COOH + CO; + H,O (1)
(Glicose) (Acido Propibnico)
HMP: 3 C¢H1,06 + NAD® —— 5 C3HgO, + 3CO, + NADH (2)

Dessa forma, o rendimento maximo tedrico de acido propidnico a partir da
glicose varia entre 0,55 e 0,699/g, dependendo da rota de oxidagéo favorecida, EMP ou
HMP (WANG, JIN & YANG, 2014). Em contraste, 1 mol de glicerol produz 1 mol de
acido propidnico, e nenhum &cido acético, pela rota EMP, apresentando um rendimento
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tedrico de 0,80g HPr/g glicerol (WANG & YANG, 2013). A equacdo (3) representa a
reacdo de formac&o do &cido propidnico a partir do glicerol (WANG & YANG, 2013):

C3Hg03 » C3HzO, + H,O (3)
(Glicerol) (Acido Propidnico)

Entretanto, de acordo com Wang e Yang (2013), o rendimento real de &cido
propiénico pode ser menor devido a fracdo de substrato utilizada para a biomassa
celular ou maior se a rota HMP for utilizada na glicolise, sendo esta afetada pelas

condigdes de crescimento.

Barbirato et al. (1997) avaliaram trés diferentes substratos na fermentacdo do
glicerol & HPr por meio de P. acidipropionici. Os substratos avaliados foram glicerol,
glicose e lactato, em concentracdo equivalente a 20g/L. Verificou-se que a concentragdo
e produtividade méxima de HPr, 13,6 g/L e 0,18 g/L/h respectivamente, ocorreu ao
utilizar glicerol como substrato. Além disso, a razdo molar P/A (HPr/HAc) obtida para
0s trés substratos testados — 37 com glicerol, 4 com glicose e 2,5 com &cido latico —
indicam que o processo posterior de purificacdo do produto sera facilitado, em funcéo
da baixa concentracdo de 4&cido acético. Outro teste foi realizado aumentando,
gradativamente, a concentracdo de glicerol de 20 g/L a 80 g/L. A concentracdo maxima
de HPr, 42,0 g/L, foi obtida ao utilizar 80,0 g/L de glicerol. No entanto, para esta
concentracdo de glicerol obteve-se o menor rendimento de HPr (0,766 mol/mol
glicerol), devido a inibigdo da bactéria pelo HPr e 0 aumento na concentracéo de acido

succinico e propanol.

Coral et al (2008) estudaram a producdo de acido propiénico, por meio de
Propionibacterium acidipropionici, por trés diferentes substratos organicos: Melaco,
Glicerol e Lactato. Os experimentos foram conduzidos em batelada, pH inicial entre 6,8
e 7,0 e duas temperaturas testadas, 30°C e 36°C. Os autores constataram que, apesar da
pouca diferenca, a melhor temperatura para producéao de &cido propiénico foi 30°C, para
todos os substratos utilizados. Além disso, a concentracdo (15,06 g/L) e produtividade
méaxima de HPr (0,113 g/L/h) foi obtida utilizando-se lactato como fonte de carbono.
Por outro lado, ao utilizar glicerol, ndo houve producdo de &cido acético, o que
maximizou o rendimento de acido propiénico (0,724 g HPr/g glicerol), com uma razao
estimada experimentalmente de Propionato/Acetato (P/A) igual a 100:1.
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Com a valorizagédo da producdo industrial de 1,3-propanodiol, microrganismos
da familia gram-negativa Enterobacteriaceae, que inclui espécies de Escherichia,
Klebsiella e Citrobacter, e da familia gram-positiva Clostridiaceae, com destaque para
C. butyricum e C. pasteurianum, tém sido intensivamente estudados e suas rotas
metabdlicas elucidadas (YAZDANI & GONZALEZ, 2007).

De acordo com a Figura 3.5, as reacOGes que levam a formacdo de diferentes
metabolitos na fermentacdo do glicerol, por meio de K. pneumoniae, podem ser escritas
como as seguintes (ZENG et al., 1995):

CsHsO3 > CH3;COOH + 2NADH, + 2ATP + HCOOH - H,0  (4)

(Glicerol) (Acido acético) (Acido formico)

C3HgO3 » C,HsO + ATP + HCOOH + H,0 (5)
(Etanol)

C3HgO3 » 15 C4H 105 + 3/2 NADH, + ATP + CO, + % H,0 (6)

(2,3-Butanodiol)

C3Hg03 » (C3HgO3 + ATP + NADH, + H,O (7)
(Acido lactico)

C3HgO3 » C4HgO4+ ATP - CO;, + H,0O (8)

(Acido succinico)

C3Hg03 » (C3HgO, + H,O — NADH, (9)
(1,3-Propanodiol)

No entanto, utilizando C. butyricum, éacido acético e acido butirico sdo os
principais produtos derivados do piruvato na fermentacdo do glicerol. A reagdo de

formacéo do acido butirico é descrita a seguir (ZENG, 1996):

2C3HgO3 > C4HgO;, + 2NADH,; + 3ATP + 2C0O; + 2H, (20)
(Acido butirico)
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Ao fermentar o glicerol, C. pasteurianum é capaz de formar uma grande
variedade de produtos incluindo butanol, etanol, 1,3-propanodiol, &cidos butirico,
acetico e lactico. Diante das inimeras condicOes testadas e investigadas por alguns
autores (DABROCK, et al. 1992; BIEBL, 2001; MOON, et al. 2011), butanol é o
produto majoritario, muitas vezes acompanhado por etanol. A reacdo de fermentacdo do
glicerol a butanol e etanol mostra um balanco redox neutro, o qual ndo requer a
formacdo de subprodutos (BIEBL, 2001). A Equacdo (5) supracitada representa a
reacdo do etanol. A reacdo do butanol é demonstrada pela Equacdo (11) a seguir
(BIEBL, 2001):

2C3Hg03 » C4HsO + H,O + 2CO, + 2H,» (11)
(Butanol)

De acordo com a Tabela 3.4, observa-se que, assumindo que a composi¢cdo da
massa celular média corresponde a C4H;O,N (HERBERT et al., 1971), o substrato
glicerol é mais reduzido que o material celular. Assim, o crescimento da biomassa
também produz equivalentes redutores, que podem ser usados para a producdo de 1,3-
propanodiol (1,3-PD). O rendimento teérico de ATP e de 1,3-PD, juntamente com
outros subprodutos individuais, esta compilado na Tabela 3.5 abaixo.

Tabela 3.5: Rendimentos teéricos de 1,3-PD e biomassa (ATP) para diferentes

subprodutos do metabolismo do glicerol.

Rendimento (mol/100 mol glicerol)

Produtos Formacao de 1 mol Hz/mol CO, Né&o formacéo de H,
1,3-PD ATP 1,3-PD ATP
Acido Acético 64 57 72 44
2,3-Butanodiol 59 36 59 36
Acido Butirico 50 64 65 44
Acido Léctico 50 44 60 44
Etanol 11 79 50 44
Butanol 11 79 50 44
Acido Succinico 11 79 11 11

Fonte: BIEBL et al., 1999.
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De acordo com Biebl et al. (1999), durante a fermentagéo do glicerol, as culturas
que apresentam maior rendimento de 1,3-propanodiol sdo as que produzem, além de
CO; e Hy, somente &cido acético como subproduto, fornecendo 64% de 1,3-PD do
glicerol consumido. Em contrapartida, se duas moléculas de NADH, liberadas durante a
formacdo de uma molécula de piruvato, sdo completamente reutilizadas para posterior
processamento do préprio piruvato, ou seja, formacéo de butanol e etanol, o rendimento
de 1,3-PD é menor (11%), pois o rendimento da biomassa é maior. Ainda assim, 0

rendimento de 1,3-PD pode ser melhorado reduzindo-se a evolucéo de H..

De maneira semelhante as outras fermentagGes, a formacdo dos produtos na
fermentacdo a 1,3-propanodiol depende, majoritariamente, da disponibilidade da fonte
de carbono e energia e do pH. Quando a concentracdo de glicerol é o fator limitante, a
formacdo da biomassa celular é otimizada e grandes quantidades de etanol séo
produzidos, mas a medida que glicerol aparece no meio, por causa do aumento da
inibicdo pelos subprodutos, a formacdo de etanol cessa e o rendimento de 1,3-PD se

aproxima do seu valor maximo (BIEBL et al.; 1999).

Abbad-Andalousssi et al. (1998) estudaram o fluxo metab6lico na fermentagdo
de misturas de glicose/glicerol por meio de Clostridium butyricum DSM 5431. Para
tanto, os autores conduziram fermentacGes em bateladas com a mistura glicose/glicerol
(218 mM / 222 mM) e com os substratos puros. Observou-se que quando Cl. Butyricum
foi 0 indculo no meio contendo ambos os substratos, a conversdo de glicerol a 1,3-PD
aumentou de 0,57 (glicerol puro) para 0,93 mol 1,3-PD/mol glicerol consumido.
Mediante as andlises enzimaticas, os autores concluiram que em misturas de
glicose/glicerol, o catabolismo da glicose é utilizado pelas células para geracdo de
energia através da producdo de acetato-butirato e NADH, enquanto o glicerol é
utilizado, sobretudo, no aproveitamento da forca redutora, uma vez que 93% do fluxo de

glicerol foi convertido para a via metabolica produtora de 1,3-PD.

Boenigk et al. (1993) avaliaram a conversdo de glicerina pura em 1,3-
propanodiol, por meio de Citrobacter freundii DSM 30040, em um quimiostato de dois
estagios. A concentracdo de glicerol aplicada foi de 300 mM. O primeiro estagio foi
operado sob as condicdes: pH 7,2, D=0,1h", 31°C e, 0 segundo estagio apresentou pH
6,6, D=0,05h™ e 28°C. Sob essas condicdes, alcancou-se uma concentracéo final de 545
mM de 1,3-PD, com produtividade global de 1,38 g.L™".h™%. Os autores observaram que
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a produtividade do C. freundii aumenta com a taxa de diluicdo (D), obtendo um méaximo
de 3,7 g.L.”".h", em D=0,30h™. Nessa condicdo, o rendimento de 1,3-PD obtido foi de

0,54 mol / mol glicerol.

Gonzélez-Pajuelo et al. (2005) avaliaram os efeitos da taxa de dilui¢do (D) e da
concentracdo alimentada de substrato na fermentacdo continua de glicerina pura a 1,3-
PD, por meio de Clostridium butyricum VPI 3266, em um CSTR. Os autores também
observaram que um aumento na taxa de diluicdo gera um aumento na produtividade
volumétrica de 1,3-propanodiol. O maior valor reportado de produtividade (10,3 g.L™.h"
1) foi atingido em D=0,30 h™ e 60 g.L™ de glicerol, obtendo o rendimento de 1,3-PD

igual a 0,65 mol/mol glicerol consumido.

Zhang et al. (2007) avaliaram a producdo de 1,30-PDO utilizando Klebsiella
pneumoniae. As condi¢Bes Otimas determinadas para pH e temperatura foram 8,0 e
40°C, respectivamente. Como fontes de nitrogénio e carbono, as concentracdes otimas
obtidas foram, respectivamente, 6,0 g/L de (NH4).SO, e 20,0 g/L de glicerol.
FermentacGes em batelada, nas condi¢cGes acima, resultaram em concentracao,
rendimento e produtividade de 1,3-PD equivalentes a 12,2 g/L, 1,53 g/L/h e 0,75
mol/mol glicerol, respectivamente. Para as fermentaces em batelada-alimentada, a
concentracdo de 1,3-PD apresentou um maximo de 38,1 g/L, enquanto a produtividade e

rendimento decresceram (0,79 g/L/h e 0,70 mol/mol).

Liu et al. (2013) examinaram os efeitos do tempo de retencdo de hidrogénio
(HyRTSs), os intervalos de coleta de gas (GCIs) e o ponto inicial de coleta de gas
(IGCTs), na producdo de 1,3-propanodiol e hidrogénio em reatores em batelada. Os
autores observaram que, no maior HyRT, GCI e IGCT houve a menor producdo de
hidrogénio e maior producdo de 1,3-PD. A concentracdo de glicerol de 7 g/L gerou o
méaximo rendimento de 1,3-PD (0,65 mol / mol glicerol) em GCI/IGCT de 20h/65h e, 0
maximo rendimento de hidrogénio (0,75 mol / mol glicerol) em GCI/IGCT de 2,5h/20h.

Dharmadi et al. (2006) reportaram a fermentacdo do glicerol pela E. coli, onde a
dependéncia do pH e a disponibilidade de CO, foram analisados. Os autores
demonstraram que alto pH resulta em baixa geracdo de CO, (menor atividade da enzima
formato-hidrogénio-liase) e disponibilidade (mais CO, foi convertido em bicarbonato),
e consequentemente fermentacdo muito ineficiente do glicerol. Ito et al. (2005)

mostraram que o glicerol, em concentracdo de 10 g/L, é quase completamente
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consumido no prazo de 84h e os produtos majoritarios sdo etanol e acido succinico com
rendimento molar de 86% e 7%, respectivamente. De acordo com esses autores, E. coli
é considerado um bom biocatalisador para a conversdo de glicerol em etanol e

hidrogénio.

Da mesma forma, Enterobacter aerogenes pode ser utilizado para a produgéo de
etanol com alto rendimento, a partir de residuos de biodiesel contendo glicerol. Ito et al.
(2005) analisaram a fermentacdo de um meio sintético contendo residuos de biodiesel e
observaram que o glicerol foi consumido em 24h produzindo 0,89 mol de H, e 1,0 mol
de etanol por mol de glicerol. Jitrwung & Yargeau (2011), por sua vez, observaram um
rendimento de 0,95 mol H; e 0,79 mol EtOH, por mol de glicerol, ao utilizarem glicerol
bruto (21,0 g/L) e otimizarem importantes parametros, como componentes do meio de

cultura e oxigénio presente no sistema.

3.5 Fatores que influenciam a producao de metabdlitos a partir de Glicerol

Parametros de grande impacto na producdo de metabdlitos constatados na
literatura sdo: temperatura, pH, concentracdo de substrato e nutrientes. Dentro de uma
faixa inapropriada, uma variagdo de tais parametros pode afetar o crescimento e a
atividade dos microrganismos (SURATAGO & NOOTONG, 2012).

3.5.1 Concentracéo de Glicerol

Uma alternativa bastante viavel e promissora para utilizacdo do glicerol bruto é
0 reaproveitamento direto deste residuo, sem tratamento prévio, como fonte de carbono
em processos fermentativos. Ao contrario da maioria dos compostos celuldsicos,
materiais residuais dificilmente necessitam de pré-tratamento, o que viabiliza o seu uso.
Substratos como soro de leite e melaco, tornam-se menos abundantes devido as amplas
aplicacbes em processos fermentativos industriais. Outros substratos como residuos
alimenticios em geral, necessitam de pré-tratamento (moagem) como etapa prévia ao
processo fermentativo, por possuirem materiais solidos em sua composi¢do. Dessa
forma, o glicerol tem se destacado como substrato promissor na producdo biologica de
hidrogénio e outros produtos de valor agregado.
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Um pardmetro determinante na producdo dos metabdlitos explicitados é a
concentragdo de glicerol. Altas concentragdes de glicerol geram uma diminui¢do na
producdo de hidrogénio e etanol (HU et al., 2010) enquanto promovem uma maior
produtividade de 1,3-PD (MOON et al., 2011).

Para a espécie Klebsiella pneumoniae, diversos trabalhos foram reportados sob o
foco da producdo de 1,3-PD. Oh et al. (2008) encontraram uma producdo Otima de
13,88 g¢/L de 1,3-PD (0,48 mol / mol Glicerol) utilizando 35,2 g/L de glicerol bruto em
10,8h. Hong et al. (2013), por sua vez, encontraram 52,59 g/L de 1,3-PD (0,63 mol /
mol de Glicerol) utilizando 108,5 g/L de glicerol em 26h de operagéo.

Visando a producdo combinada de hidrogénio e etanol, Varrone et al. (2012)
encontraram 0,96 mol H, / mol glicerol e 1 mol EtOH / mol glicerol (7,9 g/L) utilizando
15,0 g/L de glicerol bruto, por meio de cultura microbiana mista. Chookaew et al.
(2014), por sua vez, encontraram 0,26 mol H, / mol glicerol e 0,58 mol EtOH / mol

glicerol, utilizando 11,14 g/L de glicerol bruto, por meio de Klebsiella sp. TR17.

Ito et al. (2005) realizaram ensaios em batelada, utilizando glicerol bruto e
glicerol puro como fontes de carbono, por meio da cultura pura Enterobacter aerogenes
HU-10. Os autores observaram que ao aumentar a concentracao de glicerol bruto de 1,7
g/L para 25 g/L, o rendimento de H, e EtOH decrescia de 1,12 para 0,71 mol Hy/mol
glicerol e 0,96 para 0,56 mol EtOH/mol glicerol, respectivamente. O mesmo fenémeno
aconteceu nos experimentos com glicerol puro: os rendimentos de H, e EtOH
diminuiram de 1,05 para 0,82 mol Hy/mol glicerol e de 1,00 para 0,80 mol EtOH/mol
glicerol, ao aumentar a concentracdo do substrato de 5,0 para 25,0 g/L, respectivamente.

No entanto, ao observarem o rendimento de 1,3-propanodiol, os autores
constataram que o aumento da concentracdo de glicerol favorecia a producdo desse
produto. No ensaio utilizando glicerol puro como fonte de carbono, a0 aumentarem a
concentracdo de glicerol de 5,0 g/L para 25,0 g/L, o rendimento de 1,3-PD passou de
0,06 para 0,14 mol 1,3-PD/mol glicerol.
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3.5.2 Composicao do Meio Nutriente

Um importante fator associado a producdo de determinado produto é o meio de
cultura, que pode ser adicionado ao indculo em experimentos de degradacéo. O meio de
cultura é constituido de varios minerais e ndo contém qualquer quantidade significativa
de carbono organico. Um meio sintético pode ser adicionado como fonte de
micronutrientes, vitaminas e metais tracos, fatores necessarios para o crescimento dos
microrganismos. Os meios sintéticos sdo utilizados nos casos em que a falta de
componentes importantes para o crescimento limitam o desenvolvimento microbiano
(ANGELIDAKI et al.,, 2004). A Tabela 3.6 descreve esses componentes e suas

respectivas fungdes na célula microbiana.

A Tabela 3.7 sintetiza as principais diferencas na composi¢ao do meio de cultura
visando a producdo de determinado metabolito. Vale se atentar para o fato de que a
maioria dos trabalhos utilizam culturas puras na fermentacao do glicerol. Esse fato, de
certa forma, facilita a otimizacdo do processo, uma vez que o0 planejamento
experimental serd desenvolvido com base nas caracteristicas de uma Unica espécie e ndo

de um consércio microbiano.

A influéncia de fontes de nitrogénio, tanto organicas quanto inorgéanicas, como
possiveis varidveis na producdo fermentativa desses metabdlitos, tem sido
constantemente estudada. Como mostrado na Tabela 3.8, a grande maioria dos trabalhos
utilizam extrato de levedura como fonte de nitrogénio complexa. No entanto,
substancias como triptona (ITO, 2005; ADNAN, 2014), uréia (SITTIJUNDA &
REUNGSANG, 2012; YUE, 2012), peptona (PFLUGL, 2012; HONG, 2013) e cisteina
(BOENIGK, 1993; KIVISTO, 2011), também sdo muito utilizadas.

Ito et al. (2005) demonstraram que a produc¢éo de hidrogénio e etanol aumenta
significativamente com a adigdo de extrato de levedura e triptona. Os autores
encontraram 1,12 mol H;, / mol glicerol, 0,96 mol EtOH / mol glicerol e 0,2 mol 1,3-PD
/ mol glicerol, utilizando 1,7 g/L de glicerol bruto, 0,5 g/L de extrato de levedura e 0,5
g/L de triptona, com Enterobacter aerogenes. Sittijunda et al. (2012) reportaram 0 uso
de 0,16 g/L de uréia, como fonte de nitrogénio complexa, na producéo de 0,30 mol H, /
mol glicerol bruto, 3,46 g/L de 1,3-PD e 3,01 g/L de EtOH, por meio de culturas

termofilicas mistas.
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Tabela 3.6: Componentes necessarios em um meio de cultura sintético.

Substancias quimicas
Composto Funcéo celular gue suplementam o meio
sintetico

Segundo composto mais abundante
Nitrogénio (N)  apds o carbono. Elemento majoritario
nos acidos nucléicos e aminoacidos.

NH.CI, (NH2),SO04, Ny,
KNO;

Necessario em acidos nucléicos e

Fosforo (P) fosfolipidios.

KH2PO4, Nao,H PO4

Necessario nos aminoacidos cisteina
e metionina, em vitaminas, como NaSQ,4, KH,SO4, Na;S0s,
tiamina, biotina e acido lipdico, Na,S, cisteina.
coenzima A.

Enxofre (S)

Utilizado por muitas enzimas

Potéassio (K) diferentes. KCI, KH,PO,
, . Estabiliza ribossomos, membranas
Magnésio (Mg) celulares e acidos nucléicos. MgClz, MgSO,
Sodio (Na) Necessario a muitas enzimas. NaCl

Ajuda a estabilizar a parede celular
Célcio (Ca) bacteriana e € importante na CaCl,
estabilizacdo de enddsporos.

FeCl3, FeSO,, agentes
Ferro (Fe) Presente nos citocromos. quelantes de Ferro
complexados com EDTA.

. . S&o usualmente necessarios em Cr, Co, Cu, Mn, Mo, Ni,
Micronutrientes . e
enzimas especificas. Se, V, Zn.

Vitaminas, aminoacidos

Fatores de . . .. .
. Requeridos em pequenas quantidades. (essenciais), purinas,
crescimento L

pirimidinas.

Fonte: Angelidaki et al. (2004).

Servindo com um tampé&o no sistema fermentativo, as fontes de fosfato impedem
que o pH diminua drasticamente devido a acumulagdo de &cidos organicos volateis

durante a fermentacdo do hidrogénio (LIN et al., 2004). Além disso, essas substancias
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atuam como provedoras de fésforo, que é essencial na sintese de DNA, RNA e ATP nas
células microbianas (WANG et al., 2009). Jitrwung & Yargeau (2011) encontraram
0,78 mol EtOH / mol glicerol e 0,67 mol H, / mol glicerol, ao utilizar 15 g/L de glicerol
bruto e 8,0 g/L de Na,HPO,, utilizando Enterobacter aerogenes. Da mesma forma,
Kadr et al. (2012) obtiveram 0,65 mol 1,3-PD / mol glicerol, ao utilizar 3,21 g/L de
K2HPO, e 2,75 g/L de KH,PO,4, com Clostridium diolis.

Estudo realizado por Mangayil et al. (2015), utilizando glicerol bruto na
producdo Otima de hidrogénio com cultura mista, mostra que componentes como
MgCl,.6H,0 e KCI exercem um efeito negativo na producédo de hidrogénio e seleciona
NH,4CI, K;HPO,4 e KH,PO, como variaveis significativas. O delineamento experimental
sugeriu 0 meio 6timo composto por NH4Cl, 4,40¢/L; K,HPO4, 1,6g/L; KH,PO4,
2,27g/L; MgCl,.6H,0, 1,0¢/L; KCI 1,0g/L; Na-acetato.3H,0, 1,0g/L e triptona, 2,0g/L.
O rendimento de Hidrogénio previsto foi de 1,41 mol Hy/mol glicerol. O experimento
de validacdo confirmou a precisdo do método resultando em uma variancia de 0,58%

(1,42 £ 0,15 mol Hy/mol glicerol) em relacdo ao valor previsto.

A Vitamina B12, isto é, cobalamina ou cianocobalamina, é um produto
industrial biologicamente ndo-ativo. Organismos bioldgicos processam a vitamina B12
nas suas formas ativas: 5’-deoxiadenosilcobalamina (coenzima B12) e metilcobalamina
(MARTENS et al., 2002). A vitamina B12 € vital para muitas bactérias porque realiza
uma serie de funcbes importantes no organismo, incluindo transferéncia intra e

intermolecular de hidrogénio e grupos metila (MARTENS et al., 2002).

A vitamina B12 esta envolvida em diversas fungdes celulares, uma vez que as
enzimas responsaveis por essas reaces sdo dependentes da vitamina. No ambito da
fermentacdo do glicerol, a vitamina B12 corrobora para as seguintes reacdes:
degradacéo do glicerol a 3-hidroxipropionaldeido na primeira etapa da producéo de 1,3-
PD, com auxilio da enzima glicerol desidratase; degradacdo do 1,2-propanodiol a
propionaldeido ou 1,2-etanodiol a acetaldeido, através da enzima diol desidratase
(FORAGE & FOSTER, 1982); degradacdo de etanolamina, por meio da enzima
etanolamina amonia liase; biossintese de metionina e reciclagem de &cidos félicos,
através da enzima metionina sintetase; e producdo de propionato, com auxilio da
enzima metilmalonil-CoA mutase (ROTH, LAWRENCE & BOBIK, 1996).
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3.5.3. pH e Temperatura

Os mais importantes parametros fisicos que afetam a producéo de hidrogénio e
etanol sdo o pH inicial e a temperatura. Dentro do intervalo apropriado, um aumento no
pH inicial e na temperatura pode aumentar o crescimento e a atividade dos
microrganismos, bem como a atividade da hidrogenase e da alcool desidrogenase, que
sdo as enzimas responsaveis pela producédo de hidrogénio e etanol, respectivamente (O-
THONG, 2008; WANG, 2009).

Reugsang et al. (2013) otimizaram da producdo simultanea de Hidrogénio e
Etanol, utilizando glicerol bruto e Enterobacter aerogenes KKU-S1, através de
Metodologia de Superficie de Resposta. Dentre as varidveis estudadas — pH inicial,
temperatura, concentracdo de vitamina, concentracdo de Extrato de Levedura e
concentracdo de glicerol — constatou-se que o pH, temperatura e as concentracfes de
glicerol e extrato de levedura, exerceriam um efeito significativo na producao de etanol
e na produtividade de hidrogénio. Os autores obtiveram a maxima produtividade de H,
(0,34 mmol H/L.h) ao utilizarem pH 7,29 e 30°C e, a maxima producdo de etanol
(119,18 mmol/L) em pH 8,62 e 35° Para a maximizacdo de ambos os produtos (0,24
mmol Hy/L.h e 120 mmol/L EtOH), as condi¢bes 6timas encontradas resultaram em pH
8,14 e 37°C.

Da mesma forma, a producdo de 1,3-propanodiol em processos fermentativos -
assim como a de outros metabolitos provenientes do glicerol - é bastante influenciada
pelos pardmetros pH inicial e temperatura. Diversos trabalhos na literatura destacam a
producdo desse metabolito em pH variando de 6,5 a 7,5 e temperatura entre 30° e 37°C
(HOMANN, 1990; BOENIGK, 1993; CHENG, 2007; ZHENG, 2008; MOON, 2011;
HONG, 2013).

Através da Metodologia de Superficie de Resposta, Oh et al. (2008) avaliaram as
melhores condi¢cdes para otimizacdo da producdo de 1,3-PD, por meio de Klebsiella
pneumoniae, utilizando glicerol bruto como substrato. O rendimento maximo de 1,3-PD
(13,88 g/L) foi encontrado nas condi¢bes Otimas de pH e temperatura equivalentes a
7,37 e 36,88°C, respectivamente.
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Concentracéo (g/L)
Referéncias G(“C/f_r)‘)' Fosfatos Sulfatos Cloretos Compostos Organicos
g
K;HPO, KH,PO, Na,HPO, (NH,;),SO, FeSO, MgSO, MnSO, NH,CI NiCl, ZnCl, CaCl, NaCl CuCl, CoCl, GLU YE AMINgBCIéEI_ZOICO B7 B12
BOENIGK et 0,011
al (1993) 9.21 14,0 6.0 30 100 02 001 0,05 ot | 100 10
ABBAD-
ANDALOUSSI 20,0 10 05 20 0005 02 00002 0'0200 014 0015 0’0200 04
et al (1998)
ITOetal
(2005) 17 70 55 1,0 025 05 0,02 0,021 0,001 05
GONZALEZ- 0,0000
PAJUELOet 600 05 05 00028 02 15 0,01 0,008 o
al (2005)
OH etal 352 34 13 80 0005 02 01 0025 007 0002 002 02 10
(2008)
YAZDANIet 9454 13 0,19 2,0 0005 02 01 0025 007 002 002 02 0,05 0,02
al (2008)
SELEMBO et
al (200) 30 4,58 031
KIVISTO et 50 03 03 20 0005 02 02 10 0025 007 0015 0,02 02 03 64p
al (2011)
JITRWUNG 0,0062
etal (201) 150 40 8,0 s 0.2 0,01
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Tabela 3.7: Composicdo dos meios de cultura para producéo de metabolitos a partir de glicerol reportados na literatura (continuacéo).

Concentracao (g/L)

] Fosfatos Sulfatos Cloretos Compostos Organicos
. Glicerol
Referéncias (g/L)
K;HPO, KH,PO, Na,HPO4 (NH,);SO4 FeSO, MgSO, MnSO, NH,CI NiCl, ZnCl, CaCl, NaCl CuCl, CoCl, GLU YE AMINgé:ErF\’I-ZOICO B7 B12
SATTAYAS 000 .
AMITSATHI 200,0 3.4 13 2,0 0,005 0,2 0,1 0025 007 7, 0,02 0,2 &
Tetal (2011)
SITTIJUND
Aetal 250 0,125 397 00025 01 0,015 ooos 00012
(2012)
VARRONE
etal (2012) 150 34 13 20 0005 02 002
PFLUGL et 0,00
al (2012) 500,0 20 02 005 978 50 ;
OH et al 1 4 1 5 ) 1 ) ; ) , , , .
(2013) 0.0-600 3, 3 0 0005 0, 0, 0025 007 00 00 0, 00 10
LIU etal
(2013) 70 1.0 01 0015 001 001
HONG et al 0,01
(2013) 180,5 0,5 0,25 4,38 0,005 0,4 2,0 1,0 s 05 10
REUGSANG 0,00
et al (2013) 31,23 200,0 0,05 1000 0092 005 50 100 0,038 0,05 1,0 0,005 0002 o
CHOOKAE 000
Wetal 20,0 34 13 0,005 0,2 0,1 0,001 P 0,08 2,0
(2014)

* Outros poucos compostos ndo listados aqui foram utilizados em alguns estudos.
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3.6 Biorreatores utilizados na Fermentacéo do Glicerol

A formacdo de produtos a partir de processos fermentativos sofre elevada
influéncia das condicGes fluidodindmicas estabelecidas pelo tipo de reator adotado no
processo. Tais condi¢cdes podem implicar em variagOes de transferéncia de massa e de
calor que estdo diretamente relacionadas ao desenvolvimento dos microrganismos
fermentativos (REIS, 2010).

Para a fermentagdo do glicerol, a grande maioria dos trabalhos relata o uso de
reatores descontinuos, em modo de operacdo em batelada, devido a facilidade de
operacdo e controle dos mesmos. Como exemplo, Ito et al. (2005) avaliaram o efeito da
concentracdo de glicerol na producdo de H,, EtOH e outros metabdlitos, utilizando
Enterobacter aerogenes HU-101. Os autores alcancaram um rendimento de H, superior
ao rendimento maximo tedrico, correspondente a 1,12 mol/mol glicerol, ao utilizarem
1,7 g/L do substrato. Os outros subprodutos da fermentacdo também apresentaram um
rendimento expressivo: 0,96 mol EtOH/mol glicerol, 0,2 mol acetato/mol glicerol, 0,2
mol 1,3-PD/mol glicerol e 0,14 mol formato/mol glicerol.

Embora a fermentacdo em batelada apareca como uma estratégia simples para a
fermentacdo do metabdlito desejado, esta sofre de problemas de limitacdo de substrato
ao final da fermentagéo, juntamente com a inibigcdo de produtos que sdo intrinsicamente
envolvidos no processo de producdo do metabdlito de interesse. Assim, esse processo
requer o uso de melhores estratégias de cultivo que proporcionam condi¢Ges néo-

limitativas e ndo-inibidoras, melhorando a produtividade global da fermentacéo.

A relacdo inversa entre a concentracdo inicial de substrato e alta taxa de
crescimento do microrganismo indica cultivo em batelada alimentada e pode ser
utilizado de modo a alcancar uma elevada concentracdo e/ou produtividade do

metabdlito de interesse e minimizar problemas como a inibicao do substrato.

Cheng et al. (2007) foram os pioneiros em reportar a producdo de 1,3-
Propanodiol, utilizando K. pneumoniae, em escala piloto. Os autores utilizaram um
fermentador de trés estagios e volume de 5000L para a producédo de 1,3-PD em batelada
alimentada. Os melhores resultados para esse sistema foram alcancados levando a uma
producdo de 58,8 g/L de 1,3-PD com um rendimento equivalente a 0,53 mol/mol
Glicerol e produtividade de 0,92 g/L/h.
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A abordagem usual para a eliminacdo da inibicdo do produto € a remocdo do
produto inibitorio do caldo de fermentacdo por qualquer Reator Tubular Ideal (Plug
Flow Reactor) ou Reator Continuo de Mistura Perfeita (CSTR). Culturas continuas
oferecem uma vantagem distinta de alta produtividade, mas, geralmente, concentracdes
ndo muito elevadas de produtos sdo obtidas, principalmente, devido as elevadas taxas de
alimentacéo e de retirada, o que torna o processamento posterior dificultado (KAUR et
al., 2012).

Sistemas com crescimento bacteriano disperso, ou seja, sem imobilizacdo de
células, tém sido constantemente estudados por diversos autores, 0s quais relatam a
aplicacdo de Reatores anaerdbios de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB), de leito

granular expandido (EGSB) e reator anaerdbio de agitacdo continua (CSTR).

Chookaew et al. (2014) avaliaram a producéo de hidrogénio a partir de glicerol
bruto utilizando Klebsiella sp. TR17 em um Reator Anaerdbio de Fluxo Ascendente e
Manta de Lodo (UASB). O reator foi operado em 40°C e pH entre 6,5 e 7,0. As
variaveis do processo foram os diferentes tempos de detencdo hidraulica (2 — 12h) e a
concentracgéo de glicerol (10, 20 e 30 g/L).

A diminuicdo do tempo de detencdo hidraulica acarretou num aumento da taxa
de producéo e rendimento de H,. A maxima taxa de producédo de 242,15 mmol H,/L/d e
rendimento de 44,27 mmol H,/g glicerol consumido, foram alcan¢ados no TDH de 4h e
concentracdo de glicerol de 30 e 20 g/L, respectivamente. O principal metabdlito obtido
foi o 1,3-propanodiol no TDH de 12h para todas as concentracdes de glicerol testadas
no experimento, e o valor maximo obtido foi de 9,0 g/L na concentracdo de 20,0 g/L de

glicerol.

Gallardo et al. (2014) produziram 1,3-Propanodiol a partir de glicerol residual
em trés reatores granulares de leito expandido (EGSB). O reator R1 foi inoculado com
lodo granular, 0 R2 com lodo granular tratado termicamente e 0 R3 foi preenchido com
lodo granular fragmentado. Os reatores foram operados a 37°C, pH ajustado a 6,8 e
concentracdo de glicerol de 25,0 g/L. Avaliou-se a aplicacdo de diferentes TDH,

iniciando em 24h e variando em 20, 12, 6 e 3h.

Como resultados, observou-se a conversdo de glicerol em 1,3-PD em todos o0s
reatores. Acetato e butirato foram constatados em baixas concentragdes (<1,0 g/L),
exceto no R2 no TDH de 12h (até 4,0 g/L) e no R1 no TDH de 6h (1,8 g/L). O
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rendimento maximo (0,59 mol/mol) e produtividade (82 g/L/d) foram atingidos no R1

no tempo de detengdo hidraulica de 12 e 3h, respectivamente.

Outra estratégia de operacdo considerada industrialmente importante é a
imobilizacdo de ceélulas. Ela oferece vérias vantagens, como reutilizagdo do
biocatalisador, facil processamento de produtos no efluente e operagdo continua com
alta densidade celular e altas taxas de reacao resultantes, levando a altas produtividades
(KAUR et al., 2012). Os Reatores Anaerdbios de Leito Fixo e Leito Fluidificado, sdo
considerados bons exemplos de sistemas com crescimento bacteriano aderido, e estdo
sendo bastante utilizados na fermentacdo do glicerol e de outras &guas residuérias

industriais.

Gonen et al. (2012) avaliaram o efeito de trés diferentes meios suportes, espuma
de poliuretano (PUF), esferas de vidro (GB) e pedra-pomes (PS), na imobilizacdo de
Klebsiella pneumoniae para a fermentacdo de glicerol bruto, em Reator Anaerébio de
Leito Fixo. Todos os biorreatores foram operados continuamente em diferentes TDH,
variando entre 0,5 e 16h. Visando reforcar a imobilizacdo da biomassa no meio suporte,
0 meio de cultura foi continuamente reciclado no reator durante uma semana, com uma

taxa de diluicdo de 0,05 h™ e temperatura fixa de 37°C.

A concentracdo maxima de 1,3-PD obtida (19,7 g/L) foi alcancada utilizando
espuma de poliuretano no TDH de 8h. Por outro lado, os reatores que utilizaram esferas
de vidro e pedra-pomes como meio suporte, obtiveram resultados semelhantes no TDH
50% menor. Observou-se ainda que a concentracao de 1,3-Propanodiol aumentou (19,7;
18,4 e 19,0 g/L para PUF, PS e GB respectivamente) a medida que o TDH aumentava

(4, 6 e 8h, respectivamente).

Estudos relacionados a aplicacdo de Reatores Anaerobios de Leito Fluidificado
(RALF) no tratamento de aguas residuarias sintéticas (AMORIM, 2009; BARROS &
SILVA, 2012), aguas residuarias complexas (SANTOS, 2014a; SANTOS, 2014b;
SANTOS, 2014c; ROSA, 2014a; ROSA, 2014b; ROSA, 2014c), incluindo o glicerol
(FERREIRA, 2014, NAZARETH, 2015) foram amplamente relatados pelo grupo de
pesquisa do Laboratério de Controle Ambiental 1l do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (LCAII/DEQ/UFSCar), os quais serdo

melhor pormenorizados no tépico subsequente.
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3.7 Processos Fermentativos em Reator Anaerdébio de Leito Fluidificado

O Reator Anaerébio de Leito Fluidificado (RALF) tem sido amplamente
utilizado para o tratamento de &guas residuarias e producdo de biogas, devido a
capacidade de favorecer a transferéncia de massa entre 0 meio e o biofilme. Além disso,
possuem elevadas eficiéncias de remocdo da matéria organica alcancadas com TDH
relativamente baixos (SHIDA, 2008).

Os RALF séo sistemas de tratamento que utilizam o principio da fluidizacéo
para promover adequada transferéncia de massa entre o liquido a ser tratado e 0s
microrganismos que atuardo na degradacdo da matéria organica. Consiste de um vaso
cilindrico contendo meio suporte inorganico de pequeno tamanho, como areia,
poliestireno, pneu triturado, cinasita, entre outros. Tais sistemas se caracterizam pela
capacidade em reter grandes quantidades de biomassa. Portanto, mesmo com a
aplicacdo de elevadas cargas hidraulicas no sistema, é possivel manter um elevado
tempo de retencdo de sdlidos. Dessa forma, o RALF é compacto, com volume bastante
inferior ao reator anaerébio de crescimento suspenso, mantendo-se, no entanto, com
elevado grau de estabilizacdo do lodo. Nesse tipo de reator, 0 meio é fluidificado pela
velocidade ascendente do liquido criada pelas taxas de escoamento de alimentacdo e
recirculacdo. A eficacia de separacdo do liquido, biogas e solido, é garantida pela
presenca de um separador no topo do reator (BARROS, 2009).

Estudos envolvendo a producdo de hidrogénio em reatores anaerébios de leito
fluidificado, utilizando agua residuaria sintética, foram reportados pelo grupo de
pesquisa do LCAII/DEQ/UFSCar em anos anteriores. Amorim et al. (2009) avaliaram o
efeito da adigédo de alcalinidade, da concentracdo da glicose e da taxa de carregamento
organico na producdo de H, e acidos organicos em RALF, utilizando argila expandida
como material suporte. Os reatores foram inoculados com lodo anaerébio pré-tratado
termicamente, com TDH decrescente de 8h a 1h. A temperatura foi mantida constante
em 30°C. A producdo maxima de hidrogénio foi de 2,49 mol Hy/ mol glicose no TDH

de 2 horas.

Barros e Silva (2012) avaliaram a influéncia de diferentes materiais suportes —
poliestireno (PS), pneu triturado e polietileno tereftalato (PET) — na producdo de

hidrogénio e etanol utilizando reatores anaerobios de leito fluidificado e glicose como
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substrato. Os reatores foram inoculados com lodo anaerdbio pré-tratado termicamente,
com TDH decrescente de 8h a 1h, temperatura constante de 23+2°C e pH em cerca de
5,0 no afluente e 3,5 no efluente. A maior producdo de H, foi obtida utilizando-se o
pneu triturado como material suporte (2,11 mols H,/ mol glicose) e, para o etanol, o

PET se mostrou o material suporte mais adequado (1941,78 mg.L™).

O sucesso com a agua residuaria sintética motivou o grupo a avaliar a producéo
de hidrogénio e outros metabolitos a partir de 4gua residuaria complexa, como exemplo

vinhaca de cana-de-agUcar, soro de leite e manipueira.

Santos et al. (2014a) avaliaram o efeito da taxa de carreamento organico na
producdo de H,, utilizando vinhaga como substrato, em dois reatores anaerébios de leito
fluidificado (RALF;: 15000 mg/L DQO; RALF,: 20000 mg/L DQO). A temperatura foi
mantida constante em 55°C e o TDH variou decrescentemente de 6h a 1h. A maxima
producdo de H, foi 2,23 mmol H, / g DQO, observada no reator contendo menor taxa de

carreamento organico (TCO).

Santos et al. (2014b) avaliaram a producdo de hidrogénio em RALF termofilico
(55°), utilizando misturas de vinhaca e glicose com, aproximadamente, 5000 — 5300
mg/L DQO. Nesse estudo, 0 TDH variou de 8h a 1h. O rendimento maximo de H, (5,73
mmol / g DQO) foi obtido no TDH de 4h, com TCO igual a 52,7 kg DQO m= d*. A
méxima producdo volumétrica de H, (0,78 L H, h™ L) foi atingida ao utilizar somente

vinhaca como fonte de carbono.

Santos et al. (2014c) avaliaram a producdo de H, em dois RALFs termofilicos
(55°C), ao utilizar vinhaca diluida e vinhaca bruta como substratos (RALF;: 10000
mg/L DQO; RALF,: 30000 mg/L DQO). Ambos os reatores apresentaram resultados
efetivos na producdo de hidrogénio, no entanto, o reator contendo vinhaca diluida
apresentou os melhores resultados (2,86 mmol H, / g DQO), em um TDH de 6h e uma
TCO de 40,0 kg DQO m3d™.

Rosa et al. (2014a) avaliaram a produgdo de H, e etanol, em diferentes
propor¢Oes das fontes de carbono, ao utilizar glicose e soro de leite como substratos, em
RALF mesofilico. A temperatura, 0 TDH e a concentracdo de substrato foram mantidos

constantes em 30°C, 6 h e 5,0 g DQO L™, respectivamente. A maxima producéo dos
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metabolitos foi de 1,7 mmol Hy/ g DQO e 3,45 mmol EtOH/ g DQO, utilizando soro de

leite como Unico substrato.

Rosa et al. (2014b) avaliaram o efeito do tempo de detencdo hidraulica (TDH)
na producdo de hidrogénio e etanol, utilizando soro de leite como substrato (5000 mg
DQO / L), em RALF mesofilico. A temperatura foi mantida constante em 30°C e o
TDH variou de 4h a 1h. A maxima producdo de hidrogénio (1,33 mol H; / mol lactose)
e de etanol (1,22 mol EtOH / mol lactose) foram obtidos no TDH de 4h.

Rosa et al. (2014c) avaliaram o efeito do TDH e das fontes de indculo, na
producdo de H; e etanol, utilizando uma mistura de 50% DQO de manipueira e 50%
DQO de glicose, em dois RALFs. O TDH variou de 10h a 2h e a temperatura se
manteve constante em 30°C. O lodo proveniente do reator UASB destinado ao
tratamento do efluente de matadouro resultou nos melhores resultados: 1,0 mmol H, / g
DQO (10h) e 3,0 mmol EtOH / g DQO (6h), enquanto que o lodo proveniente do reator
UASB destinado ao tratamento de efluentes de suinocultura resultou em 0,65 mmol H, /
g DQO (6h) e 2,1 mmol EtOH / g DQO (10 e 8h).

Trabalhos recentes do grupo de pesquisa locado no LCAII/DEQ/UFSCar relatam
a potencial aplicacdo de RALF na fermentacdo do glicerol bruto. Ferreira (2014)
avaliou a influéncia do tempo de detencdo hidraulica na producdo de H,, a partir de
glicerol bruto, em RALF termofilico. O TDH variou de 14h a 1h, a concentragdo foi
fixada em 5 g/L de DQO e a temperatura mantida em 55°C. Os resultados mostraram
qgue o maior rendimento e produtividade de H, foram alcancados no TDH de 1h,
correspondendo a 3 mol Hy/mol glicerol e 1508,7 mL/L.h, respectivamente. Entre os
TDH de 14 a 2h, houve a predominancia dos metabélitos 1,3-PD, EtOH, HAc e HBu.
No entanto, ao reduzir o TDH para 1h, a producéo de etanol cessou e a producédo de HPr

foi favorecida.

Nazareth (2015) avaliou a producdo de HPr, 1,3-PD e H,, em RALF mesofilico
contendo pneu triturado como material suporte. O TDH variou entre 8h e 0,5h, a
concentracéo de glicerol foi fixada em 5,0 g/L e a temperatura em 30°C. Os resultados
obtidos mostram que os principais metabolitos produzidos foram o HPr e 0 1,3-PD, com

rendimentos maximos de 1,77 e 0,82 mol/mol glicerol, no TDH de 8h.
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3.8 Consideragdes Preliminares

Diante do cenario atual, a producédo brasileira de biodiesel esta cada vez mais
promissora. Essa situagdo pode acarretar no acumulo de glicerol no meio ambiente, se
nenhuma providéncia quanto a correta destinacdo for tomada. Dessa forma, a utilizacdo
do glicerol em processos fermentativos para a obtencdo de produtos de interesse tem
sido uma alternativa atrativa para 0 mesmo, visto que os processos de purificacdo desse

residuo possuem custos elevados.

Além disso, a aplicacédo do glicerol como substrato na fermentacgéo resultaria em
produtos de interesse mais baratos, uma vez que o aumento da oferta de glicerol seguida
da baixa demanda do mercado ja resultou na queda do preco desse residuo. Sendo
assim, novos usos para o glicerol sdo necessarios para estabilizar o preco e a oferta de
biodiesel e do seu subproduto, além de evitar o acimulo de um material que possui um

impacto ambiental negativo.

Diante disso, o presente trabalho consiste na aplicacdo do glicerol em processos
fermentativos continuos para producdo de subprodutos de valor agregado, como
solventes e intermediarios quimicos, além da co-geracdo de energia na forma de
hidrogénio. No entanto, além de simplesmente aplicar esse residuo em um processo, é
necessario otimizar esse processo, de forma a futuramente reduzir o tempo e o custo de

producdo desses produtos.

A configuracdo do reator (RALF) e a utilizacdo do indculo proveniente de
estacdo de tratamento de efluente de abatedouro de aves, bem como a aplicagdo de um
residuo abundante e de baixo custo, vao de acordo com a ideia de reducdo do custo de
producdo. De acordo com a literatura, 0 RALF apresenta um potencial elevado para a
producdo de metabdlitos em processos fermentativos, além de conseguir acumular
grande quantidade de biomassa no sistema e facilitar a transferéncia de massa entre o

substrato e 0 microrganismo.

Frente a escassez de pesquisas envolvendo a otimizacdo de produtos a partir da
fermentacao do glicerol em reatores continuos, este trabalho tem o intuito de contribuir
para o desenvolvimento de pesquisas relacionadas com a producdo continua e otimizada

de alcoois, acidos organicos e hidrogénio a partir desse residuo.
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CAPITULO 4
MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estdo apresentadas todas as estratégias e metodologias utilizadas
durante o desenvolvimento desse trabalho. A abordagem vai desde o planejamento
experimental, confeccdo dos reatores, procedimento analitico, “layout” operacional,
obtencdo dos substratos até o preparo do afluente. Sdo apresentadas também as etapas
iniciais de operacdo dos reatores e variaveis analisadas em cada fase de operacdo. Na

Figura 4.1 est4 apresentado um resumo do procedimento operacional dos reatores.

Objetivando-se otimizar a producdo de hidrogénio, 1,3-propanodiol, etanol e
acido propibnico, os reatores foram operados em condi¢Ges mesofilicas (30°C), tendo
cinasita como material suporte para a adesao da biomassa e glicerol bruto ou glicerina
pura como fonte de carbono. Lodo proveniente de um reator UASB utilizado para tratar

efluente de abatedouro de aves foi aplicado como in6culo em todos os reatores.

Figura 4.1: Fluxograma das etapas operacionais dos reatores.

Etapas Preliminares

Tratamento Determinacédo da Vazéo de Inoculacéo do reator —
térmico do lodo Alimentacdo e Recirculacao modo batelada

Abertura do sistema para modo continuo de operacdo

Operacdo e monitoramento do processo fermentativo

3 H Organicos e i
Vazdo p ,g\lcoois Totais (SST) e do Glicerol bQoO
Volateis (SSV)
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Para melhor entendimento e praticidade ao longo da apresentacdo da
metodologia e discussdo dos respectivos resultados, os reatores foram identificados por

siglas, conforme é mostrado a seguir:

RM — Reator mesofilico alimentado com glicerol bruto para otimizacdo do TDH e

concentracédo de substrato.
RGB — Reator alimentado com glicerol bruto e meio de cultura otimizado.
RGP — Reator alimentado com glicerina pura e meio de cultura otimizado.

E importante salientar que para a melhor execucéo do trabalho proposto, o reator
RM foi constituido por dois reatores idénticos, denominados RM1 e RM2. Essa diviséo
se fez necessaria uma vez que o monitoramento de cada condi¢do operacional do reator
ocorre em um longo periodo de tempo, o que impossibilitaria a utilizacdo de somente
um reator. Dessa forma, a estratégia de operacdo adotada possibilitou a realizacdo do

trabalho em tempo hébil.

4.1 Reator Anaerdébio de Leito Fluidificado (RALF)

Para a realizacdo desse trabalho foram utilizados quatro Reatores Anaerdbios de
Leito Fluidificado (RALF) confeccionados em acrilico transparente. As dimensdes e

respectivos volumes dos reatores é mostrada na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Dimensoes e volumes dos RALFs utilizados.

Reatores Altura Diametro interno  Volume
(cm) (cm) (cm3)
RM 191,0 50 3750,3
RGB 151,5 3,6 1542,1
RGP 151,5 3,4 1375,5

A temperatura de 30° + 2 °C foi mantida com o auxilio de banho termoestatizado

e encamisamento do reator. Na alimentacdo dos reatores foram utilizadas bombas



58

dosadoras e, para a recirculacdo, fez-se o uso de bomba diafragma, com vazéo fixada

em 1,3 vezes a velocidade de minima fluidizacéo (V) do material suporte.

A Figura 4.2, apresenta um esquema da composicao do sistema fermentativo: (1)
Tanque de &gua residuéria (afluente), (2) bomba de alimentagdo do afluente, (3) reator
de leito fluidificado, (4) banho termoestatizado, (5) bomba de recirculacdo, (6) saida
para medicdo e analise de gases (7) amostradores (8) saida do efluente (9)

compartimento de separacdo gas-liquido.

Figura 4.2: Esquema do Reator Anaerobio de Leito Fluidificado (RALF)

=

T
L
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4.2 Material Suporte

O material suporte utilizado para garantir a adesdao dos microrganismos dentro
dos reatores foi a cinasita (argila expandida), mostrada na Figura 4.3. A justificativa
para a escolha da cinasita como material suporte se d& pelas melhores caracteristicas de
superficie apresentadas por esse material para a fixacdo da biomassa. Na Tabela 4.2

encontram-se as caracteristicas fisicas da cinasita utilizada nos reatores.

Além  disso, trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa do
LCAII/DEQ/UFSCar (BARROS et al., 2010 e BARROS & SILVA, 2012) relataram
alto rendimento de hidrogénio e maior quantidade de biomassa aderida, ao utilizar argila
expandida, quando comparado com outros tipos de materiais suporte, como poliestireno,

polietileno e pneu triturado, por exemplo.

Tabela 4.2: Propriedades da cinasita

Dimens&o (mm) Densidade (g.cm3) Porosidade Vit (cm.s™)

2,8-3,35 1,50 23% 1,24

Fonte: Amorim et al. (2009)

Figura 4.3: Material suporte (cinasita).

Fonte: Ferreira (2014)



60

4.3 Meio Nutricional

Durante toda a operacdo dos reatores, o sistema foi alimentado com &gua
residuaria sintética composta por glicerol, cujas concentracdes serdo detalhadas
posteriormente, meio nutricional proposto por Barbirato et al. (1995) e solugdo de
elementos tracos SL7, proposta por Biebl & Pfennig (1981), na concentracdo de 2mL
SL7 / L afluente. Os componentes do meio nutricional estdo listados na Tabela 4.3 e a

solucdo SL7 é apresentada na Tabela 4.4.

Tabela 4.3: Composi¢do do meio nutricional

Composto Concentragéo (g.L™)
K2HPQO4.3H,0 3,4
KH,PO, 13
(NH4)2SO04 2,0
MgS0,.7H,0 0,2
CaCl,.2H,0 0,02
FeSO,.7H,0 0,005

Fonte: Barbirato et al. (1995)

Tabela 4.4: Composicdo da Solugéo de Elementos Tragos SL7

Composto Concentracdo (mg.L™)

ZnCl, 70,0
MnCl,.4H,0 100,0
H3BO3 60,0
CoCl,.6H,0 200,0
CuCl,.2H,0 20,0
NiCl,.6H,0 20,0
Na;Mo00,4.2H,0 40,0
HCI (25%, v/v) 1mL

Fonte: Biebl & Pfennig (1981)



61

4.4 Agua Residuaria

O substrato utilizado nesta pesquisa € o glicerol bruto bidestilado e a glicerina
pura. O residuo é proveniente da inddstria Biobrotas Oleoquimica, localizada na cidade
de Brotas / SP. As caracteristicas das solucBes preparadas de glicerol bruto e da

glicerina pura, utilizadas no presente trabalho, sdo mostradas nas Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Caracterizacdo das solucGes de glicerol bruto e glicerina pura (~5,0 g/L).

Valores (mg/L)

Parametros
Glicerol Bruto Glicerina Pura
Teor de Glicerol (%) 82,6 91,5
DQO 5330,0 4610,0
Carbono Organico Total ND ND
Cobre 0,005 ND
Zinco 0,2 ND
Magnésio 0,3 ND
Calcio 363,3 ND
Potassio 3,0 ND
Fosfato 2,5 ND
Metanol 33,6 ND
Nitrogénio Kjeldahl 73,0 ND

ND: Nao detectado

As concentracOes de glicerol e as respectivas modificagfes no afluente aplicadas

aos reatores serdo melhor pormenorizadas nos topicos subsequentes.

4.5 Inéculo

Todos os reatores utilizados nesse trabalho foram inoculados com lodo
proveniente de reator mesofilico anaerdbio de fluxo ascendente e manta de lodo

(UASB) utilizado para tratamento de efluente de abatedouro de aves (Avicola Dakar
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S/IA, Tieté/SP). De acordo com Delforno (2014) este lodo apresenta uma extensa
diversidade microbiana, o que possibilita o seu uso com diferentes substratos, por
exemplo, soro de queijo (ROSA et al., 2014), vinhaca (LAZARO et al., 2014), gua de
lavanderia (DELFORNO, 2014), glicerol (NAZARETH, 2015), dentre outros.

Para inibir o desenvolvimento das bactérias metanogénicas consumidoras de
hidrogénio, o lodo passou por 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 choque térmico até atingir 25°C. Com esse tratamento, garantiu-se

um indculo propicio para a producédo de hidrogénio.

4.6 Procedimento de partida dos Reatores

A partida, start up, de todos os reatores aconteceu de maneira similar. Os
barriletes contendo o afluente foram constituidos do glicerol e do meio nutricional em

concentracdes previamente estabelecidas, e do lodo tratado na concentracdo 7% (v/v).

Ap06s o preparo dos barriletes, o pH 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, afim de remover o oxigénio dissolvido no liquido e

garantir a anaerobiose do sistema.

Apds a conexdo dos barriletes aos respectivos reatores, estes foram operados
inicialmente em modo batelada com recirculacdo do efluente. Este procedimento inicial
se fez necessario para garantir a adesdo da biomassa ao material suporte bem como a
ambientacdo da cultura ao substrato empregado. Durante o periodo de recirculacao, a
concentracdo de glicerol foi periodicamente monitorada e o pH foi medido de maneira
intermitente, para assegura-lo em faixa imprépria ao desenvolvimento das bactérias
metanogénicas. Apos notar a adaptacdo da biomassa ao substrato empregado e verificar
0 consumo de glicerol no barrilete, o sistema foi aberto, passando entdo a operar em

modo continuo.
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4.7 Condicdes Operacionais

Neste tdpico serdo detalhadas todas as metodologias referentes ao planejamento
experimental utilizado, bem como as condi¢fes impostas aos reatores para alcancar os
objetivos propostos. Para facilitar o entendimento do leitor, esse tdpico foi dividido
entre os dois estudos desenvolvidos e descritos nessa dissertacdo. O primeiro deles —
Estudo A — aborda a otimizacdo do meio de cultura e posterior aplicagdo em reatores
continuos e, 0 segundo — Estudo B — aborda a otimizacdo de parametros operacionais do

sistema, como concentracdo de glicerol e TDH.

A avaliacdo das respostas se deu por intermédio de aspectos operacionais, como
TDH ou concentracdo de substrato ou ambos. O periodo em que determinado aspecto
operacional era avaliado se denominava como fase. A mudanga de uma fase para outra
era executada quando fosse percebida uma certa estabilidade nos parametros de

interesse, como producéo de H, e consumo de substrato.

4.7.1 Estudo A: Otimizacao do meio de cultura e aplicacdo em reatores continuos

Nos reatores continuos RGB e RGP foi aplicado o meio de cultura otimizado
que melhor favoreceu a producdo de hidrogénio. Para tanto, foi realizado um estudo
preliminar de otimizacdo desse meio de cultura, que consistiu em experimentos em

batelada, tragados por um Delineamento Experimental.

O planejamento experimental foi desenvolvido segundo Metodologia de
Superficie de Resposta (MSR) e analisados através do software Statistica 10.0 (StatSoft
Inc. 2010, USA). O desenvolvimento da metodologia referida acima e as etapas do
planejamento experimental sdo explicitados no item 4.7.1.1. A aplicacdo do meio de
cultura otimizado nos reatores continuos RGB e RGP se deu conforme as condigdes
operacionais descritas no item 4.7.1.2.

Todos os experimentos realizados para otimizacdo da producdo dos metabolitos
foram conduzidos em batelada. Para tanto, foram utilizadas garrafas de vidro (Duran®)
de 136mm de diametro, volume total de 2,0 L e volume atil de 1,0 L, contendo 100,0

mL do meio de cultura e in6culo, e 900,0 mL da solugdo de glicerol bruto na
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concentracdo previamente determinada. Gas nitrogénio foi purgado no interior dos
frascos para assegurar as condigdes anaerdbias. Em todos os frascos o pH foi ajustado
em 6,72 + 0,02, com o auxilio de solucdo de HCI 30% e/ou solugdo de NaOH 6M. Os
frascos foram mantidos em uma incubadora de temperatura controlada a 37°C sob
agitacdo de 200 rpm por 168 horas. A cada 24h, as analises descritas no item 4.8 foram
realizadas para monitoramento do crescimento da populagdo microbiana e consequente

producdo de metabolitos.

4.7.1.1 Planejamento Experimental aplicado na otimizacdo do Meio de Cultura

4.7.1.1.1 Delineamento Plackett - Burman (PB)

O delineamento Plackett - Burman foi utilizado para selecionar e identificar as
varidveis que possuem uma influéncia significativa na bioconversao do glicerol bruto
em H,. O Planejamento do tipo Plackett-Burman é baseado em uma equacéo polinomial
de primeira ordem, como mostrada pela equagéo (12).

Y=o+ XpBix; (12)

Em que Y representa a resposta, o a constante, 3; 0 coeficiente do efeito linear e

Xi € o nivel codificado da variavel X;

As variaveis testadas foram codificadas de acordo com a equacao (13):

x = (*=2) (13)

AX;

Em que x; é o valor codificado e X; é o valor real da variavel independente, X, é

o valor real do ponto central e AX; € 0 valor da diferenca entre os pontos.

Nesse estudo, quatro varidveis (X; — Glicerol; X; — KH,PO,4; X3 — Extrato de
Levedura; X, — Vitamina B12) foram investigadas em 8 experimentos e 4 repeti¢cbes no
ponto central. Baseado no delineamento Plackett-Burman, cada variavel € representada
por dois niveis, sendo (-1) o menor nivel e (+1) o maior. O intervalo e o nivel das

respectivas variaveis independentes do processo sdao mostrados na Tabela 4.6. A
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resposta avaliada para essa etapa foi a Producdo Acumulada de Hidrogénio (PAH)),
dada em mL H, / L. Variaveis com niveis maiores de 90% de confianca foram
consideradas significativas na producgdo de H,. Os critérios empregados para a escolha

das mesmas, e seus respectivos valores, foram os estudos prévios na literatura.

Tabela 4.6: Valores das variaveis do planejamento do tipo Plackett-Burman e seus
respectivos niveis codificados.

Cddigo Variaveis (-1) (g/L) (0) (g/L) (+1) (g/L)
X1 Glicerol 5,0 15,0 25,0
X2 KH,;PO4 0,5 1,0 15
X3 Extrato de Levedura 0,5 15 2,5
X4 Vitamina B12 0,0 0,0025 0,005

4.7.1.1.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Apbs selecdo das trés varidveis significativas pelo delineamento Plackett-
Burman, aplicou-se 0 DCCR como etapa de otimizagdo do processo. Para tanto, foi
realizado um fatorial 23, incluindo os 6 pontos axiais e 2 repeticdes no ponto central,

totalizando 16 ensaios experimentais.

A Tabela 4.7 apresenta 0s niveis das respectivas variaveis independentes do
processo: X; — Glicerol; X; — KH,PO,4 e X3 — Vitamina B12. O intervalo e os valores
escolhidos no DCCR basearam-se nas condicdes que resultaram em maiores producdes
de hidrogénio obtidas pelo delineamento PB. As respostas avaliadas foram: HY —
Rendimento de H, (mmol H; / mol glicerol consumido) e EtOHY — Rendimento de

Etanol (mmol Etanol / mol glicerol consumido).
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Tabela 4.7: Valores das variaveis do planejamento do tipo DCCR e seus respectivos

niveis codificados.

Cadigo Variaveis -1,682 -1 0 +1 +1,682
X1 Glicerol (g.L™) 19,28 22,00 26,00 30,00 32,72
X5 KH,PO, (g.L ™) 1,33 1,50 1,75 2,00 2,17
X3 B12 (g.L %) 0,0066  0,0070  0,0075  0,0080  0,0083

O planejamento do tipo DCCR é baseado em uma equacdo polinomial de

segunda ordem para as variaveis estudadas, como apresentado pela equacao (14):

Y= Bo+ XBixi+ XBijxix; + X Puxt (14)

Em que Y representa a resposta, 3o a constante, B; 0 coeficiente do efeito linear,
Bii o coeficiente do efeito quadratico, B 0 coeficiente da interacdo dos efeitos, X; e X; 0
nivel codificado das variaveis X; e X;. A equagdo quadratica (6) foi usada para grafar as
superficies de resposta para as variaveis. As varidveis testadas foram codificadas de
acordo com a equacdo (13), descrita no item anterior.

4.7.1.2 Aplicacdo do meio de cultura otimizado aos reatores continuos RGB e RGP

Ap0s otimizacdo do meio de cultura, objetivou-se potencializar a producédo de
H, em reatores continuos. Dessa forma, a producdo de hidrogénio e metabdlitos foi

avaliada em quatro TDHs diferentes, variando de 36h a 12h.

O reator RGB foi alimentado com glicerol bruto na concentragdo definida pelo
Planejamento Experimental (26,45 g/L). O reator RGP, por sua vez, foi alimentado com
glicerina pura, na concentracdo de 13,22 g/L, correspondente a metade daquela definida
pelo Planejamento Experimental. Diferente do proposto pelo presente trabalho, a
estratégia de reduzir pela metade a concentragéo inicial de glicerina no reator RGP, se
fez necessaria uma vez que 0 mesmo ndo apresentou consumo de substrato na

concentragéo definida de 26,45 g/L.
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O meio nutriente utilizado baseou-se no proposto por Barbirato et al. (1995) e
foi adaptado de acordo com as concentracOes estabelecidas pelo planejamento
experimental descrito no item 4.7.1.1. O pH do afluente foi ajustado em 5,0. A Tabela

4.8 apresenta 0s aspectos operacionais avaliados nestes reatores.

Tabela 4.8: Condic6es operacionais do RGB e RGP.

Reator Fase Glicerol (g.L") TDH (h) TCO teérica (kg.m>.dia™)

1 26,45* 36 17,6

2 26,45* 28 22,7
RGB

3 26,45* 20 31,7

4 26,45* 12 52,9

1 13,22 36 8,8

2 13,22 28 11,3
RGP

3 13,22 20 15,9

4 13,22 12 26,4

*Concentragéo de Glicerol definida no Planejamento Experimental.

4.7.2 Estudo B: Otimizacdo de parametros operacionais em reator continuo RALF.

No reator continuo RM foi realizado um estudo de otimizacdo da concentracéo
de Glicerol e do TDH que resultam no maximo consumo de substrato, rendimento e
conteddo de Hidrogénio. Para tanto, o planejamento experimental baseou-se na
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) com Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR). Os resultados foram analisados com auxilio do software Statistica
10.0 (StatSoft Inc. 2010, USA).

O intervalo e nivel das respectivas variaveis independentes do processo,
Concentracdo de Glicerol (X1) e TDH (X2), sdo mostrados na Tabela 4.9. As respostas
avaliadas serdo: Y; — Consumo de Glicerol (CG), dado em %; Y, — Carga Organica
Volumétrica Removida (COVR), dado em g/L.h; Y3 — Conteldo de H; no biogas
(%H,), dado em %; e Y, - Rendimento de H, (HY), dado em mol H, / mol glicerol

consumido.
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A influéncia das variaveis no processo de producdo de H, e metabolitos foi
avaliada utilizando-se Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) constituido
por um fatorial 22, incluindo 4 pontos axiais e 2 pontos centrais, totalizando 10 ensaios.

Tabela 4.9: Valores das variaveis do planejamento do tipo DCCR, aplicado ao reator
RM, e seus respectivos niveis codificados.

Cadigo Variaveis -1,414 -1 0 +1 +1,414
X1 Glicerol (g.L %) 2,9 50 100 150 17,1
X TDH (h) 0,76 2 5 8 9,24

A equacdo polinomial de 22 ordem (Equacédo 14), descrita no item 4.7.1.1.2 deste
capitulo, foi usada para grafar as superficies de resposta para as variaveis. As variaveis
testadas foram codificadas de acordo com a equacdo (13), descrita no item 4.7.1.1.1.

Os 10 ensaios experimentais propostas pelo DCCR estéo apresentados na Tabela
4.10. O afluente do reator RM teve a concentragdo de glicerol e 0 TDH variando entre
29e17,1g.L" e 0,76 e 9,24h, respectivamente, conforme exposto na Tabela 4.6. O pH

de entrada esteve em torno de 6,0 para os dois reatores.

Ressalta-se novamente, que para a melhor execucdo do trabalho proposto em
tempo habil, os 10 ensaios experimentais definidos pela matriz do DCCR apresentada
na Tabela 4.10, foram subdivididos entre os reatores idénticos RM1 e RM2. Essa
divisdo se fez necessaria uma vez que o monitoramento das fases do reator ocorre em
um longo periodo de tempo, o que impossibilitaria a utilizacdo de somente um reator.
Sendo assim, cada reator passou a operar em 5 fases, ou 5 condi¢bes operacionais,

conforme apresentado na Tabela 4.11.
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Glicerol (g.L™?) TDH (h)
Ensaios
X1 (g.L) X1 X, (h) X
1 5,0 -1 2 -1
2 15,0 1 2 -1
3 5,0 -1 8 1
4 15,0 1 8 1
5 2,9 -1,414 5 0
6 17,1 1,414 5 0
7 10,0 0 0,76 -1,414
8 10,0 0 9,24 1,414
9 10,0 0 5 0
10 10,0 0 5 0
Tabela 4.11: CondigOes operacionais dos reatores RM1 e RM2.
Reator Fase  Ensaio Glicerol (g.L.") TDH (h) Teo tseé-ric;a
(kg.m™.dia™)
1 9 10,0 5 48,00
2 3 5,0 8 15,00
RM1 3 5 2,90 5 13,92
4 1 5,0 2 60,00
5 7 10,0 0,76 315,00
1 6 17,1 5 82,08
2 4 15,0 8 45,00
RM2 3 10 10,0 5 48,00
4 8 10,0 9,24 25,97
5 2 15,0 2 180,00
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4.8 Métodos Analiticos

4.8.1 Composicdo do Biogéas

A andlise de composicdo do biogas produzido foi realizada por Cromatografia
Gasosa. Para tanto, utilizou-se uma seringa gas tight para retirar 1,0 mL de amostra da
fase gasosa no topo do reator. O gas coletado foi analisado em cromatografo marca
Shimadzu modelo GC-2010 equipado com detector de condutividade térmica (TCD) e
coluna capilar Carboxen 1010 PLOT (30 m x 0,53 mm) Sigma-Aldrich. As
temperaturas do injetor, coluna e detector foram mantidas em 220° 130° e 230°C,
respectivamente. O gas de arraste utilizado foi o argonio, com vazao de 5,66 mL.min™.

4.8.2 Determinacdo da Concentracao de Glicerol

A quantificacdo do glicerol no afluente e no efluente do processo foi
determinada por meio de metodologia adaptada pela técnica espectrofotométrica

proposta por Bandiolli e Della Bella (2005).

4.8.3 Andlises Fisico-Quimicas

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Sélidos Suspensos Volateis (SSV) e
Totais (SST) e pH, foram analisados com base no Standart Methods for Examination of
Water and Wastewater (1998).

4.8.4 Medida de producdo volumétrica do biogas

A producéo volumétrica do biogas gerado foi realizada de acordo com Walker et
al. (2009), em que a contabilizacdo € de acordo com o deslocamento da coluna de

liquido contendo solucdo salina acidificada.
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4.8.5 Determinacéo de Alcoois e Acidos Organicos Volateis

A determinacdo e quantificacdo de alcoois e acidos organicos volateis foi
realizada através de Cromatografia Gasosa, segundo método por headspace, com
sistema acoplado amostrador automatico de injecdo de amostras. O gés coletado do
headspace foi analisado em cromatdgrafo marca Shimadzu modelo GC-17A equipado
com detector de ionizacdo de chama (FID, Flame lonization Detector) e coluna capilar

DB-WAX, de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, com Hidrogénio como gas de arraste.
As condicGes cromatograficas utilizadas foram as seguintes:

- Rampa de Temperatura: 35°C (0”) 2°C/min 42°C (0’) 20°C/min 75°C (0)
35°C/min 120°C (1) 10°C/min 170°C (2°).

- Temperatura do Injetor / Detector: 250°C / 280°C

- Razéo de Split: 10,0

- Vazdo do gas de arraste (H;): 50 mL/min

- Vazdo do make-up ou gas auxiliar (N2): 35 mL/min
- Vazdo do gas de chama (Ar sintético): 500 mL/min
- Vazdo da coluna: 1,56 mL/min

- Velocidade linear: 34,3 cm/s

4.9 Frequéncia das Analises

O reator RM foi monitorado por 251 dias de operagédo, enquanto que o RGB e
RGP foram operados durante 51 dias. Os experimentos em batelada tiveram duracéo de
7 dias (168h) cada, sendo diariamente monitorados. A Tabela 4.12 mostra a frequéncia
das analises realizadas durante esses periodos para 0s RALFs e para 0s ensaios em

batelada.
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Tabela 4.12: Frequéncia de analise de monitoramento dos reatores e dos ensaios em

batelada.
) Frequéncia )
Analise Metodologia
RALF Batelada
pH Diéria Diéria Standard Methods (1998)
Vazao Diéria - -
_ o Bondioli e DellaBella
Glicerol bruto 3x/semana Diéria
(2005)
DQO 3x/semana Diaria Standard Methods (1998)
Acidos Organicos Volateis  3x/semana Diéria Shimadzu GC-17A
Conteudo do biogas (H e . )
3x/semana Diéria Shimadzu GC-2010
COy)
Producéo de H, 3x/semana Diéria Walker et al. (2009)
ST, SST, SSV 3x/semana - Standard Methods (1998)
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CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo A: Otimizacao do meio de cultura e aplicacdo em reatores continuos

Neste topico foram abordados os resultados do planejamento experimental
proposto para otimizacdo do meio de cultura, bem como a aplicagdo do meio
fermentativo otimizado em reatores anaerdbios de leito fluidificado operados em modo
continuo. Dessa forma, a divisdo do topico entre essas duas partes supracitadas se fez

necessario para o melhor entendimento do leitor.

5.1.1 Otimizag&o do Meio de Cultura
5.1.1.1 Delineamento Plackett-Burman

O meio de cultura desempenha um papel fundamental no crescimento celular
microbiano e na bioconversdo do substrato. A relativa significancia de quatro
componentes do meio de cultura — glicerol, KH,PO,, extrato de levedura e vitamina
B12 — na bioconversdo do glicerol bruto em H, foi elucidada utilizando delineamento
Plackett-Burman A Tabela 5.1 demonstra a matriz experimental construida pelo
delineamento Plackett-Burman para os 11 experimentos e a correspondente Producéo
Acumulada de Hidrogénio (PAH,), em mL H,/L, para cada ensaio. A Tabela 5.2

apresenta os detalhes do modelo linear obtido utilizando-se essa metodologia.

E possivel notar, por meio da Tabela 5.1, que a méaxima resposta foi obtida no
ensaio 7, atingindo a producdo acumulada correspondente a 23,13 mL H/L, ao final de
168h de fermentacdo. A grande variacdo na resposta, 0,64 mL H, /L a 23,13 mL H, /L,
reflete a necessidade de se otimizar os ensaios para alcancar maiores producdes de

hidrogénio.

A Tabela 5.2 mostra as andlises estatisticas das varidveis testadas para a
producdo de hidrogénio. Ressalta-se que, quando o efeito da varidvel tiver sinal
positivo, a sua influéncia na resposta analisada € maior em um nivel elevado (+1), no
entanto, quando o efeito for negativo, a varidvel no seu menor nivel (-1) tera mais
importancia na resposta. Para este trabalho, variaveis com niveis maiores de 90% de

confianca (P<0,1) foram consideradas significativas na producao de H,,
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Tabela 5.1: Matriz PB com as quatro varidveis independentes e a respectiva resposta, Producdo Acumulada de Hidrogénio — PAH, (mL H, /L)

Glicerol KH,PO, Extrato de Levedura Vitamina B12
Ensaio PAH, (mL H, /L)
X1(9/L)  x2 Xa(g/L) X X3 (g/L) X3 X4 (g/L) X4
1 25,00 1 1,50 1 2,50 1 0,000 -1 1,37
2 5,00 -1 1,50 1 2,50 1 0,005 1 1,62
3 5,00 -1 0,50 -1 2,50 1 0,005 1 0,87
4 25,00 1 0,50 -1 0,50 -1 0,005 1 0,72
5 5,00 -1 1,50 1 0,50 -1 0,000 -1 0,94
6 25,00 1 0,50 -1 2,50 1 0,000 -1 0,68
7 25,00 1 1,50 1 0,50 -1 0,005 1 23,13
8 5,00 -1 0,50 -1 0,50 -1 0,000 -1 0,64
9 (PC) 15,00 0 1,00 0 1,50 0 0,0025 0 7,00
10 (PC) 15,00 0 1,00 0 1,50 0 0,0025 0 11,76
11 (PC) 15,00 0 1,00 0 1,50 0 0,0025 0 9,41
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Tabela 5.2: Detalhes do modelo linear construido utilizando delineamento PB.

Menor Maior
. iy ] . : . p-valor
Cédigo  Variavel Nivel Nivel Efeito  Coeficiente Valor F
(Prob>F)
(9/L) (9/L)
X1 Glicerol 5,00 25,00 5,45750 2,72875  10,51576  0,083375
X KH,PO, 0,50 1,50 6,03750 3,01875  12,86967  0,069679
Extrato
X3 0,50 2,50 -5,22250  -2,61125  9,62964  0,090041
Levedura
Vitamina
X4 B12 0,00 0,005 5,67750 2,83875  11,38066 0,077758

Diante dos resultados obtidos na Analise de Variancia — ANOVA (Tabela 5.2)
verifica-se que todas as quatro varidveis testadas tiveram efeito significativo na
resposta, demonstrando um p-valor<0,10. Como indicado pelos coeficientes do modelo,
nota-se que as variaveis Glicerol, KH,PO, e Vitamina B12 apresentaram um efeito
positivo na producdo de H,, enquanto que o Extrato de Levedura possui um efeito
negativo na resposta. Por esse motivo, os trés componentes do meio de cultura foram
selecionados e o Extrato de Levedura foi mantido em seu menor nivel (0,5 g/L) nos

experimentos subsequentes.

O glicerol é a variavel mais importante estudada. No presente trabalho, o
glicerol apresentou um efeito positivo na producdo de H; no intervalo de 5,0 g/L a 25,0
g/L. Seu efeito positivo é esperado por ser o substrato para o crescimento microbiano,
bem como para a bioconversdo em hidrogénio. No entanto, o efeito na resposta, positivo
ou negativo, depende do intervalo testado, das condi¢Ges operacionais, do tipo de
inéculo, dentre outros fatores. Liu & Fang (2007), ao trabalharem com glicerol residual
e cultura pura Klebsiella pneumoniae, reportaram um efeito positivo na producao de Ho,
ao variarem a concentracdo de glicerol entre 10 g/L e 12,5 g/L em um delineamento PB.
Por outro lado, Varrone et al. (2012), utilizando glicerol residual e cultura mista,

mencionaram um efeito negativo na producéo de H,, ao varia-lo entre 5 g/L e 15 g/L.
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As fontes de fosfato (KH,PO, e K;HPO,) sdo necessérias para a manutencao da
capacidade tamponante do meio, 0 que é essencial para o crescimento celular e
producdo de metabolitos, alem da sua contribuicdo acerca do balanco bioenergético da
célula (KAUR et al., 2012). No presente estudo, foi avaliado o efeito de apenas uma
fonte de fosfato (KH,PO,4) na producdo de H,, enquanto que a outra (K,HPQO,) foi
mantida na concentragdo constante descrita na Tabela 4.3 do item 4.3.

Observou-se que, dentre o intervalo estudado (0,50 g/L a 1,50 g/L), o
componente KH,PO, apresentou efeito positivo na resposta. Resultados semelhantes
foram reportados por Chookaew et al. (2014), que abrangeram o intervalo de 1,00g/L a
3,000/L de KH,PO,, utilizando glicerol residual e cultura Klebsiella sp. TR17 e, por
Mangayil et al. (2015), que investigaram o intervalo de 0,10g/L a 1,00g/L de KH,POy,

utilizando glicerol residual e consércio microbiano definido.

As fontes de nitrogénio apresentam grande importancia como componentes no
meio de cultura, pois auxiliam na sintese de proteinas, acidos nucléicos e enzimas,
significativas para o crescimento celular e para a atividade da enzima hidrogenase
(SITTIJUNDA & REUNGSANG, 2012). Apesar de extensivamente utilizado em meios
fermentativos para a producdo de H, (ITO et al., 2005; NGO et al., 2011; KIVISTO et
al., 2011; REUGSANG et al., 2013, entre outros), o Extrato de Levedura apresentou um
efeito negativo, apesar de significativo, dentre o intervalo estudado (0,50 g/L a
2,50g/L).

Isso pode ser explicado pelo fato de j& haver uma fonte de nitrogénio no meio de
cultura, correspondente ao (NH,4),SO4, na concentracdo constante de 2,0 g/L (Tabela
4.3). Resultados semelhantes corroboram para essa justificativa. Varrone et al. (2012) e
Chookaew et al. (2014) reportaram a varidvel Extrato de Levedura como néo
significativa na producdo de hidrogénio, ao estudarem o intervalo de 0,5¢/L a 1,5g/L e
1,00g/L a 4,009/L, respectivamente. Em ambos os casos, 0 meio nutriente utilizado

pelos autores possuia outra fonte de nitrogénio em concentracdes relativamente altas.

A vitamina B12 desempenha um papel importante em diversas reacdes do
metabolismo do glicerol, sendo fundamental na atividade de uma série de enzimas
(ROTH, LAWRENCE & BOBIK, 1996). Por esse motivo, justifica-se o efeito positivo

dessa variavel na producéo de H,.
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5.1.1.2 Delineamento Composto Central Rotacional

O Delineamento Composto Central Rotacional foi posteriormente explorado
para a otimizacdo das trés variaveis selecionadas na maximizacdo da producdo de H; e
Etanol. A Tabela 5.3 apresenta a matriz experimental para as trés variaveis com 16
experimentos no total, incluindo duas repeticbes no ponto central e as respectivas
variaveis resposta, Rendimento de Hidrogénio (HY), dado em mmol H, / mol glicerol
consumido e Rendimento de Etanol (EtOHY), dado em mmol EtOH / mol glicerol
consumido. A otimizacdo e analise de cada variavel resposta foram discutidos nos

topicos subsequentes.

5.1.1.2.1. Efeito da concentragdo de glicerol bruto, KH,PO, e vitamina B12, no

rendimento de H,, por cultura mista.

Na Tabela 5.3, € possivel perceber que o rendimento de H; variou de 0,00 a
6,612 mmol H, / mol glicerol consumigo, apds 168h de fermentacdo, atingindo o seu valor
maximo no ensaio 15. Nota-se ainda, que 0s pontos centrais apresentaram uma pequena

variagdo (o = 0,1775), indicando uma boa reprodutibilidade do processo.

Diante dos resultados obtidos, foi possivel determinar os coeficientes do modelo
que estdo apresentados da Tabela 5.4. Excetuando-se os termos quadraticos das trés
varidveis de estudo, todos os outros parametros do modelo foram ndo-significativos a
um intervalo de confianga de 95% (p<0,05). Dessa forma, o modelo polinomial de 22
ordem, para as variaveis codificadas e significativas, é apresentado na Equacéo 15.

Y =6,44314 — 1,50255x2 - 1,43699x,2 - 0,96305x4? (15)

Em que Y representa o valor previsto do rendimento de Hy, e X3, X, & X3 S40 0S
valores codificados para as variaveis Glicerol, KH,PO, e Vitamina B12,

respectivamente.

O coeficiente de regressdo obtido (R?=0,6416) indica que 64,16% da

variabilidade pode ser explicada pelo modelo.



Tabela 5.3: Matriz DCCR para as trés variaveis selecionadas e as respectivas respostas, HY e EtOHY.
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Vitamina B12

Glicerol KH2PO4 HY EtOHY
Ensaio
X1 (g/L) X1 Xz (g/L) X2 X3 (g/L) X3 (mmol H,/ mol glicerol ¢onsumido) (mmol EtOH / mol glicerol consumido)

1 22,00 -1 1,50 -1 0,0070 -1 3,917 38,247
2 30,00 1 1,50 -1 0,0070 -1 2,710 48,441
3 22,00 -1 2,00 1 0,0070 -1 0,611 29,739
4 30,00 1 2,00 1 0,0070 -1 3,381 18,795
5 22,00 -1 1,50 -1 0,0080 1 0,000 32,126
6 30,00 1 1,50 -1 0,0080 1 4,373 130,036
7 22,00 -1 2,00 1 0,0080 1 4,775 30,987
8 30,00 1 2,00 1 0,0080 1 1,267 51,273
9 19,28  -1,682 1,75 0 0,0075 0 0,941 46,355
10 32,72 1,682 1,75 0 0,0075 0 2,431 175,091
11 26,00 0 1,33 -1,682  0,0075 0 1,777 106,646
12 26,00 0 2,17 1,682  0,0075 0 2,475 99,335
13 26,00 0 1,75 0 0,0066  -1,682 2,087 39,592
14 26,00 0 1,75 0 0,0083 1,682 4,846 40,172
15 26,00 0 1,75 0 0,0075 0 6,612 292,942
16 26,00 0 1,75 0 0,0075 0 6,361 239,177




Tabela 5.4: Coeficientes de regressdo para a resposta HY.
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Coeficientes de

p-valor

Fatores Regressiio Erro padrado t(1) (Prob> F)
Média 6,44314 0,125132 51,4907 0,012362*
X1 (L) 0,36127 0,096054 7,5224 0,084137
X1 (Q) -1,59255 0,116624 -27,3110 0,023300*
Xz (L) 0,01522 0,096054 0,3170 0,804595
X2 (Q) -1,43699 0,116624 -24,6432 0,025819*
X3 (L) 0,32482 0,096054 6,7634 0,093450
X3 (Q) -0,96305 0,116624 -16,5155 0,038500*

X1X2 -0,48800 0,125500 -7,7769 0,081414
X1X3 -0,08725 0,125500 -1,3904 0,396929
X2X3 0,53800 0,125500 8,5737 0,073919

R2 = 0,6416, p< 0,05,

Erro puro = 0,03150

*Efeitos significativos a 95% de confianga

Diante dos resultados obtidos na Analise de Variancia (ANOVA) e descritos na

Tabela 5.5, ressalta-se que, apesar do baixo valor de R%, o modelo apresentou um valor

de F calculado (7,17) maior que o valor de F tabelado (3,49), refletindo a significancia

estatistica da equacéo obtida.

A Tabela 5.6 apresenta os valores experimentais obtidos e os valores previstos

pelo modelo para o rendimento de H, (HY), em mmol Hy/mol glicerol consumido, bEM

como a % Ajuste do modelo. E importante observar que na regifo 6tima — regifo dos

pontos centrais - a % Ajuste do modelo ultrapassa 97%, indicando a confiabilidade do

modelo construido nessa regido.



Tabela 5.5: ANOVA para a resposta HY.
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Fonte de Soma Graus de Média
Variagdo  Quadratica  Liberdade Quadratica Fealculado  Ftabelado
Regressao 51,2179 3 17,0726 7,1758 3,49
Residuos 28 5505 12 2,3792
Falta de
Ajuste 28,5190 11 2,5926
Erro Puro 0,0315 1 0,0315
Total 79,7684 15
Tabela 5.6: Valores Previstos pelo modelo e respectiva %Ajuste — HY
Ensaios X1 X2 X3 Y Y %Ajuste
Experimental Previstos
1 -1 -1 -1 3,917 2,451 62,56
2 1 -1 -1 2,710 2,451 90,43
3 -1 1 -1 0,611 2,451 -201,07
4 1 1 -1 3,381 2,451 72,48
5 -1 -1 1 0,000 2,451 0,00
6 1 -1 1 4,373 2,451 56,04
7 -1 1 1 4,775 2,451 51,32
8 1 1 1 1,267 2,451 6,59
9 -1,682 0 0 0,941 1,948 -7,05
10 1,682 0 0 2,431 1,948 80,15
11 0 -1,682 0 1,777 2,387 65,65
12 0 1,682 0 2,475 2,387 96,46
13 0 0 -1,682 2,087 3,725 21,51
14 0 0 1,682 4,846 3,725 76,87
15 (PC) 0 0 0 6,612 6,443 97,45
16 (PC) 0 0 0 6,361 6,443 98,71
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O Delineamento Composto Central Rotacional, utilizado nesse trabalho,
possibilitou a construgdo de um modelo para 0 Rendimento de Hidrogénio que forneceu
regides 6timas bem definidas, nas condicdes operacionais avaliadas. Por meio da anélise
das superficies de resposta obtidas (Figuras 5.1, 5.2 e 5.3) é possivel inferir as
concentragOes Otimas das varidveis testadas. Com o auxilio de métodos matematicos
aplicados a equagdo do modelo, tem-se que os pontos 6timos obtidos correspondem as
concentragdes de 26,45 g/L de glicerol, 1,75 g/L de KH,PO,4 e 0,00758 g/L de B12.

5.1.1.2.2. Efeito da concentracdo de glicerol bruto, KH,PO, e vitamina B12, no

rendimento de Etanol por cultura mista.

De modo semelhante ao topico anterior, € possivel observar na Tabela 5.3, que o
rendimento de etanol variou de 18,795 a 292,942 mmol EtOH / mol glicerol consumidos
apos 168h de fermentacdo, atingindo o seu valor maximo também no ensaio 15. Vale
ressaltar a boa reprodutibilidade do processo, uma vez que 0S pontos centrais

apresentaram uma pequena variagdo de acordo com os resultados obtidos (o = 38,0176).

A Tabela 5.7 apresenta os detalnes do modelo polinomial de segunda ordem
construido utilizando o DCCR, para a resposta Rendimento de Etanol. Excetuando-se o
termo linear da variavel Glicerol (x;) e os termos quadraticos das trés variaveis de
estudo, todos os outros parametros do modelo foram nédo-significativos a um intervalo
de confianca de 95% (p<0,05). Dessa forma, o0 modelo polinomial de segunda ordem,

para as variaveis codificadas e significativas, é apresentado na Equacéo 16.

Y =268,5744 + 24,4532%; — 60,9914X,2 - 63,7252X,? - 86,0374X3? (16)

Em que Y representa o valor previsto do rendimento de Etanol, e X1, X, € X3 Sd0
os valores codificados para as variaveis Glicerol, KH,PO, e Vitamina B12,

respectivamente.

O coeficiente de regressdo obtido (R2=0,9309) indica que 93,09% da

variabilidade pode ser explicada pelo modelo.
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Figura 5.1: Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para HY — interagdo

entre KH,PO4 x Glicerol.
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Figura 5.2: Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para HY — interacdo
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Tabela 5.7: Coeficientes de regressdo para a resposta EtOHY'.

Eatores Coeficientes de Erro padrao ) p-valor
Regressdo (Prob > F)
Média 268,5744 24,04110 11,17147 0,000031*
X1 (L) 24,4532 18,45435 2,65012 0,038022*
X1 (Q) -60,9914 22,40637 -5,44411 0,001596*
X2 (L) -9,5448 18,45435 -1,03442 0,340820
X2 (Q) -63,7252 22,40637 -5,68813 0,001274*
X3 (L) 8,0674 18,45435 0,87431 0,415570
X3 (Q) -86,0374 22,40637 -7,67973 0,000255*
X1X2 -12,3453 24,11177 -1,02400 0,345334
X1X3 -14,8683 24,11177 1,23328 0,263593
XoX3 -5,2185 24,11177 -0,43286 0,680244

R2?=0,9309, p< 0,05, Erro residual = 1162,755

*Efeitos significativos a 95% de confianga

Diante dos resultados obtidos na Analise de Variancia (ANOVA) e descritos na
Tabela 5.8, observa-se que, além do alto valor de R, o modelo apresentou um valor de
F calculado (33,23) quase 10 vezes maior que o valor de F tabelado (3,6), refletindo a

significancia estatistica da equacéo obtida.

A Tabela 5.9 apresenta os valores experimentais obtidos e os valores previstos
pelo modelo para o rendimento de Etanol (EtOHY), em mmol EtOH/mol glicerol
consumido, DEM cOMoO a % Ajuste do modelo. Ressalta-se que, diferentemente do modelo
obtido para o Rendimento de H,, a % Ajuste do modelo para o Rendimento de Etanol
ultrapassa 80% na grande maioria dos ensaios experimentais, 0 que indica a

confiabilidade do modelo construido.

O DCCR, utilizado nesse trabalho, possibilitou a constru¢do de um modelo para
0 Rendimento de Etanol que forneceu regides 6timas bem definidas, nas condicdes

operacionais avaliadas. A analise das superficies de resposta mostradas nas Figuras 5.4,
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5.5 e 5.6, permitiu inferir as concentracdes 6timas das varidveis testadas. Dessa forma,
os valores 6timos obtidos, na otimizagdo do rendimento de Etanol, correspondem as
concentragdes de 27,60 g/L de glicerol, 1,71 g/L de KH,PO,4 e 0,00755 g/L de B12.

Tabela 5.8: ANOVA para a resposta EtOHY.

Fonte de Soma Graus de Média
. . ] o Fcalculado Ftabelado
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 148826,3 4 37206,6 33,2332 3,36
Residuos 12315,2 11 1119,6
Total 161141,5 15

Tabela 5.9: Valores Previstos pelo modelo e respectiva %Ajuste — EtOHY

Ensaios X1 X2 X3 =tORY =toRY %Ajuste
Experimental Previstos

1 -1 -1 -1 38,247 33,367 87,241
2 1 -1 -1 48,441 82,274 30,157
3 -1 1 -1 29,739 33,367 87,800
4 1 1 -1 18,795 82,274  -237,742
5 -1 -1 1 32,126 33,367 96,136
6 1 -1 1 130,036 82,274 63,270
7 -1 1 1 30,987 33,367 92,319
8 1 1 1 51,273 82,274 39,538
9 -1,682 0 0 46,355 55,351 80,593
10 1,682 0 0 175,091 137,514 78,538
11 0 -1,682 0 106,646 88,716 83,188
12 0 1,682 0 99,335 88,716 89,310
13 0 0 -1,682 39,592 25,742 65,019
14 0 0 1,682 40,172 25,742 64,081

15 (PC) 0 0 0 292,942 268,574 91,682

16 (PC) 0 0 0 239,177 268,574 87,709
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Figura 5.4: Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para EtOHY — interacdo
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Figura 5.5: Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para EtOHY — interacdo
entre B12 x Glicerol.
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5.1.1.2.3. Metabdlitos soltveis produzidos

Os principais metabdlitos obtidos nos 16 ensaios experimentais do DCCR,
realizados em batelada, foram: 1,3-propanodiol (1,3-PD), acido butirico (HBu), etanol
(EtOH), acido acético (HAc), metanol (MetOH) e butanol (ButOH). Na Tabela 5.10
estdo apresentadas as concentracdes, em mg/L, desses produtos.

Tabela 5.10: Concentracdo (mg/L) dos metabolitos solGveis produzidos nos 16 ensaios.

Ensaio 1,3-PD MetOH EtOH ButOH HACc HBu
1 597,14 41,98 288,94 31,99 57,41 974,37
2 529,72 66,39 415,19 ND 15,08 1046,54
3 848,35 40,27 216,80 195,55 24,01 952,36
4 667,24 45,53 169,27 ND 41,54 1232,17
5 12908,43 38,96 156,89 ND 325,08 44,77
6 22165,91 58,52 917,15 33,11 98,37 764,11
7 1640,60 38,50 270,85 ND 11,47 745,96
8 460,19 53,93 378,12 86,86 45,97 1098,43
9 1965,11 43,23 355,50 46,06 160,52 915,62
10 720,17 81,64 1177,33 234,92 67,87 1388,95
11 521,25 65,58 584,58 18,85 24,33 1224,52
12 395,05 56,75 445,28 ND 16,23 1362,02
13 296,51 64,41 323,59 ND 36,69 1489,48
14 394,47 42,24 227,31 ND 98,54 970,40

15 (PC) 310,90 47,00 205,40 ND 53,64 1079,67

16 (PC) 356,59 71,13 425,17 1,45 42,43 1315,83

1,3-PD: 1,3-propanodiol; MetOH: metanol; EtOH: etanol; ButOH: butanol; HAc: acido acético; HBu:
acido butirico; ND: ndo detectado; PC: ponto central

Diante da Tabela 5.10, observa-se que houve um predominio de 1,3-
propanodiol, etanol e acido butirico na grande maioria dos ensaios experimentais. As
maximas concentragdes obtidas destes compostos foram de 22,17 g/L de 1,3-PD (ensaio
6), 1,18 g/L de EtOH (ensaio 10) e de 1,49 g¢g/L de HBu (ensaio 13). Baixas

concentragOes de acido acético e metanol foram verificadas. Além disso, salienta-se que
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butanol foi produzido em apenas alguns ensaios experimentais. Diferente do ocorrido
no Estudo A desta dissertacdo, &cido propidnico foi produzido em concentracdes
despreziveis em todos 0s ensaios experimentais, motivo pelo qual os valores

correspondentes ndo foram apresentados nesse topico.

Na Tabela 5.11 e na Figura 5.7 destacam-se a porcentagem molar dos
metabolitos em cada um dos 16 ensaios experimentais realizados em batelada. Nota-se
que o maximo percentual de 1,3-propanodiol alcancado foi de 93,96%, no ensaio 5,

34,61% para o etanol, no ensaio 11 e 54,01% para o acido butirico, no ensaio 13.

Tabela 5.11: Porcentagem molar dos metabdlitos produzidos nos 16 ensaios

experimentais.

Ensaio 1,3-PD MetOH EtOH ButOH HAc HBu

1 27,53 4,60 22,00 1,51 3,35 38,80
2 22,44 6,68 29,04 0,00 0,81 38,28
3 35,19 3,97 14,85 8,33 1,26 34,11
4 30,17 4,89 12,62 0,00 2,38 48,12
5 93,96 0,67 1,89 0,00 3,00 0,28
6 89,67 0,56 6,13 0,14 0,50 2,67
7 56,87 3,17 15,51 0,00 0,50 22,33
8 19,65 5,47 26,67 3,81 2,49 40,51
9 51,05 2,67 15,25 1,23 5,28 20,54
10 16,26 4,38 43,92 5,45 1,94 27,09
11 18,68 5,58 34,61 0,69 1,11 37,91
12 15,64 5,34 29,12 0,00 0,81 46,56
13 12,45 6,42 22,44 0,00 2,11 54,01
14 20,82 5,30 19,82 0,00 6,59 44,24
15(PC) 17,28 6,20 18,86 0,00 3,78 51,83
16 (PC) 14,48 6,86 28,52 0,06 2,18 46,15

1,3-PD: 1,3-propanodiol; MetOH: metanol; EtOH: etanol; ButOH: butanol; HAc: &cido acético; HBu:
acido butirico; ND: néo detectado; PC: ponto central
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Figura 5.7: Porcentagem molar dos metabolitos produzidos nos 16 ensaios

experimentais.
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Trabalhos que visaram a producdo de hidrogénio e etanol a partir de glicerol
também relatam a presenca de 1,3-propanodiol, etanol e &cido butirico dentre os
principais produtos da fermentacdo. Como, por exemplo, pode-se destacar os trabalhos
de Sittijunda & Reungsang (2012), Varrone et al. (2012) e Magayil et al. (2015).

Sittijunda & Reungsang (2012) investigaram quais componentes no meio
nutricional afetam a producdo termofilica de biohidrogénio, a partir do glicerol bruto
(20,33 g/L), por cultura anaerdbia mista. Para tanto, utilizou-se a Metodologia de
Superficie de Resposta (MSR) e o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR). Ao final do experimento de validacédo, os autores verificaram que 0s principais
metabolitos produzidos foram 1,3-propanodiol (3,46 g/L) e etanol (3,01 g/L). Acido
acético, butirico, férmico, lactico e propibnico foram produzidos em menores
quantidades. Diferente do obtido no presente trabalho, n&o se observou a produgéo de n-

butanol em nenhum ensaio experimental.

Varrone et al. (2012), utilizando metodologia semelhante a Sittijunda &
Reungsang (2012), objetivou maximizar a producéo de hidrogénio e etanol, a partir de
glicerol bruto (15,0 g/L), por cultura anaerdbia mista. Para tanto, estudou-se a influéncia

de cinco variaveis: glicerol (g/L), pH inicial, temperatura, extrato de levedura (g/L) e
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triptona. No entanto, utilizando a metodologia de selecdo Plackett-Burman, apenas as
trés primeiras foram consideradas significativas. Os autores relataram que os principais
metabolitos produzidos foram, além do etanol (7,9 g¢/L), lactato, 1,3-propanodiol,

acetato, succinato e formato.

Mangayil et al. (2015) estudaram a maximizacdo da producdo de hidrogénio, a
partir de glicerol bruto (1,0 g¢/L), utilizando uma cultura microbiana enriquecida
principalmente, por espécies Clostridium. O delineamento Plackett-Burman identificou
as variaveis MgCl,.6H,0O e KCI com efeito negativo na producdo de hidrogénio, e
selecionou NH.CI, K,HPO, e KH,PO, como variaveis significativas, que
posteriormente foram avaliadas pelo DCCR. Ao final do experimento de validacao, os
autores relataram que acetato, etanol e butirato foram os metabdlitos majoritarios

produzidos.

Utilizando indculos puros, Jitrwung & Yargeau (2011), Reungsang et al. (2013)
e Chookaew et al. (2014), realizaram estudos similares. Os autores avaliaram a
maximizacdo da producdo de hidrogénio, a partir de glicerol bruto, por E. aerogenes
ATCC 35029, E. aerogenes KKU-S1 e Klebsiella sp. TR17, respectivamente.

Jitrwung & Yargeau (2011), como citado anteriormente, avaliou os efeitos das
seguintes variaveis: nivel de O, no gas usado para transferéncia do inéculo, volume do
indculo, Na;HPO,4, NH;NO3 e FeSO,, além da concentracdo de glicerol. Os autores
verificaram a presenca dos metabolitos piruvato, acetato, lactato, etanol e metanol, ao

final do experimento com 18,0 g/L de glicerol.

Reungsang et al. (2013) avaliaram a influéncia do pH, temperatura e da
concentracdo de glicerol, vitaminas e extrato de levedura, na fermentacdo do glicerol
bruto & H, e etanol. Ao final da fermentacdo com 31,0 g/L de glicerol, os autores
obtiveram como principais metabdlitos: etanol (5,52 g/L), 1,3-propanodiol (64,7 mg/L),
acido aceético (852 mg/L) e acido propidnico (1,63 g/L). Outros produtos como 1-
propanol, n-butanol, acido férmico, acido butirico e valérico foram detectados em

baixas concentragdes.

Chookaew et al. (2014), por sua vez, investigaram a influéncia da concentracdo
de glicerol, KH,PO, e NH,CI, na producdo simultanea de H, e EtOH, a partir de
glicerol bruto. Com 11,14 g/L de glicerol, os autores obtiveram como produtos
majoritarios da fermentacéo etanol, 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol.
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5.1.1.3. Ensaio de Validagéo

A fim de confirmar as condi¢des Otimas preditas pelos modelos, foram
realizados ensaios de validacdo em batelada. Para tanto, o meio otimizado composto de
26,534 g/L glicerol; 1,75 g/L KH,PO,. 0,0076 g/L B12; 0,5 g/L Extrato de Levedura;
34 g/L KyHPO43H,0; 2,0 g/L (NH4).SO4; 0,2 g/L MgS0,.7HO; 0,02 g/L
CaCl,.2H,0; 0,005 g/L FeS04.7H,0 e 2,0 mL/L SL7, foi preparado. O pH inicial foi
ajustado em 6,70 £ 0,03 e a temperatura de cultivo foi 37°C. Os experimentos em

batelada foram conduzidos em triplicata e a média foi calculada para o resultado obtido.

Sob as condi¢cBes Otimas, os rendimentos preditos de Hidrogénio e Etanol
correspondem a 6,395 mmols H, / mol glicerol consumido € 266,388 mmols EtOH / mol
glicerol consumido, respectivamente. Os atuais resultados obtidos nos ensaios de validagéo
séo 6,165 * 0,41 mmol H, / mol glicerol consumido € 291,782 £ 76,92 mmol EtOH / mol
glicerol consumido, Indicando uma boa correlacdo entre os valores preditos e
experimentais. O ensaio de validacdo revelou apenas 3,6% de diferenca entre o valor
predito pelo modelo de H; e o resultado experimental, enquanto que para 0 modelo de
etanol a diferenca foi de 8,7%. Ao final do experimento, os principais metabdlitos
produzidos foram: 1,3-propanodiol (0,30+ 0,05 g/L), etanol (1,23 + 0,028 g/L) e acido
butirico (1,01 + 0,15 g/L). Acido acético, metanol e butanol também foram produzidos

em baixas concentragoes.

5.1.1.4. Analise comparativa com os resultados reportados na literatura

A Tabela 5.12 sintetiza e compara os principais trabalhos na literatura
relacionados a producdo de hidrogénio e etanol realizados em batelada. Apesar do
planejamento experimental desenvolvido ter fornecido regides 6timas bem definidas
para 0s modelos de rendimento de H, e etanol, os resultados obtidos ainda foram
inferiores aos observados em outros estudos. Todavia, é valido ressaltar que a
comparacdo direta € impossivel devido aos diferentes pardmetros operacionais,
indculos, composicdo do glicerol bruto, concentracdo de substrato e uso adicional de

suplementos no meio nutritivo.

Poucos estudos cientificos tém focado na otimizacdo estatistica para melhoria da

producdo mesofilica e simultdnea de biohidrogénio e etanol por culturas anaerobias
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mistas, como é o caso dos trabalhos de Sittijunda & Reungsang (2012) e Varrone et al.
(2012). Sittijunda & Reungsang (2012) reportaram um rendimento de H, e etanol de,
respectivamente, 0,30 e 0,24 mol / mol glicerol consumido, @ partir de 20,33 g/L de
glicerol, utilizando um meio nutriente otimizado que continha 0,16 g/L de uréia, 3,97
g/L de Na;HPO, e 0,20 mL/L de solugdo Endo-nutriente. Varrone et al. (2012), por sua
vez, observaram que o maximo rendimento de H, (0,96 mol H, / mol glicerol ¢onsumido)
ocorreu na temperatura de 37°C, pH inicial de 7,9 e concentracdo de glicerol de 15,0
g/L, enquanto que o maximo rendimento de etanol (1,0 mol EtOH / mol glicerol

consumido) TOI Observado com 37,3°C, pH 8,0 e 15,2 g/L de glicerol.

No entanto, para culturas puras, mais estudos tém sido conduzidos. Um dos
primeiros estudos que abordou a otimizacdo estatistica do meio de cultivo para
maximizar a producdo de hidrogénio, a partir de glicerol bruto, foi reportado por Liu &
Fang (2007) utilizando Klebsiella pneumoniae DSM 2026. Os autores reportaram um
rendimento de H; igual a 0,40 mol H, / mol glicerol consumigo, @ partir de 20,4 g/L de
glicerol, com um meio otimizado contendo 5,7 g/L KCI, 13,8 g/L NH,Cl e 1,5 g/L

CacCly, suplementado com 3,0 g/L de extrato de levedura.

Ainda aplicando culturas puras, estudos como o de Jitrwung & Yargeau (2011),
Reungsang et al. (2013) e Chookaew et al. (2014), investigaram a maximizacdo da
producdo simultanea de hidrogénio e etanol. Jitrwung & Yargeau, por exemplo,
utilizando Enterobacter aerogenes, otimizaram 0s componentes do meio nutriente
usando delineamento de Box-Benken e metodologia de superficie de resposta. Os
autores reportaram rendimentos de 0,85 mol H, / mol glicerol ¢onsumigo € 0,85 mol EtOH
/ mol glicerol ¢onsumido, Utilizando 18,0 g/L de glicerol, 8,0 g/L de Na,HPO,, 0,00625 g/L
de FeSQ,, 1,5 g/L de NH4NO3, 9,4 mL do in6culo e 7,5% de oxigénio.

Reungsang et al. (2013) obtiveram os maximos rendimentos de 0,12 mol H; /
mol glicerol consumido € 0,83 mol EtOH / mol glicerol consumido, Utilizando Enterobacter
aerogenes KKU-S1, com 37 g/L de glicerol, 1,0 g/L extrato de levedura, pH inicial 8,14
e temperatura de 37°C. Diferente do presente trabalho, as vitaminas avaliadas pelos
autores ndo foram significativas no processo. Chookaew et al. (2014), por sua vez,
obtiveram 0,26 mol H, / mol glicerol ¢onsumigo € 0,58 mol EtOH / mol glicerol consumido,
utilizando Klebsiella sp. TR17, com 11,14 g/L de glicerol, 2,47 KH,PO, e 6,03 g/L
NH,CI.
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Tabela 5.12: Estudo comparativo do rendimento de hidrogénio e etanol, entre o trabalho atual e os reportados na literatura (em batelada).

Rendimento
Concentracéao - .
Substrato Inéculo (mol metabdlito / mol glicerol consumido) Referéncia
/L
L) HY EtOHY
Glicerol bruto 20,4 Klebsiella pneumoniae 0,40 NI LIU & FANG et al. (2007)
Glicerol bruto 18,0 Enterobacter aerogenes 0,85 0,85 JITRWUNG et al. (2011)
o H. saccharolyticum subsp. .
Glicerina pura 2,5 ) 2,16 NI KIVISTO et al. (2011)
Saccharolyticum
Glicerol bruto 20,33 Misto 0,30 0,24 SITTIJUNDA & REUNGSANG (2012)
Glicerol bruto 15,0 Misto 0,96 1,00 VARRONE et al. (2012)
Glicerol bruto 7,0 Misto 0,76 0,70 LIU etal (2013)
Glicerol bruto 31,0 Enterobacter aerogenes 0,12 0,83 REUNGSANG et al. (2013)
Glicerol bruto 11,14 Klebsiella sp. 0,26 0,58 CHOOKAEW et al. (2014)
Glicerol bruto 1,0 Misto 1,42 NI MANGAYIL et al. (2015)
Glicerol bruto 26,45 Misto 0,006 0,29 Este estudo

HY: Rendimento de H,; EtOHY': rendimento de etanol; NI: ndo informado.
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5.1.2 Aplicacéo do meio de cultura otimizado em reatores continuos

Neste item serdo apresentados os resultados obtidos com a aplicagéo do meio de
cultura otimizado, descrito no item 5.1.1.3 deste capitulo, em reatores anaerdbios de
leito fluidificado. Para tanto, utilizou-se dois reatores mesofilicos denominados de RGB

— reator alimentado com glicerol bruto e, RGP — reator alimentado com glicerina pura.

De acordo com o objetivo proposto, cada reator seria alimentado exatamente
com as concentragdes de substrato e nutrientes definidas pelo planejamento
experimental (26,534 g/L glicerol; 1,75 g/L KH,PO,4. 0,0076 ¢g/L B12; 0,5 g/L Extrato
de Levedura; 3,4 g/L K;HPO4.3H,0; 2,0 g/L (NH4),SO4; 0,2 g/L MgS0O,4.7H,0; 0,02
g/L CaCl,.2H,0; 0,005 g/L FeSO4.7H,0 e 2,0 mL/L SL7), bem como a temperatura
utilizada (30°C) e pH efluente (~4,5). De forma que a Unica modificacdo seria a
alteracdo do modo ndo-continuo (batelada) para 0 modo continuo de operacédo, além da

comparacéo dos resultados entre dois tipos de glicerol, puro e bruto.

No entanto, ao alimentar o reator RGP (glicerina pura) com a concentracdo pré-
estabelecida de glicerina (26,5 g/L), 0 mesmo ndo apresentou respostas quanto ao
consumo de glicerol. Diante isso, a estratégia adotada foi reduzir & metade apenas a
concentracdo de glicerol (~13,25 g/L), permanecendo 0s outros componentes como 0

definido. Tal estratégia obteve sucesso e possibilitou seguir com a operacéo.

5.1.2.1 Consumo de glicerol

As conversGes médias de cada fase operacional dos reatores RGB e RGP séo
apresentadas na Tabela 5.13 e nas Figuras 5.8 e 5.9. De acordo com a Figura 5.8 €
possivel observar que houve uma estabilidade no consumo nas trés primeiras fases de

operacao do reator RGB, seguido por um declinio no TDH de 12h.

O reator RGP apresentou um comportamento semelhante, no entanto, 0 consumo
de substrato obtido nas trés primeiras fases de operagdo foi maior que o observado no
reator RGB. Da mesma forma, houve um declinio no consumo na ultima fase de
operacdo (TDH 12h).
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Tabela 5.13: Consumo e concentracOes afluente e efluente para 0 RGB e RGP.

RGB RGP
TDH
) Consumo  Afluente Efluente Consumo  Afluente Efluente
(%) (mg/L) (mg/L) (%) (mg/L) (mg/L)
36 243+34 250+25 196+30 | 398+76 122+19 6409
28 172+10 243+30 210+£31 |226+33 12,7+22 89+11
20 209+19 253+2,7 211+31 | 368+65 13,7+19 90+1.2
12 81+23 26,716 256+21 | 7,7+29 129+18 119+10
Figura 5.8: Consumo de substrato no RGB.
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Fazendo um paralelo com o Estudo B descrito nesta dissertacdo, observou-se
que em altas concentracdes de glicerol, a conversdo de substrato € muito baixa. Diante
disso, adotou-se como estratégia de operacdo a utilizacdo de elevados tempos de
detencdo hidraulica, possibilitando um maior contato entre o microrganismo e o
substrato. E notavel que em TDHs mais altos (36h a 20h) o consumo é razoével, no
entanto, a partir do TDH de 12h, o consumo é muito baixo, 0 que obviamente,
impossibilitou a operagédo do reator em TDHs menores que 12h.

A possivel explicacdo para o comportamento dos reatores € o efeito denominado
inibicdo pelo substrato e, como consequéncia, inibicdo por retroalimentagdo (ou
feedback) do produto. De acordo com Edwards (1970), uma quantidade excessiva de
substrato pode desiquilibrar o metabolismo da célula, causando, talvez, um excesso de
producdo de um produto resultante de uma via metabdlica e blogqueando uma segunda
via relacionada. Por outro lado, quando a concentracdo deste produto se eleva, a
tendéncia é que este metabdlito aja como um inibidor alostérico, diminuindo a
velocidade da via e a sua propria producao. Esse mecanismo é denominado inibicdo por

retroalimentacdo ou feedback.

Segundo Walter & Frieden (1963), quando o produto derivado de uma reacéo
enzimatica acumula, € possivel que ocorra um sistema de regulacdo biologica. A
quantidade de produto formada pode ser controlada pela quantidade de produto e
substrato presentes no meio. No equilibrio, nenhum produto € sintetizado, a ndo ser que
mais substrato seja adicionado ao meio e/ou produto seja removido. Isso regularia a
concentracdo de produto formado mesmo que nenhum produto seja removido por outros
mecanismos. A inibicdo pelo produto, portanto, pode ser vista como uma protecao
contra os extremos bioldgicos (WALTER & FRIEDEN, 1963).

De forma pratica, pode-se observar nesse trabalho, que a alta concentracdo de
glicerol aplicada no reator RGB dificultou o seu consumo, permanecendo em torno de
20% nas trés primeiras fases de operacdo. Entretanto, ao diminuir estrategicamente a
concentracgéo de glicerina no reator RGP, observa-se um consumo em torno de 35% nas
trés primeiras fases. Soma-se a isso a grande producdo de 1,3-propanodiol em todas as
fases de operacdo de ambos os reatores (dados mostrados no proximo item), além da
minima producdo de hidrogénio e outros metabolitos oriundos da vida oxidativa. Tais

fatos corroboram como argumentos para a explicacdo descrita anteriormente.
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5.1.2.2 Hidrogénio e metabolitos sollveis produzidos

Na Tabela 5.14 estdo apresentados os resultados referentes ao rendimento e
produtividade de hidrogénio, etanol e 1,3-propanodiol nos quatro TDHs aplicados no
reator RGB. E possivel observar que nio houve producio de hidrogénio em nenhuma

fase de operacéo do reator.

A producdo de etanol teve seu maximo no TDH de 36h e decresceu a medida
que diminuia o TDH. A maxima concentracdo, rendimento e producdo volumétrica de
etanol obtidos foram de 365,4 mg/L, 0,12 mol etanol / mol glicerol consumido © 0,010
g/L.h, respectivamente, no TDH de 36h. Para o 1,3-propanodiol, houve um aumento do
rendimento até o TDH de 28h, seguido por uma diminuicdo até o TDH de 12h. A
maxima concentracdo (1310,0 mg/L) e produtividade (0,066 g/L.h) de 1,3-propanodiol
foram obtidos no TDH de 20h, enquanto 0 méaximo rendimento alcancado (0,38 mol

1,3-PD/mol glicerol consumido) 0COrreu no TDH de 28h.

A Figura 5.10 mostra o comportamento dos rendimentos de H,, etanol e 1,3-
propanodiol. E possivel verificar que no TDH de 36h, os rendimentos de etanol e 1,3-
propanodiol eram muito semelhantes. Soma-se a isso, o fato de que a porcentagem de
1,3-propanodiol e etanol dentre os metabolitos solGveis produzidos eram de,
respectivamente, 58,5% e 40,9%. No entanto, a partir do TDH de 28h, houve um
favorecimento da via redutiva da fermentacdo do glicerol, priorizando a producéo de
1,3-propanodiol, que constituia mais de 90% dos metabdlitos soltveis produzidos. Um
possivel colapso do reator pode ser verificado no TDH de 12h, em que os rendimentos
dos metabdlitos produzidos atingem valores despreziveis, além do baixo consumo

alcancado nesta fase.

Tabela 5.14: Producéo de Hy, etanol e 1,3-propanodiol no reator RGB.

TDH (h) %H; HY PVH EtOHY PVEtOH 1,3-PDY PV1,3-PD
36 0,00 0,00 0,00 0,12 0,010 0,17 0,024
28 0,00 0,00 0,00 0,01 0,000 0,38 0,047
20 0,00 0,00 0,00 0,01 0,001 0,30 0,066
12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,06 0,009

HY, EtOHY e 1,3-PDY: rendimentos de H,, etanol e 1,3-propanodiol (mol/mol glicerol consumido)
PVH, PVEtOH, PV1,3-PD: producdo volumétrica de H2 (mmol H,/L.h), etanol e 1,3-propanodiol (g/L.h)
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Figura 5.10: Rendimentos de H,, etanol e 1,3-propanodiol no reator RGB.
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Da mesma forma, na Tabela 5.15 estdo apresentados os resultados referentes ao
rendimento e produtividade de H,, etanol e 1,3-propanodiol no reator RGP.
Diferentemente do apresentado pelo reator alimentado com glicerol bruto, no reator
RGP houve producéo de H, em duas fases de operacdo, sendo que a maxima producao
foi obtida no TDH de 20h (0,078 mol H,/ mol glicerol ¢onsumido € 0,078 g/L.h).

A produgdo de etanol também apresentou o seu maximo no TDH de 36h e
decresceu a medida que diminuia o TDH. A maxima concentracdo, rendimento e
produtividade atingidos foram de, respectivamente, 408,7 mg/L, 0,17 mol etanol / mol
glicerol consumido © 0,011 g/L.h. Para o 1,3-propanodiol, houve um aumento do
rendimento até o TDH de 20h, seguido por um decréscimo. A maxima concentracao,
rendimento e produtividade de 1,3-propanodiol, foram atingidos no TDH de 20h e
correspondem a, respectivamente, 1776,0 mg/L, 0,43 mol 1,3-PD/mol glicerol ¢onsumido €
0,089 g/L.h.

Comportamento muito semelhante ao reator RGB em relacdo aos rendimentos,
também foi verificado no reator RGP, conforme € mostrado pela Figura 5.11. Observa-
se que a via redutiva da fermentacéo do glicerol foi favorecida a partir do TDH de 28h,
apresentando uma porcentagem de 1,3-propanodiol superior a 90% dentre o0s
metabolitos solGveis produzidos. No entanto, no TDH de 36h, os metabolitos foram
constituidos de 43% de 1,3-propanodiol e 56% de etanol, fato contrario apresentado

pelo reator RGB.



Tabela 5.15: Producéo de Hy, etanol e 1,3-propanodiol no reator RGP.
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TDH (h) %H; HY PVH EtOHY PVEtOH 1,3-PDY PV1,3-PD
36 7,30 0,005 0,02 0,17 0,011 0,13 0,014
28 0,00 0,000 0,00 0,01 0,001 0,34 0,029
20 34,20 0,078 0,57 0,01 0,002 0,43 0,089
12 0,00 0,000 0,00 0,00 0,000 0,21 0,028

HY, EtOHY e 1,3-PDY: rendimentos de H,, etanol e 1,3-propanodiol (mol/mol glicerol consumido)

PVH, PVEtOH, PV1,3-PD: producdo volumétrica de H2 (mmol H,/L.h), etanol e 1,3-propanodiol (g/L.h)

Figura 5.11: Rendimentos de H, etanol e 1,3-propanodiol no reator RGP.
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De maneira geral, os metabdlitos sollveis produzidos foram constituidos apenas

por 1,3-propanodiol e etanol. ConcentracBes despreziveis de acido propibnico e butirico

foram verificadas.

O grande favorecimento da via redutiva da fermentacdo do glicerol e

consequente producéo de 1,3-propanodiol, pode ser atribuido ao efeito de inibigdo do

substrato gerado pela elevada concentragcdo de glicerol aplicada aos reatores, como

explicado no item anterior, e também, pela adi¢do de vitamina B12 ao meio nutriente.
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Segundo Biebl et al. (1999), a maioria dos microrganismos produtores de 1,3-
propanodiol sdo dependentes de vitamina B12, uma vez que a enzima glicerol
desidratase, incluida na primeira etapa de producdo do 1,3-propanodiol, requer a
vitamina B12 como uma coenzima para funcionamento ativo. Autores como Kivisto et
al. (2011) e Pflugl et al. (2012) alcancaram, respectivamente, 0,58 e 0,84 mol 1,3-
PD/mol glicerol ¢onsumido, @0 Utilizarem indculos puros e meios nutrientes suplementados

com vitamina B12, em batelada.

5.1.2.3. Comparacdo entre os resultados obtidos no reator batelada e no reator continuo

A Tabela 5.16 resume os rendimentos maximos obtidos de H,, etanol e 1,3-
propanodiol no reator em batelada e no reator continuo. Ressalta-se que, como foi
necessario diminuir pela metade a concentracdo de glicerol no reator alimentado com
glicerina pura (RGP), o reator utilizado para fins de comparacdo foi o reator RGB,

operado nas condicBes determinadas pelo planejamento experimental prévio.

E possivel observar que a alteracio no modo de operacdo, ao utilizar as mesmas
concentracdes de glicerol e nutrientes, ndo resultou no esperado, uma vez que foi
verificado uma diminui¢cdo do rendimento de H, e etanol. No entanto, ocasionou o0
aumento, de aproximadamente 5x, no rendimento de 1,3-propanodiol, passando de 0,08
no reator em batelada, para 0,38 mol de 1,3-PD/mol glicerol ¢onsumido NO reator continuo.
Tal fato pode ser atribuido ao favorecimento da via redutiva da fermentacao do glicerol
ocasionado pela elevada concentragdo de substrato e utilizacdo da vitamina B12, como

explicado nos itens anteriores.

Tabela 5.16: Comparacdo dos rendimentos maximos obtidos no reator em batelada e no

reator continuo.

Rendimento (mol / mol glicerol consumido)

Tipo de reator  Glicerol (g/L)

HY EtOHY 1,3-PDY
Batelada* 26,45 0,006 0,291 0,077
Continuo 26,45 0,00 0,12 0,38

*Resultados obtidos no ensaio de validag&o.
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5.2 Estudo B: Otimizacao de parametros operacionais em reatores continuos

O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi explorado visando
definir a melhor combinagdo das varidveis X; = concentracdo de glicerol (g/L) e X; =
TDH (h), que resulta na maximizacdo das respostas Y; = consumo de glicerol - CG (%),
Y, = carga organica volumétrica removida — COVR (g/L.h) Y3 = contetdo de H, no
biogas — H, (%) e Y4 = rendimento de H, — HY (mol H, / mol glicerol consumido). A
Tabela 4.9 do Capitulo 4, apresenta a matriz experimental do DCCR para as duas
variaveis, totalizando 10 ensaios experimentais. Como explicado anteriormente, cada
ensaio experimental correspondeu a uma fase de operacdo do reator RM, cujas

condigdes de concentracdo do substrato e TDH foram definidos pela matriz.

O desempenho do reator RM em cada um dos 10 ensaios experimentais esta
apresentada na Tabela 5.17. A otimizacdo e analise de cada variavel resposta foram

discutidos nos tépicos subsequentes.

Tabela 5.17: Desempenho do reator RM nos 10 ensaios experimentais

TCO HY (mol H,/ HPR
Ensaio medida CG (%) /L) H, (%) mol glicerol (mmol
(kg/m3d|a) o consumido) H2/|—-h)

54,13 834+44 2,09 0,0+0,0 0,000 £0,000 0,00 +0,00

160,60 330+41 248 27,3+9,8 0,006 +0,006 0,41 +0,26

13,92 91,8+4,7 0,57 0,0+0,0 0,000 +0,000 0,00 +0,00

14,82 98,4+27 057 0,0+0,0 0,000 +0,000 0,00 +0,00

89,86 20,2+3,7 0,69 73,1+7,1 0,170%+0,057 3,61 +0,97

1
2
3
4 40,10 344+41 0,65 82,7+38 0,111+0,038 1,84 +0,52
5
6
7

260,41 419+92 551 784+76 0,069+0,027 9,74+278

8 23,62 53,0+45 057 0,0+0,0 0,000 £0,000 0,00 +0,00
9 (PC) 47,36 38,7+6,8 0,77 87,4+39 0,068+0,029 0,98 +0,55
10 (PC) 47,35 489+41 098 79,1+139 0,051+0,035 1,45+0,95

GC = Consumo de glicerol (%); COVR = Carga Organica VVolumétrica Removida; H, = Conteldo de H,
no biogas (%); HY = Rendimento de H, (mol Hy/mol glicerol ¢onsumido); PVH = Producdo volumétrica de
H, (L/L.d); PC = Ponto central.
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5.2.1 Efeito da concentracédo de glicerol bruto e do TDH na conversdo do substrato e

na carga organica volumétrica removida.

E possivel notar, na Tabela 5.17, que o consumo de glicerol variou de 20,2% +
3,7% a 98,4% * 2,7%, atingindo o seu valor maximo no ensaio 5. Nota-se ainda, que 0s
pontos centrais apresentaram uma variagdo relativamente baixa (o = 7,1983), indicando

uma boa reprodutibilidade do processo.

Diante dos resultados obtidos, foi possivel determinar os coeficientes do modelo,
que estdo apresentados na Tabela 5.18. Excetuando-se o termo linear e quadratico da
variavel Glicerol (Xy), todos os outros parametros do modelo foram néo-significativos a
um intervalo de confianca de 95% (p<0,05). Dessa forma, o modelo polinomial de 22

ordem, para as variaveis codificadas e significativas, é apresentado na Equacéo (17).

Y1 =43,8000 — 27,2989x; + 9,5688X,2 17)

Em que, Y, representa o valor previsto do consumo de glicerol, e X; e X, S80 0S

valores codificados para as variaveis Glicerol e TDH, respectivamente.

Tabela 5.18: Coeficientes de regressao para a resposta CG.

Fatores Coeficlentes Erro Padréao t(4) p-valor
de Regressao (Prob > F)
Média 43,8000 4,51654 9,6977 0,000633*
X1 (L) -27,2989 2,25827 -12,0884 0,000269*
X1 (Q) 9,5688 2,98741 3,2030 0,032806*
Xz (L) 3,1872 2,25817 1,4114 0,230979
X2 (Q) 3,6438 2,98741 1,2197 0,289575
X1X2 -1,7500 3,19368 -0,5480 0,612864

Rz =0,9754, p< 0,05, Erro residual = 40,798

*Efeitos significativos a 95% de confianca
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O coeficiente de regressdo obtido (R? = 0,9754) indica que 97,54% da
variabilidade pode ser explicada pelo modelo.

Diante dos resultados obtidos pela Anéalise de Variancia (ANOVA) e descritos
na Tabela 5.19, observa-se que, além do alto valor de R2, 0 modelo construido para o
Consumo de Glicerol apresentou um valor de F calculado (69,70) quase 15 vezes maior

que o valor de F tabelado (4,74), refletindo a significancia estatistica da equacéo obtida.

Tabela 5.19: ANOVA para a resposta CG.

Fonte de Soma Graus de Meédia
) . ) o Fcalculado Ftabelado
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica

Regresséo 6320,9 2 3160,4 69,7001 4,74
Residuos 317,4 7 45,3
Total 6638,3 9

A Tabela 5.20 apresenta os valores experimentais obtidos e os valores previstos
pelo modelo para o Consumo de Glicerol (CG), em porcentagem, bem como a %Ajuste
do modelo. E possivel observar que a %Ajuste para 0 modelo do Consumo de Glicerol
ultrapassa 85% na grande maioria dos ensaios experimentais, o que indica a

confiabilidade do modelo construido.

O DCCR, utilizado nesse trabalho, possibilitou a construgdo de um modelo para
0 Consumo de Glicerol que forneceu regides Otimas bem definidas, nas condicGes
operacionais exploradas. A analise da superficie de resposta, mostrada na Figura 5.12,
permitiu inferir uma regido de maximizacdo da resposta avaliada. Observa-se que,
diante dos resultados obtidos, a resposta CG independe da varidvel TDH (X3), sendo
fortemente dependente da varidvel Concentracdo de Glicerol (X;). Dessa forma, alto
Consumo de Glicerol foi obtido em concentracdes de substrato abaixo de 5,0 g/L, em

qualquer um dos TDHs testados.



Tabela 5.20: Valores previstos pelo modelo e a respectiva %Ajuste — CG.
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Ensaios X1 X2 e G %A juste
Experimental previsto

1 -1 -1 83,4 85,7 97,2
2 1 -1 33,0 34,6 95,0
3 -1 1 91,8 89,2 97,2
4 1 1 34,4 311 90,6
5 -1,414 0 98,4 101,5 96,8
6 1,414 0 20,2 24,3 79,5
7 0 -1,414 41,9 57,5 62,9
8 0 1414 53,0 57,5 91,6

9 (PC) 0 0 38,7 43,8 86,8

10 (PC) 0 0 48,9 43,8 89,5

PC: Ponto central

Figura 5.12: Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para %CG.

ouInSe Yl

B

TDH (h)

11,0
9,5
8,0
6,5
50

35

25

5,0

7.5 100 12,6
Glicerol (g/L)

15,0

175

20,0

Apesar de ser estatisticamente preciso - como indica o valor do coeficiente de

regressdo obtido para este modelo (0,9754) - o resultado acima ndo condiz com 0s

trabalhos relatados na literatura (Zhao et al., 2008), uma vez que a analise dos efeitos

exercidos pelos parametros Glicerol e TDH na resposta %Conversdo de substrato

mostra independéncia do pardmetro TDH na resposta avaliada.
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Por esse motivo, e de forma a complementar e compreender a analise de
favorecimento das vias metabolicas da fermentagdo do glicerol, analisou-se também, o
efeito dos pardmetros concentracdo de glicerol e TDH na carga orgéanica volumeétrica
removida (COVR).

A carga organica volumétrica removida (COVR) é definida como a quantidade
de matéria organica removida pelo reator, por unidade de tempo e por volume de meio

do reator, conforme demonstrado na Equacéo (18):
Vo
COVR =V_ CAO XA (18)
R

Em que vo é 0 volume de &gua residudria alimentado por unidade de tempo
(vazdo — L/h), Vg € o volume do reator (L), Cao € a concentracdo alimentada de afluente
(g/L) e Xa € a conversdo ou consumo do substrato. Para reatores operados em modo
continuo, como é o caso do reator RM utilizado neste estudo, o termo vy / Vg equivale
ao tempo de detencdo hidraulica (TDH) e a Equagdo (18) pode ser resumida pela

Equacao (19):

COVR = % (19)

Ainda diante da Tabela 5.17, é possivel observar que a carga organica
volumétrica removida (COVR) variou de 0,57 a 5,51 g/L.h, atingindo o seu valor
maximo no ensaio 7. Assim como para a resposta %Conversdo de Glicerol, 0os pontos
centrais apresentaram uma variagao relativamente baixa (o = 0,14397), indicando uma

boa reprodutibilidade do processo.

Analisando o efeito da concentragdo de glicerol bruto e do TDH na carga
organica removida, foi possivel determinar os coeficientes do modelo que estdo
apresentados na Tabela 5.21. Excetuando-se o termo linear e quadratico da variavel

TDH (X;), todos os outros parametros do modelo foram ndo-significativos a um
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intervalo de confianca de 95% (p<0,05). Dessa forma, 0 modelo polinomial de segunda

ordem, para as varidveis codificadas e significativas, é apresentado na Equacé&o (20):

Y2 =0,875—1,295x, + 0,988x,? (20)

Em que, Y, representa o valor previsto do consumo de glicerol, e X; e X, Sd0 0S

valores codificados para as variaveis Glicerol e TDH, respectivamente.

Tabela 5.21: Coeficientes de regressao para a resposta COVR.

Fatores Coeficlentes Erro Padréao t(4) p-valor
de Regressao (Prob > F)

Média 0,87500 0,49409 1,77095 0,15127
X1 (L) 0,07996 0,49409 0,32368 0,76240
X1 (Q) -0,21688 0,65351 -0,66362 0,54323
X2 (L) -1,29453 0,49409 -5,24010 0,00634*
X2 (Q) 0,98813 0,65351 3,02358 0,03903*

X1X2 -0,08250 0,69874 -0,23614 0,82492

R2=0,9120, p< 0,05, Erro residual = 0,4882

*Efeitos significativos a 95% de confianca

O coeficiente de regressdo obtido (R? = 0,9120) indica que 91,20% da
variabilidade pode ser explicada pelo modelo.

Diante dos resultados obtidos pela Analise de Variancia (ANOVA) e descritos
na Tabela 5.22, observa-se que, além do alto valor de R%, o modelo construido para a
COVR apresentou um valor de Fcalculado (31,09) quase 7 vezes maior que o valor de F

tabelado (4,74), refletindo a significancia estatistica da equagéo obtida.
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Tabela 5.22: ANOVA para a resposta COVR.

Fonte de Soma Graus de Média
L . ) - Fcalculado Ftabelado
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 20,00 2 10,00 31,0854 4,74
Residuos 2,45 7 0,30
Total 33,45 9

A Tabela 5.23 apresenta os valores experimentais obtidos e os valores previstos
pelo modelo para a COVR, em g/L.h, bem como a %Ajuste do modelo. O DCCR,
utilizado nesse trabalho, possibilitou a construcdo de um modelo para a Carga Organica
Volumétrica Removida que forneceu regides otimas bem definidas, nas condigdes
operacionais exploradas. A analise da superficie de resposta, mostrada na Figura 5.13,
permitiu inferir uma regido de maximizacgdo da resposta avaliada. De maneira oposta ao
demonstrado pela resposta %CG, observa-se ainda que a resposta COVR ¢é
independente da variavel Concentracdo de Glicerol (X;), se mostrando fortemente
dependente da varidvel TDH (X;). Dessa forma, alta COVR foi obtida em TDHSs abaixo

de 2h, para qualquer concentragéo afluente testada.

Tabela 5.23: Valores previstos pelo modelo e a respectiva %Ajuste — COVR.

Ensaios X1 X2 CC?VR CO\_/R %Ajuste
Experimental previsto

1 -1 -1 2,09 0,57 27,21
2 1 -1 2,48 0,57 22,93
3 -1 1 0,58 0,57 98,03
4 1 1 0,65 0,57 87,48
5 -1,414 0 0,57 0,87 46,49
6 1,414 0 0,69 0,87 73,19
7 0 -1,414 5,51 0,26 4,76
8 0 1,414 0,57 0,26 46,03

9 (PC) 0 0 0,77 0,87 86,36

10 (PC) 0 0 0,98 0,87 89,28

PC: Ponto central
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Figura 5.13: Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para COVR.
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Na Tabela 5.20 é possivel observar que as mais elevadas conversdes de substrato
foram obtidas nos ensaios 1 (83,4%), 3 (91,8%) e 5 (98,4%), que correspondem as
concentragOes de glicerol de 5,0, 5,0 e 2,9 g/L, respectivamente. Entretanto, diante da
Tabela 5.23, nota-se que as mais elevadas COVRs ocorreram nos ensaios 1 (2,09), 2
(2,48) e 7 (5,51), que correspondem aos TDHSs de 2h, 2h e 0,76h, respectivamente.

A carga orgénica volumétrica removida (COVR) esta relacionada com a
velocidade da biorreacdo, conforme mostrado na Equacdo (y). Vale destacar que essa
biorreacdo € global, uma vez que é formada por muitas reacdes intermediarias referentes

as rotas metabdlicas (Figura 3.5), explicitadas no topico 3.4 desta Dissertacao.

Sendo assim, é possivel afirmar que a influéncia do TDH indica uma mudanca
na velocidade da biorreacdo global em funcdo do tempo disponibilizado para que as
muitas reacGes intermediarias ocorram. Essas reacdes, por sua vez, mantém um
equilibrio entre as rotas metabdlicas quando o reator esta em regime continuo ou
descontinuo.

Diante do resultado obtido na analise estatistica, verifica-se que esse equilibrio
entre as rotas metabolicas depende unicamente do TDH, e que a disponibilidade de
substrato ndo exerce a mesma influéncia, uma vez que as velocidades das biorreagdes se
mantém no mesmo equilibrio em relacdo a concentragdo afluente. Neste ultimo caso,
com o equilibrio se mantendo constante, pode-se afirmar que ndo ocorre mudanga no
“modelo cinético global”, o que indica que as velocidades estdo sendo aumentadas

proporcionalmente as quantidades alimentadas de substrato.
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Dessa forma, diferentemente da resposta %Conversao de Glicerol, a anélise dos
pardmetros Glicerol e TDH na carga organica volumétrica removida apresentou
resultados coerentes. E importante salientar que, apesar da variavel %Conversdo de
Glicerol ser amplamente avaliada por diversos fatores, é necessario uma analise critica a
respeito do que pretende ser avaliado. No caso da presente Dissertacdo, a resposta
%Conversao de Glicerol ndo apresentou resultados satisfatorios para a analise da rota

metabdlica, 0 que exigiu a anélise de outra variavel resposta.

A andlise detalhada a respeito da influéncia da COVR nos rendimentos de Hy,

1,3-propanodiol e &cido propidnico é mostrada no item 5.2.6.

5.2.2 Efeito da concentracgao de glicerol bruto e do TDH no contetido de H; no biogés

A Tabela 5.17 mostra que o contetido de H, no biogas variou de 0,0 a 87,4% +
3,9%, atingindo o seu valor méaximo no ensaio 9. Considerando os erros, observa-se que
0s pontos centrais obtiveram resultados muito semelhantes (¢ = 5,8689), indicando uma

boa reprodutibilidade do processo.

Diante dos resultados obtidos, foi possivel determinar os coeficientes do modelo,
que estdo apresentados na Tabela 5.24. Excetuando-se o termo linear e quadratico da
variavel Glicerol (X;) e o termo quadratico da varidvel TDH (X;), todos os outros
parametros do modelo foram ndo-significativos a um intervalo de confianca de 90%
(p<0,10). Dessa forma, o modelo polinomial de segunda ordem, para as variaveis
codificadas e significativas, é apresentado na Equag&o (21):

Y3 =83,2500 + 26,6724xX; - 25,9438x12 - 24,6188x,? (21)

Em que, Y3 representa o valor previsto do conteudo de H, no biogas, e X; € X,

sdo os valores codificados para as variaveis glicerol e TDH, respectivamente.
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Tabela 5.24: Coeficientes de regresséo para a resposta %H,.

Fatores Coeficlentes Erro Padréao t(2) p-valor
de Regressao (Prob > F)
Média 83,2500 4,1500 20,0602 0,031709*
X1 (L) 26,6724 2,0750 12,8542 0,049427*
X1 (Q) -25,9438 2,7450 -9,4514 0,067108*
Xz (L) -6,9343 2,0750 -3,3418 0,185102
X2 (Q) -24,6188 2,7450 -8,9687 0,070691*
X1X2 13,8500 2,9345 4,7197 0,132919

R2? =0,7467, p< 0,10, Erro residual = 810,511

*Efeitos significativos a 90% de confianca

O coeficiente de regressdo obtido (R? 0,7467) indica que 74,67% da

variabilidade pode ser explicada pelo modelo.

Diante dos resultados obtidos na Analise de Variancia (ANOVA) e descritos na
Tabela 5.25, observa-se que, além do razoavel valor de R%, 0 modelo construido para o
contetdo de H; no biogas apresentou um valor de F calculado (4,75) maior que o valor

de F tabelado (3,29), refletindo a significancia estatistica da equacéo obtida.

Tabela 5.25: ANOVA para a resposta %H,.

Fonte de Soma Graus de Média
) ) ] ) Fcalculado Ftabelado
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 11538.,9 3 3846,3 47455 3,29
Residuos 4863,1 6 810,5
Total 16402,0 9

A Tabela 5.26 apresenta os valores experimentais obtidos e os valores previstos
pelo modelo para o conteddo de H, no biogas (%H,), em porcentagem, bem como a

%Ajuste do modelo. E possivel observar que na regido 6tima — regido dos pontos
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centrais - a %Ajuste do modelo é de aproximadamente 95%, o que indica a

confiabilidade do modelo construido.

O DCCR, utilizado nesse trabalho, possibilitou a constru¢do de um modelo para
o contetido de H, no biogés que forneceu regides 6timas bem definidas, nas condi¢des
operacionais exploradas. A analise da superficie de resposta, mostrada na Figura 5.14,
permitiu inferir uma regido de maximizagdo da resposta avaliada. Com o auxilio de
métodos matematicos aplicados a equacdo do modelo, tem-se que os pontos 6timos

obtidos correspondem a concentracdo de 12,57 g/L de glicerol e TDH de 5,01 horas.

E importante ressaltar que o biogas produzido no reator RM foi composto
apenas de H, e CO,, ndo sendo detectada a ocorréncia de metano em nenhum momento
durante a operacdo do reator. Este fato pode ser atribuido ao sucesso no tratamento
térmico do in6culo utilizado no reator, o que propiciou a eliminacdo das arqueas

metanogénicas.

Tabela 5.26: Valores previstos pelo modelo e a respectiva %Ajuste — %Hs.

Ensaios X1 X2 Vo Yot %A]uste
Experimental previsto

1 -1 -1 0,0 12,9 0,0
2 1 -1 27,3 38,6 58,7
3 -1 1 0,0 -14,8 0,0
4 1 1 82,7 66,3 80,1
5 -1,414 0 0,0 -6,3 0,0
6 1,414 0 73,1 69,1 94,5
7 0 -1,414 78,4 20,2 25,7
8 0 1,414 0,0 20,2 0,0

9 (PC) 0 0 87,4 83,3 95,3

10 (PC) 0 0 79,1 83,3 94,8

PC: Ponto central
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Figura 5.14: Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para %Ho.
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De acordo com a Tabela 5.26, é possivel observar que houve uma grande
variacdo do conteudo percentual de hidrogénio no biogas produzido. Excetuando-se o
ensaio 8 (10,0 g/L), observa-se que as porcentagens de hidrogénio nulas ocorreram nas
condigGes de menor concentragdo de substrato, correspondentes aos ensaios 1 (5,0 g/L),
3(5,09/L)e5 (2,9 g/L).

No presente trabalho, o baixo contetdo de hidrogénio constatado nestes ensaios
experimentais pode ser justificado pelo favorecimento da rota de producdo do &cido
propidnico e/ou via redutiva da fermentacdo do glicerol, com producdo de 1,3-
propanodiol, visto que estes compostos foram obtidos em concentracdes elevadas nesses

ensaios experimentais (descricdo detalhada no item 5.2.4. deste capitulo).

De forma a argumentar o resultado obtido, ressalta-se que para a formacdo de 1
mol de 1,3-propanodiol, 1 mol de H, é consumido (Equacdo 9 — Capitulo 3) e que os
maiores rendimentos de producdo de hidrogénio estdo associados com a geracao de
acido acético e butirico, 0 que ndo é o caso dos ensaios analisados anteriormente.
Destaca-se ainda que, de acordo com Koskinen et al. (2007), a comunidade microbiana
presente no biofilme pode se tornar, ao longo do tempo, enriquecida com produtores de
propionato, uma vez que eles possuem melhores propriedades de adesdo que 0s
produtores de H,. Essa peculiaridade ocasiona a reducéo da producdo de hidrogénio e o

favorecimento da producéo de acido propionico.
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Por outro lado, alto percentual de hidrogénio no biogas foi obtido ao utilizar
concentracdo de glicerol acima de 10,0 g/L, exceto nos ensaios 2 e 8. Alguns
pesquisadores reportaram resultados semelhantes ao presente trabalho.

Selembo et al. (2009) compararam a producdo de H; e 1,3-Propanodiol a partir
de glicerol puro e bruto, ambos na concentracdo de 3,0 g/L, em ensaios em batelada
utilizando in6culo misto proveniente de solo de trigo tratado termicamente. Os
experimentos foram conduzidos em temperatura mesofilica de 30°C e o pH ajustado
para 7,0. Os autores verificaram que o maior percentual de H, no biogas foi obtido com

o glicerol bruto do que com a glicerina pura (61% vs. 53%), ap6s 18h de fermentacao.

Lo et al. (2013), citado anteriormente, produziram H; utilizando cultura pura de
microrganismos (C. pasteurianum) em um reator de tanque agitado mesofilico. A
concentragéo de glicerol e o TDH foram fixados em 10,0 g/L e 12h. Em tais condicdes,
o0 percentual de H, obtido foi em torno de 75%. O elevado percentual de H, atingido,
ainda menor que os obtidos em alguns ensaios experimentais deste trabalho, pode ser
justificado pelas condi¢Bes operacionais adotadas, ja que, para 0s autores, estas foram
condicGes 6timas para a producdo de hidrogénio.

Reungsang et al. (2013a) avaliaram a producdo de hidrogénio em reator UASB
por meio Enterobacter aerogenes ATCC 13048, utilizando glicerol bruto e puro (25,0
g/L) como substrato. Com o intuito de maximizar a taxa de producéo de H,, a TCO
variou de 25,0 a 75,0 kg/m3.dia, para os testes com glicerol puro, e de 37,5 a 62,5
kg/m3.dia ao utilizar glicerol bruto. Os autores observaram que tanto nos menores
valores de TCO, quanto nos maiores, o percentual de H; foi reduzido. A condicdo 6tima
de TCO encontrada foi de 50,0 kg/m3.dia, gerando um contetdo de H, maximo de

37,1% para o glicerol puro e de 24,2% para o glicerol bruto.

Chookaew et al. (2014) avaliaram a producdo de H, em reator UASB, por meio
de Klebsiella sp. TR17, utilizando glicerol bruto como substrato. Os autores avaliaram a
influéncia das diferentes concentraces de glicerol empregadas (10, 20 e 30 g/L) em
diferentes TDHs (12, 10, 8, 6, 4 e 2h). Nas concentragdes de 10 g/L e 30 g/L, o
conteudo de H, apresenta um comportamento semelhante, permanecendo em torno de
25% nos TDHs de 12 e 10h. Porém, entre os TDHs de 8 e 2h, o percentual de H, se

mantém constante em, aproximadamente, 45%.
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Poucos trabalhos na literatura relatam a producdo de hidrogénio em reatores
continuos. Menor ainda é a quantidade de trabalhos que abordam esse assunto
utilizando reatores anaerébios de leito fluidificado (RALF). Como exemplos deste
ultimo caso, pode-se citar os trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do
LCAII/DEQ/UFSCar, mais especificamente por Ferreira (2014) e Nazareth (2015).

Ferreira (2014) e Nazareth (2015) trabalharam com sistemas bastante parecidos.
Ambas as autoras avaliaram a producdo de hidrogénio, alcoois e &cidos organicos em
reatores anaerdbios de leito fluidificado, utilizando glicerol bruto (5,0 g/L) como
substrato na fermentagdo. Ferreira (2014) trabalhou em condicGes termofilicas (55°C),
TDH variando de 14h a 1h e cinasita como material suporte. A autora relata estabilidade
do contetdo de H, no biogas, em torno de 60%, em todas as fases de operacdo do
reator, tendo o seu ponto minimo no TDH de 10h (50%) e o ponto maximo no TDH de
1h (70%). Nazareth (2015), por sua vez, trabalhou em condi¢Ges mesofilicas (30°C),
TDH variando de 8h a 0,5h e pneu triturado como material suporte. A autora relata um
aumento do contetdo de H, com a diminuicdo do TDH, atingindo o seu valor minimo
no TDH de 6h (12,4%) e o valor maximo no TDH de 0,5h (81,2%).

5.2.3 Efeito da concentracgéo de glicerol e do TDH no rendimento de H.

E possivel notar, na Tabela 5.17, que o rendimento de H, variou de 0,000 a
0,170 £ 0,057 mol H; / mol glicerol ¢onsumido, atingindo o seu valor méximo no ensaio 6.
De maneira semelhante aos outros modelos construidos, os pontos centrais do modelo
de rendimento de H; apresentaram uma pequena variagdo (¢ = 0,0120), indicando uma

boa reprodutibilidade do processo.

Diante dos resultados obtidos, foi possivel determinar os coeficientes do modelo,
que estdo apresentados na Tabela 5.27. Observa-se que, excetuando-se o termo linear da
variavel Glicerol (Xy), todos os outros parametros do modelo foram néo-significativos a
um intervalo de confianca de 90% (p<0,10). No entanto, de modo grosseiro, é possivel
notar que o termo quadratico da variavel TDH (X;) e o termo de interacdo entre as duas
variaveis, possuem p-valor proximo ao limite (p<0,10), o que confere a superficie do
modelo uma ligeira curvatura. Dessa forma, o0 modelo polinomial de segunda ordem

completo, para as variaveis codificadas, é apresentado na Equacéo (22):
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Y4 =0,0595 + 00447x; + 0,0051x42 + 0,0009%; - 0,0201x2% + 0,0263x1x,  (22)

Em que, Y, representa o valor previsto do rendimento de Hy, e X; e X S80 0S

valores codificados para as variaveis Glicerol e TDH, respectivamente.

Tabela 5.27: Coeficientes de regresséo para a resposta HY.

Fatores Coeficientes Erro Padréo t(2) p-valor
de Regresséo (Prob > F)
Média 0,0595 0,0085 7,0000 0,090334*
X1 (L) 0,0447 0,0043 10,5122 0,060378*
X1 (Q) 0,0051 0,0056 0,9116 0,529432
X2 (L) 0,0009 0,0043 0,2182 0,863225
X2 (Q) -0,0201 0,0056 -3,5796 0,173428
X1X2 0,0263 0,0060 4,3674 0,143295

Rz =0,7054, p< 0,10, Erro residual = 0,00184

*Efeitos significativos a 90% de confianga

O coeficiente de regressdo obtido (R?2 = 0,7054) indica que 70,54% da

variabilidade pode ser explicada pelo modelo.

Diante dos resultados obtidos na Analise de Variancia (ANOVA) e descritos na
Tabela 5.28, observa-se que, além do razoavel valor de R2, 0 modelo construido para o
contetddo de H; no biogas apresentou um valor de F calculado (8,68) maior que o valor

de F tabelado (3,46), refletindo a significancia estatistica da equacéo obtida.

Tabela 5.28: ANOVA para a resposta HY.

Fonte de Soma Graus de Média
o . ) . Fcalculado Ftabelado
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica

Regresséo 0,015968 1 0,015968 8,6830 3,46

Residuos 0,014712 8 0,001839

Total 0,030681 9
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A Tabela 5.29 apresenta os valores experimentais obtidos e os valores previstos
pelo modelo para o rendimento de H, (HY), em mol H, / mol glicerol consumidzo, €M
como a %Ajuste do modelo. E possivel observar que na regido Otima — regido dos
pontos centrais e regido a direita da curva de contorno (Figura 5.15 B) - a %Ajuste do
modelo é de aproximadamente 80%, o que indica a confiabilidade do modelo

construido.

O DCCR, utilizado nesse trabalho, possibilitou a constru¢do de um modelo para
o rendimento de H, que forneceu regides Otimas bem definidas, nas condicdes
operacionais exploradas. A analise da superficie de resposta, mostrada na Figura 5.15,
permitiu inferir uma regido de maximizacao da resposta avaliada. Dessa forma, a partir
dos resultados obtidos, é possivel observar que o maximo rendimento de hidrogénio
pode ser alcancado utilizando concentracdes de glicerol superiores a 10,0 g/L para

TDHs maiores que 2 horas.

Tabela 5.29: Valores previstos pelo modelo e a respectiva %Ajuste — HY.

HY HY

Ensaios X X Experimental previsto YoAjuste
1 -1 -1 0,000 0,027 0,0
2 1 -1 0,006 0,064 -874,9
3 -1 1 0,000 -0,025 0,0
4 1 1 0,111 0,116 95,2
5 -1,414 0 0,000 0,007 0,0
6 1,414 0 0,170 0,133 78,2
7 0 -1,414 0,069 0,021 30,4
8 0 1,414 0,000 0,021 0,00

9 (PC) 0 0 0,068 0,060 87,5

10 (PC) 0 0 0,051 0,060 83,3

PC: Ponto central
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Figura 5.15: Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para HY.
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De forma similar ao discutido para o contedo de H; no biogas, o rendimento de
hidrogénio também apresentou bastante variacdo dentre as condigdes testadas. Observa-
se na Tabela 5.29 que, excetuando-se 0s ensaios 2 e 8, 0s maiores rendimentos de

hidrogénio foram obtidos em concentrac6es acima de 10,0 g/L.

Por outro lado, em concentracdes baixas de substrato, ndo houve rendimento de
hidrogénio, como é o caso dos ensaios 1, 3 e 5. A mesma justificativa acerca das

elevadas concentracfes de 1,3-propanodiol e &cido propiénico nestes ensaios, utilizada
no item anterior, também se aplica a este caso.

Diante da Tabela 5.29 é possivel notar que o maior rendimento de hidrogénio
apresentado por este trabalho foi obtido no ensaio 6 e corresponde a 0,17 mol H, / mol

glicerol ¢onsumido- Salienta-se que o resultado obtido é muito baixo quando comparado
com outros trabalhos que utilizaram reatores continuos.

Reungsang et al. (2013a) trabalharam com reator UASB e utilizaram glicerina
pura e buta na fermentacdo. Ao utilizarem glicerina pura como substrato, os autores
observaram um aumento na producdo volumétrica e no rendimento de H, quando a
TCO aumentou de 25,0 a 50 kg/m3dia, onde alcangou a méxima produgéo volumétrica
de 9,0 mmol H,/L.h e 0 méximo rendimento de 0,41 mol Hy/mol glicerol consumido- NO
entanto, ao continuar aumentando a TCO até 75,0 kg/m3.dia, houve um declinio da
producdo volumétrica e do rendimento de H,. Da mesma forma, utilizando glicerol

bruto como substrato, os autores verificaram que, apesar do rendimento (0,324 mol H, /

20,0
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mol glicerol consumido) € da producdo volumétrica (6,2 mmol Hy/L.h) serem inferiores
quando comparados com 0s observados a partir da glicerina pura, ambos os parametros
apresentaram seu valor méximo na TCO de 50,0 kg/m3.dia, o que indica a ocorréncia de
uma TCO 6tima na producao de H, por meio de Enterobacter aerogenes ATCC 13048.

Lo et al. (2013) avaliaram a producéo continua de hidrogénio em CSTR a partir
de C. pasteurianum CH4, utilizando glicerol bruto e glicerina pura como fontes de
carbono. Em ambos os casos, os autores utilizaram concentracdo inicial de glicerol de
10 g/L e TDH de 12h. Ao contrario de Reungsang et al. (2013a), os autores observaram
melhores resultados de producdo volumétrica e rendimento de hidrogénio ao utilizarem
o glicerol bruto (3,98 L/L.d; 0,77 mol H; / mol glicerol consumido), quando comparado

com a glicerina pura (2,47 L/L.d; 0,50 mol H; / mol glicerol ¢onsumido)-

Ferreira (2014), como citado anteriormente, avaliou a producdo de H, em RALF
termofilico (55°C), utilizando glicerol bruto (5,0 g/L) como substrato e cinasita como
material suporte. A autora observou que a producdo volumétrica de hidrogénio
aumentou com a diminuicdo do TDH e consequente aumento da TCO. A maxima PVH
alcangada foi de 36,2 L/L.d (61,1 mmol H,/L.h) no TDH de 1h. O rendimento, por sua
vez, se manteve praticamente constante durante os TDH de 14 a 2h. Entretanto, o
maximo rendimento obtido, 3,0 mols Ha/mol glicerol ¢onsumido, fOi também observado no
TDH de 1h.

A Tabela 5.30, mostrada na sequéncia, apresenta a performance de producédo de
hidrogénio do reator RM em comparacdo com outros trabalhos na literatura. E possivel
observar, por exemplo, que o contetdo de hidrogénio obtido por este trabalho (87,4%) €
0 maior dentre os resultados compilados. No quesito producdo volumétrica, o presente
trabalho obteve resultados semelhantes aos de Lo et al. (2013) e Reungsang et al.
(2013a). No entanto, o rendimento de H,, expressado em mol H, / mol glicerol ¢onsumidos

néo apresentou resultados expressivos.
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Tabela 5.30: Comparagéo da performance de producéo de hidrogénio entre o trabalho atual e os reportados na literatura.

Tipo de _ ) HY (mol / HPR o
Glicerol (g/L) TDH (h) Indculo H, (%) ) Referéncia
Reator mol glicerol consumido) (mmol/L.h)
o GP 10,0 E. aerogenes HU- 80,0
Leito Fixo NI NI NI ITO et al. (2005)
GB 10,0 101 30,0
GP 3,0 ] 53,0 0,28 SELEMBO
Batelada 18 Misto NI
GB 3,0 61,0 0,31 et al. (2009)
GP 10,0 ) 78,3 0,50 4,07*
CSTR 12 C. pasteurianum LO etal. (2013)
GB 10,0 72,7 0,77 6,56*
GP 25,0 E. aerogenes 37,1 0,41 9,00 REUNGSANG et
UASB 12*
GB 25,0 ATCC 13048 24,2 0,32 6,20 al. (2013a)
Klebsiella sp. CHOOKAEW et
UASB GB 10-30 12-2 45,0 (4h) 4,07* (4h) 10,1 (4h)
TR17 al. (2014)
RALF (55°C) GB 5,0 14-1 Misto 60,0 3,0 (1h) 61,1 (1) FERREIRA (2014)
) NAZARETH
RALF (30°C) GB 5,0 8-0,5 Misto 81,2 (0,5h) NI 0,53* (1h)
(2015)
) 87,4 (10 g/L; 9,74 (10 g/L,;
RALF GB 2,9-17,1 9,24-0,75 Misto 0,17 (17,1 g/L; 5h) Este estudo
5h) 0,75h)
GP: glicerina pura; GB: glicerol bruto; NI: néo informado; *calculado com base nas informacgoes do artigo.
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5.2.4 Metabolitos soluveis produzidos no reator RM

Os principais metabdlitos obtidos no presente trabalho foram: &cido propidnico
(HPr), 1,3-propanodiol (1,3-PD), é&cido butirico (HBu), acido acético (HAc), Butanol
(ButOH) e Etanol (EtOH). Na Tabela 5.31 estdo apresentadas as concentracdes dos

principais metabdlitos produzidos nos ensaios experimentais realizados no reator RM.

Tabela 5.31: Concentracdo (mg.L™) dos principais metabélitos produzidos no reator RM

nos 10 ensaios experimentais.

Ensaio 1,3-PD EtOH ButOH HACc HPr HBu
1 1843+ 167,7 13+8,2 ND 50+204 1298+3318 27zx171
2 2070 £477,6 1547 ND 70+£16,8 2696+2783 81+2472
3 252 +44)5 6+22 ND 2789 973 + 20,7 15+35
4 275+ 36,8 7+10 5472 133+36,7 1673+116,6 143+18,0
5 1102 £ 234,0 ND ND 45+217 314 £+ 55,6 13+£5,2
6 199 +61,9 12+36 281+904 114x241 695 + 37,8 149 £ 14,2
7 311+170,8 775 27+33 51+21,3 412 + 554 123+38,1
8 4475+ 3376 3140 ND 21+39,0 964 + 269,1 33+59

9 (PC) 769 £ 84,6 11+£19 51%8.2 97+175 966 + 87,4 9987

10(PC) 719+990 3+1,1 ND 71+62  1156+996  39+69

1,3-PD: 1,3-propanodiol; EtOH: etanol; ButOH: butanol; HAc: acido acético; HPr: acido
propibnico, HBu: acido butirico; ND: Nédo detectado; PC: ponto central

Diante da Tabela 5.31, observa-se que houve um predominio de 1,3-propanodiol e
acido propidnico em todos 0s ensaios experimentais. As maximas concentracdes obtidas
destes compostos foram de 4,475 g/L de 1,3-PD (ensaio 8) e de 2,696 g/L de HPr (ensaio
2). Baixas concentragdes de etanol, acido acético e butirico foram verificadas. Além disso,

salienta-se que butanol foi produzido em apenas alguns ensaios experimentais.

Na Tabela 5.32 e na Figura 5.16 destacam-se a porcentagem molar dos metabolitos

em cada um dos 10 ensaios experimentais realizados no reator RM. Nota-se que 0 maximo
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percentual de 1,3-propanodiol alcancado foi de 80,5%, no ensaio 8, e para o &cido

propidnico, alcangou-se 74,1% no ensaio 3.

E importante ressaltar a reprodutibilidade dos resultados obtidos. Os pontos centrais

do planejamento experimental proposto, compostos pelos ensaios 9 e 10, apresentaram

resultados bastante semelhantes diante das mesmas condigdes operacionais aplicadas.

Observa-se uma baixa variacdo nas concentracdes e na fracdo molar dos metabolitos,

especialmente para 1,3-propanodiol e &cido propibnico.

Tabela 5.32: Porcentagem molar dos principais metabdlitos obtidos no reator RM nos 10

ensaios experimentais.

Ensaio 1,3-PD EtOH ButOH HAC HPr HBuU
1 55,2 0,6 0,0 2,2 38,2 0,7
2 40,0 0,5 0,0 1,7 53,5 1,4
3 18,7 0,8 0,0 2,6 74,1 0,9
4 11,5 0,5 2,3 7,0 71,7 5,2
5 71,1 0,0 0,0 3,7 20,8 0,7
6 13,4 1,3 19,4 9,7 48,0 8,7
7 32,0 1,2 2,9 6,7 43,6 10,9
8 80,5 0,1 0,0 0,5 17,8 0,5
9 (PC) 37,5 0,9 2,5 6,0 48,4 4,2
10 (PC) 35,0 0,2 0,0 4,4 57,8 1,6

1,3-PD: 1,3-propanodiol; EtOH: etanol; ButOH: butanol; HAc: acido acético; HPr: acido
propidnico, HBu: &cido butirico; PC: ponto central.

Figura 5.16: Porcentagem molar dos principais metabdlitos produzidos nos 10 ensaios

experimentais.
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Retomando os resultados obtidos acerca do rendimento e conteddo de hidrogénio,
discutidos anteriormente, é possivel observar, com maior clareza, que nos ensaios 1, 5 e 8,
em que ndo houve producao de hidrogénio, € verificada alta producéo de 1,3-propanodiol.
Sabe-se que, de acordo com a equacao (9), apresentada por Zeng et al. (1993) e reescrita no
topico 3.4 do capitulo 3 desta dissertagdo, a formacdo de 1,3-propanodiol a partir do
glicerol resulta no consumo de 1 mol de H, por mol de glicerol, o que justifica a producédo

nula de hidrogénio diante do alto teor de 1,3-propanodiol produzido.

Por outro lado, trabalhos que visaram a producédo de hidrogénio, a partir do glicerol,
reportaram o etanol, acido acético, acido butirico e acido férmico como principais produtos
da fermentacdo. Como exemplo, pode-se citar o estudo de Ito et al. (2005) e de Sittijunda &
Reungsang (2012) que avaliaram a producdo de H, em ensaios em batelada. Esta condi¢édo
também foi verificada no presente trabalho, uma vez que, nos ensaios com maiores
rendimentos de hidrogénio (4, 6, 7, 9 e 10) também foram constatados teores significativos

de 4cido butirico e/ou acético.

Ao utilizar cultura Enterobacter aerogenes HU-101, Ito et al. (2005) verificaram
alta producgdo de etanol, acetato e formato concomitante com o alto rendimento de H;
obtido. No entanto, a maior producdo de 1,3-propanodiol ocorreu na condicdo de menor
rendimento de H,. Esse resultado foi observado nos testes utilizando tanto residuo de

glicerol (1,7 — 25 g/L) quanto com glicerina pura (5,0 — 25,0 g/L).

Sittijunda & Reungsang (2012), por sua vez, otimizaram a composi¢do do meio de
cultura que afetava a producdo de biohidrogénio por culturas termofilicas, utilizando
glicerol bruto (10 — 30 g/L) como substrato na fermentagdo. Os autores obtiveram como
concentragdes étimas 20,33 g/L de glicerol bruto, 0,16 g/L de uréia, 3,97 g/L de Na2HPO4
e 0,20 mL/L de solugdo Endo-nutriente. O maximo rendimento de H, obtido foi de 0,30
mol Hy/mol glicerol, no entanto, esse produto representa apenas 3,81% dos metabdlitos
produzidos. Os metabolitos gerados no processo foram 1,3-PD (24,83%), etanol (26, 87%),
acido acético (9,87%), acido butirico (9,41%) e acidos lactico, formico e propidnico
(<6,5%). Dessa forma, o baixo rendimento de H, obtido pode ser explicado pelo
favorecimento da via redutiva em funcdo da alta concentracdo de glicerol, o que refletiu
com a majoritaria producdo de 1,3-PD (DABROCK et al., 1992).

Como exemplo de estudo desenvolvido em reatores continuos, destaca-se o trabalho

de Reungsang et al. (2013a), que avaliou a producdo de H, em reator UASB, utilizando
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glicerol bruto (25 g/L) como substrato, por meio de Enterobacter aerogenes ATCC 13048.
Ao variar a TCO de 37,5 a 62,5 kg/m3.dia, os autores verificaram um aumento na
concentracdo de metabolitos soltveis produzidos ao aumentar a TCO de 37,5 a 50,0, e um
decréscimo quando a TCO ultrapassava 50,0 kg/m3.dia. A alta concentracdo de etanol
(5067,7 mg/L), &cido acético (1122,9 mg/L) e formico (3061,0 mg/L) se correlaciona com o
alto contetdo e produtividade de H,, obtidos na TCO de 50,0 kg/m3.dia. Por outro lado,
altas concentracGes de 1,3-propanodiol (760,9 mg/L), &cido propidnico (1281,6 mg/L) e
lactico (387,3 mg/L) foram observadas na TCO de 37,5 kg/m3.dia e estdo correlacionadas

com a baixa producédo de H; nesta condigé&o.

Chookaew et al. (2014) produziram hidrogénio a partir de glicerol bruto em UASB
imobilizando a Klebsiella sp. TR1. Nas condi¢des de 40°C e pH inicial de 8, o reator foi
operado em seis TDHs diferentes, variando entre 12h e 2h. Nas trés concentracdes de
glicerol adotadas (10, 20 e 30 g/L), houve a predominancia de 1,3-propanodiol em todos 0s
TDHs operados. O méximo teor de 1,3-propanodiol, como produto soltvel majoritario, foi
alcancado no TDH de 12h, para todas as concentracfes de glicerol testadas, e 0 maximo
valor foi de 9,0 g/L para 20,0 g/L de glicerol. De maneira conjunta &cido acético, etanol e

2,3-butanodiol também foram produzidos, em menores concentracdes.

Na Tabela 3.4 do capitulo 3 da presente dissertacdo, observa-se que o grau de
reducdo do produto 1,3-propanodiol ¢ superior (y = 5,33) ao do substrato glicerol (y =
4,67), ou seja, 1,3-propanodiol é mais reduzido que o glicerol, e a formacédo desse produto a
partir desse substrato leva ao consumo de equivalentes redutores (NADH,). Entretanto, de
acordo com Liu et al. (2011), o fornecimento insuficiente de equivalentes redutores, pode
levar a um deslocamento da via metabodlica para a formacdo de acetato (y = 4,00) e/ou
produtos mais oxidados, como por exemplo, biomassa (y = 4,29). De fato, verificou-se um
expressivo crescimento de biomassa na maioria das fases de operacdo do reator RM, além

de uma significativa producéo de acido acético.

Dessa forma, a producdo concomitante de acetato e biomassa é capaz de suprir a
necessidade de equivalentes redutores para a formagdo de 1,3-propanodiol. Além disso, o
adequado fornecimento de NADH,, pode levar a um deslocamento da via metabdlica para a
formacéo de &cido propidnico. Esse fato € justificado pela similaridade do grau de reducéo
do glicerol e do &cido propiénico (ambos 4,67), o que exclui a necessidade de geracéo de

outros metabdlitos para equilibrar o balanco redox. Esses argumentos corroboram para a
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explicacdo do perfil de metabdlitos apresentados na Figura 5.15, em que € visivel a
presenca predominante de 1,3-propanodiol e &cido propibnico.

Comportamento semelhante é verificado no trabalho de Ferreira (2014) e Nazareth
(2015). Ambas as autoras operaram RALF, utilizando glicerol bruto (5,0 g/L) como
substrato na fermentacdo e indculo misto de microrganismos. Ferreira (2014) obteve
majoritariamente 1,3-propanodiol, etanol, acido acético, acido butirico e acido propibnico
como subprodutos da fermentacdo termofilica. Entre os TDH de 14h a 2h, houve a
predominancia de 1,3-propanodiol, etanol, acido acético e butirico. No entanto, ao reduzir o
TDH para 1h, a autora verificou o favorecimento da producdo de &cido propionico,
atingindo as fracbes molares, em porcentagem, de 56% de acido propidnico, 30% de 1,3-

propanodiol, 11% de acido acético e 3% de outros produtos.

Nazareth (2015), por sua vez, reporta percentuais estaveis de HPr nos TDHs de 8 a
4h, variando entre 66,6 a 69,1%. O méaximo percentual de HPr (96,9%) foi atingido no
TDH de 0,5h. Da mesma forma, o percentual de 1,3-PD se manteve estavel nos TDHs de 8
a 4h, variando entre 27,4 e 29,4%. No entanto, a diminui¢do do percentual nos TDHSs de 2h
(16,3%) e 1h (7,8%) também é atribuida ao favorecimento da rota oxidativa.

A producdo concomitante de 1,3-propanodiol e butanol também foi relatada por
Moon et al. (2011). Os autores realizaram um estudo de otimizagdo de componentes do
meio de cultura favorecendo a producéo dos dois produtos citados, por meio de Clostridium
pasteurianum, utilizando glicerina pura (20 g/L) como substrato. Testes envolvendo um
meio de cultura similar ao utilizado no presente trabalho, MP2 medium (MOON et al.,
2011), apresentaram resultados bastantes semelhantes aos obtidos no ensaio 6. Os autores
obtiveram uma razdo ButOH:1,3-PD igual a 4,73, enquanto que a obtida para esta fase foi
de 1,41. No entanto, dentre os metabdlitos produzidos, ndo houve producdo de &cido

propiénico no referido trabalho, o que certamente favoreceu a formacéo de butanol.

Diante do que foi abordado ao longo deste topico, é possivel observar claramente
que, em cada ensaio experimental, em que foram atribuidas diferentes condicdes
operacionais, houve o favorecimento de uma rota metabdlica em detrimento da outra. 1sso
resultou, basicamente, em diferentes concentracdes de 1,3-propanodiol e acido propiénico,
uma vez que esses foram os produtos majoritarios em todas as fases de opera¢do. De modo
a direcionar a discussdo apenas para estes dois produtos majoritarios, 0s tdpicos

subsequentes abordam o rendimento e produtividade de cada um deles.
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A Tabela 5.33 ressalta a producdo volumétrica (PV1,3-PD) e o rendimento (1,3-

PDY) de 1,3-propanodiol obtido nos 10 ensaios experimentais.

Tabela 5.33: Producdo volumétrica e rendimento de 1,3-PD obtidos nos 10 ensaios

experimentais.

1,3-PDY 1,3-PDY
_ PV1,3-PD
Ensaio (mol 1,3-PD / mol (91,3-PD /g
(9/L/h) . .
g|lC€I’0| consumido) 9|IC€‘r0| consumido)
1 0,87+0,14 0,52+0,12 0,43+0,10
2 1,04 +0,24 0,53+0,15 0,44 +£0,12
3 0,19+ 0,06 0,07 £ 0,02 0,06 £ 0,02
4 0,03+0,01 0,07 £ 0,02 0,05+0,01
5 0,19+ 0,06 0,46 £ 0,13 0,38+0,11
6 0,04 £0,01 0,07 £0,02 0,05 +0,02
7 0,41 +£0,23 0,11 £ 0,07 0,09 £ 0,05
8 0,48 £ 0,04 1,05+0,24 0,87+ 0,20
9 (PC) 0,15+0,02 0,25+ 0,07 0,20 £ 0,06
10 (PC) 0,14 £ 0,02 0,19 +£0,05 0,16 £ 0,04

PC: Ponto central

E possivel notar, por meio da Tabela 5.33, que a maxima producéo volumétrica de

1,3-propanodiol (1,04 g/L/h — 24,96 g/L/d) ocorreu no ensaio 2, cujas condi¢bes foram 15,0

g/L de glicerol e TDH de 2h. Resultado semelhante foi encontrado por Cheng et al. (2007)

e por Zhang et al. (2007). No quesito rendimento, 0 méaximo resultado obtido ocorreu no

ensaio 8 (1,05 mol 1,3-PD / mol glicerol consumido — 0,87 g 1,3-PD / g glicerol consumido), CUjas

condicbes foram 10,0 g/L de glicerol e TDH de 9,24h, no entanto, a producdo volumétrica

obtida nesse ensaio néo ¢é alta (0,48 g/L/h).

Alguns pesquisadores relataram significativas produgdes volumétricas de 1,3-

propanodiol, apesar de terem obtido rendimentos inferiores ao do presente trabalho. Vale

ressaltar que o tipo de inoculo, configuracdo do reator, bem como o meio nutricional
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utilizado nesses trabalhos pode interferir na produgdo do subproduto. A Tabela 5.34
sintetiza e compara 0s principais estudos acerca da producéo de 1,3-propanodiol.

Gonzalez-Pajuelo et al. (2005), como citado anteriormente, utilizaram um CSTR
para avaliar os efeitos da taxa de diluicdo (D), que variou de 0,05 a 0,50 h™, e da
concentracéo de glicerol, 30, 60 ou 70 g/L, na fermentacdo continua de glicerina pura a 1,3-
propanodiol, por Clostridium butyricum VPI 3266. Os autores reportaram que producéo
volumétrica de 1,3-PD aumentou com o aumento da taxa de diluicdo. O maior valor de
produtividade alcancado (10,3 g/L/h) ocorreu com D = 0,30 h™ e 60,0 g/L de glicerol.
Nessa condicdo, o0 méaximo rendimento obtido foi de 0,65 mol 1,3-PD / mol glicerol

consumido-

Cheng et al. (2007) foram os pioneiros em reportar a producdo de 1,3-Propanodiol,
utilizando K. pneumoniae, em escala piloto. Os autores utilizaram um fermentador de trés
estagios e volumes de 5,0L, 50,0L e 5000,0L para a producdo de 1,3-PD em batelada
alimentada. Utilizando o fermentador de 5,0L e concentracdo inicial de glicerol de 50,0 g/L,
observou-se estabilidade nos resultados de concentracdo (17,9 g/L), rendimento (0,36 g/g
glicerol consumido) € produtividade (0,57 g/L/h) de 1,3-PD ao variar o tempo de incubacdo de
12h a 48h. Partindo para o fermentador de 50,0L e mantendo a concentracdo de glicerol no
intervalo de 15-40 g/L, foram obtidos 51,8 ¢g/L de 1,3-PD, com um rendimento de 0,52
mol/mol glicerol consumido- EM condicBes semelhantes as descritas acima, foram observados
os melhores resultados no fermentador de 5000,0L, onde foi reportada uma producédo de
58,8 g/L de 1,3-PD, com um rendimento equivalente a 0,53 mol/mol glicerol ¢onsumido €
produtividade de 0,92 g/L/h.

Zhang et al. (2007) avaliaram a producdo de 1,3-PD por Klebsiella pneumoniae, a
partir de glicerina pura (20,0 g/L) e utilizando (NH4),SO4, 6,0 g/L, como fonte de
nitrogénio. Para as fermentacdes em batelada, os autores obtiveram 12,2 g/L de 1,3-PD,
produtividade de 1,53 g/L/h e rendimento de 0,75 mol / mol glicerol consumidzo- NO entanto,
para as fermentacGes em batelada-alimentada, a concentracdo de 1,3-PD apresentou um
méaximo de 38,1 g/L, enquanto a produtividade e rendimento decresceram (0,79 g/L/h e

0,70 mol / mol glicerol ¢onsumido)-

Gonen et al. (2012) avaliaram o efeito de trés diferentes meios suportes, espuma de
poliuretano (PUF), esferas de vidro (GB) e pedra-pomes (PS), na imobilizacdo de

Klebsiella pneumoniae para a fermentacéo de glicerol bruto (45 g/L), em Reator Anaerobio
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de Leito Fixo. Todos os biorreatores foram operados continuamente em diferentes TDH,
variando entre 0,5 e 16h. Visando reforcar a imobilizag&o da biomassa no meio suporte, 0
meio de cultura foi continuamente reciclado no reator durante uma semana, com uma taxa
de diluicdo de 0,05 h™ e temperatura fixa de 37°C. A concentragdo maxima de 1,3-PD
obtida (19,7 g/L) foi alcancada utilizando espuma de poliuretano no TDH de 8h. Por outro
lado, o reator imobilizado com pedra-pomes obteve os melhores resultados de
produtividade (8,5 g/L/h — TDH: 1h) e rendimento (0,45 g/g glicerol ajimentado — TDH: 4h)

guando comparado com 0s demais.

De maneira semelhante a Gonen et al. (2012), Gonen et al. (2013) avaliaram a
producdo de 1,3-Propanodiol, a partir de glicerol bruto (45 g/L), na imobilizacdo de
Clostridium beijerinckii NRRL B-593 em Reator Anaerdbio de Leito Fixo, utilizando
esferas de vidro e anéis de Raschig como materiais suporte. Os biorreatores foram
continuamente operados, variando o TDH de 1h a 16h. Os autores observaram que, para
ambos os reatores, a concentracdo de 1,3-propanodiol atingiu o valor maximo no TDH de
8h, decrescendo, entdo, até o TDH de 16h. Entretanto, para a produtividade, os resultados
mostram um aumento com a diminui¢do do TDH. Os valores maximos foram atingidos no
TDH de 2h, correspondentes a 6,4 g/L/h e 6,1 g/L/h, ao utilizar anéis de Raschig e esferas
de vidro, respectivamente. De maneira geral, o reator imobilizado com anéis de Raschig
apresentou melhores rendimentos de 1,3-propanodiol que o reator com esferas de vidro. O
méaximo rendimento obtido foi verificado no TDH de 8h para o reator com anéis de Raschig
(0,77 mol 1,3-PD / mol glicerol ajimentado) € N0 TDH de 12h para o reator com esferas de

vidro (0,69 mol 1,3-PD / mol glicerol gimentado)-

Gallardo et al. (2014) produziram 1,3-Propanodiol a partir de glicerol residual (25,0
g/L) em trés Reatores Granulares de Leito Expandido (EGSB). O reator R1 foi inoculado
com lodo granular, 0 R2 com lodo granular tratado termicamente e o R3 foi preenchido
com lodo granular fragmentado. Avaliou-se a aplicacdo de diferentes TDH, iniciando em
24h e variando em 20, 12, 6 e 3h. Como resultados, observou-se a conversédo de glicerol em
1,3-PD em todos os reatores. O rendimento maximo (0,49 g/g glicerol consumido OU 0,59
mol/mol glicerol consumido) € produtividade (82 g/L/d) foram atingidos no R1 no tempo de

detencdo hidraulica de 12 e 3h, respectivamente.
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Tabela 5.34: Comparagéo da performance de producéo de 1,3-propanodiol entre o trabalho atual e os reportados na literatura.

Tipo de _ ] 1,3-PDY (mol / PV1,3-PD .
Glicerol (g/L) TDH (h) Inoculo 1,3-PD (g/L) ) Referéncia
Reator mol glicerol consumido) (9/l/h)
C. butyricum GONZALEZ-PAJUELO
CSTR GP 60,0 3 30,9 0,65 10,30
VPI 3266 et al. (2005)
Fermentador GP 15-40 K. pneumoniae
o 18 58,8 0,53 0,92 CHENG et al. (2007)
3 estagios (5000L) Mb5al
Batelada
) 12,2 0,75 1,53
Batelada- GP 20,0 8 K. pneumoniae ZHANG et al. (2007)
38,1 0,70 0,79
Alimentada
o ) PU: 19,7(8h) 0,30 (6h)* 6,00 (1h)
Leito Fixo GB 45,0 16-0,5 K. pneumoniae GONEN et al. (2012)
PP: 18,4 (6h) 0,54 (4h)* 8,50 (1h)
o C. beijerinckii  AR: 30,0 (8h) 0,77 (8h)* 6,4 (2h)
Leito Fixo GB 45,0 16-1 GONEN et al. (2013)
NRRL B-593  GS: 28,0 (8h) 0,69 (12h)* 6,1 (2h)
. GALLARDO et al.
EGSB GB 25,0 24 -3 Misto NI 0,59 (12h) 3,42 (3h)
(2014)
9,24- _ 4,47 (10 g/L; 1,04 (15
RALF GB 2,9-17,1 Misto 1,05 (10 g/L; 9,24h) Este estudo
0,75 9,24h) g/L; 2h)

GP: glicerina pura; GB: glicerol bruto; PU: espuma de poliuretano; PP: pedra-pomes, AR: anéis de Raschig; GS: esferas de vidro; NI: ndo informado, * glicerol alimentado.



5.2.4.2 Producéo volumétrica e rendimento de &cido propiénico.
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A producdo volumetrica (PVHPr) e o rendimento (HPrY) de &cido propidnico

nos 10 ensaios experimentais sdo apresentados na Tabela 5.35.

Tabela 5.35: Producédo volumétrica e rendimento de HPr obtidos nos 10 ensaios.

HPry HPry
) PVHPr Razéo P/A
Ensaio (mol HPr / mol (gHPr/g
(g9/L/h) ] ] (molar)
g|lC€r0| consumido) g|lC€r0| consumido)

1 0,62 £ 0,17 0,38 £0,12 0,30 £ 0,10 17,1

2 1,35+0,14 0,71+£0,14 0,57 +£0,11 31,4

3 0,12 +£0,01 0,28 £ 0,05 0,22 £ 0,04 29,2

4 0,21 + 0,02 0,42 + 0,09 0,33 £ 0,07 10,2

5 0,06 £ 0,01 0,13+£0,06 0,11 £ 0,03 5,6

6 0,14 +£0,01 0,23 +£0,05 0,19+ 0,04 50

7 0,54 + 0,07 0,15 + 0,04 0,12 £ 0,04 6,5

8 0,10 £ 0,03 0,23 +£0,08 0,19 £ 0,07 37,2
9 (PC) 0,19 £ 0,02 0,32 +£0,08 0,26 £ 0,07 8,0
10 (PC) 0,23 £0,02 0,31 £ 0,07 0,25+ 0,05 13,2

Razdo P/A: Razdo HPr/HAc (mol/L)

Na Tabela 5.35, é possivel observar que a maxima producdo volumétrica (1,35
g/L/h — 32,40 g/L/d) e rendimento de &cido propidnico (0,71 mol HPr / mol glicerol
consumido — 0,57 g HPr / g glicerol ¢onsumido) OCOrreram no ensaio 2, cujas condicdes foram
15,0 g/L de glicerol e TDH de 2h. A maior concentracao de acido propidnico obtida no

reator RM também ocorreu neste ensaio, e corresponde a 2,70 g/L.

Como explicitado no item 3.4 da “Revisdo Bibliografica” deste trabalho, de
acordo com Wang & Yang (2013), o rendimento tedrico de acido propibnico, através da
rota EMP na fermentacéo do glicerol, € de 0,80 g HPr / g glicerol ¢onsumidgo- Nesta rota,
teoricamente, ndo ocorre a cogeragdo de acido acético, o que resulta em uma razéo P/A
elevada. Como visto na Tabela 5.32, além de fornecer a maior concentracéo, rendimento
e produtividade de acido propidnico, o ensaio 2 também fornece uma elevada razdo P/A

(31,4), o que corrobora nos processos posteriores de purificagdo deste produto.
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Apesar de baixa concentracdo de acido propibnico produzida no reator RM (2,7
g/L), os valores atingidos de produgdo volumétrica e rendimento sdo semelhantes ou
muitas vezes superiores aos estudos reportados na literatura, como é o caso dos
trabalhos de Barbirato et al. (1997), Himmi et a. (2000) e Zhang & Yang (2009). A
Tabela 5.36 sintetiza e compara os principais estudos acerca da producdo de 1,3-

propanodiol.

Utilizando um sistema composto por um biorreator do tipo tanque agitado e uma
unidade acoplada com membranas de ultrafiltracdo, Boyaval et al. (1994) estudaram a
fermentacgdo da glicerina pura (102,3 g/L) a acido propibnico, por P. thoenii. Os autores
verificaram uma elevada eficiéncia de separacdo do meio fermentativo e do produto
(HPr), com o auxilio da membrana. A maxima concentracdo obtida foi 42 g/L, enquanto

a produtividade e o rendimento alcancaram 0,15 g/L/h e 0,51 mol HPr / mol glicerol.

Barbirato et al. (1997) avaliaram trés diferentes substratos na fermentacdo do
glicerol & HPr utilizando P. acidipropionici. Os substratos avaliados foram glicerol,
glicose e lactato, em concentracdo equivalente a 20g/L. Verificou-se que a concentragdo
e produtividade maxima de HPr, 13,6 g/L e 0,18 g/L/h respectivamente, ocorreu ao
utilizar glicerol como substrato. Além disso, a razdo molar P/A (HPr/HAc) obtida para
0s trés substratos testados — 37 com glicerol, 4 com glicose e 2,5 com &cido latico —
indicam que o processo posterior de purificacdo do produto sera facilitado, em funcéo

da baixa concentracgdo de acido acético.

De maneira semelhante a Barbirato et al. (1997), Himmi et al. (2000) avaliaram
a fermentacdo do glicerol a HPr por meio de P. acidipropionici, utilizando glicerol e
glicose como substratos, na concentragéo de 20 g/L. Os autores observaram os melhores
resultados de concentracdo (12,0 g/L), rendimento (0,79 mol / mol glicerol ¢onsumido) €
produtividade de HPr (0,42 g/L/h), ao utilizar glicerol como fonte de carbono ao invés
de glicose. A razdo P/A molar verificada foi de 5,7 para o glicerol e de 1,3 para a
glicose, 0 que destaca o potencial do glicerol como substrato na producdo de &cido

propiénico.

Coral et al. (2008) avaliaram, dentre outras coisas, a fermentacdo da glicerina
pura (20,0 g/L) a acido propionico, em batelada, por P. acidipropionici. Os autores
verificaram que do que ocorreu com outros substratos, a produgédo de acido propibnico a

partir do glicerol, ndo foi acompanhada de geracdo de &cido acético, 0 que proporcionou
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uma razdo P/A igual a 100:1. A maior concentracdo, produtividade e rendimento
obtidos foram 6,77 g/L, 0,05 g/L/h e 0,90 mol HPr / mol glicerol consumido (0,724 g HPr /

g glicerol consumido), respectivamente.

Zhang & Yang (2009) avaliaram a producdo de &cido propidnico em um Reator
de Leito Fibroso por batelada alimentada, por meio de P. acidipropionici ACK-Tet,
utilizando glicerol bruto e puro como substratos (40 g/L). Ao utilizar o glicerol puro, a
concentracdo obtida foi de 23,0 g/L de HPr, produtividade de 0,25 g/L/h e rendimento
igual 0,59 g/g glicerol consumido. Em testes utilizando 17 g/L de glicerol, os autores
reportaram que, apesar do rendimento de HPr ter sido maior com o glicerol bruto do que
com o substrato puro (0,71 g/g vs. 0,54 g/g), a produtividade do glicerol puro foi maior
guando comparada com a do residuo (0,10 g/L/h vs. 0,085 g/L/h). Essa diferenca foi
atribuida as elevadas concentracdes de sais, principalmente NaCl, e outras substancias

quimicas toxicas para as células.

Dishisha, Alvarez & Hatti-Kaul (2012) estudaram a producdo de A&cido
propiodnico, a partir de glicerol puro (40 g/L), por meio de P. acidipropionici livre e
imobilizada em polietilenimina-Poraver tratada (PEI-Poraver) [Poraver = vidro
expandido] e polietilenimina-Luffa (PEI-Luffa) [Luffa = bucha vegetal]. Na
fermentacdo em batelada, ao utilizar células imobilizadas em PEI-Luffa, atingiu-se a
concentracdo de 21,70 g/L, produtividade de 0,29 g/L/h e rendimento de 0,74 mol
HPr/mol glicerol consumido. Por sua vez, ao utilizar PEI-Poraver, foi verificado grande
melhoria na produtividade (0,86 g/L/h), no entanto, houve pouca variacdo na
concentracdo e no rendimento de &cido propibnico. Ainda neste trabalho, os autores
avaliaram a producdo de HPr em modo continuo de operacdo. Comparou-se o biorreator
contendo células imobilizadas em PEI-Poraver e um CSTR com células livres. Em
ambos os casos, as taxas de diluicdo aplicadas foram de 0,057 h™ (40 g/L glicerol),
0,075 h* (30g/L) e 0,1h™ (30g/L). Para as células livres, percebeu-se que a
produtividade, o rendimento e a concentracdo de HPr decrescem consideravelmente
com o aumento da taxa de diluigdo, indicando a lavagem das células na taxa de 0,1h™.
No entanto, para as celulas imobilizadas em PEI-Poraver, observou-se que a
concentracdo de HPr se manteve constante (14,5 g/L), resultando em alto rendimento
(0,86 mol / mol glicerol ¢onsumido) © produtividade (1,4 g/L/h) com o aumento da taxa de

diluicéo.
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) _ ] HPrY (mol / PVHPr o
Tipo de Reator  Glicerol (g/L)  TDH (h) Inoculo HPr (g/L) ] Referéncia
mol glicerol consumido) (9/1/h)
Batelada - BOYAVAL et al.
) GP 102,3 280 P. thoenii 42,0 0,51 0,15
alimentada (1994)
GP 20,0 73 o o 13,6 0,84 0,18 BARBIRATO et al.
Batelada P. acidipropionici
GP 80,0 360 42,0 0,77 0,12 (1997)
GP 20 + o o
Batelada Glu 20 54 P. acidipropionici 12,0 0,79 0,42 HIMMI et al. (2000)
u
Batelada GP 20,0 135 P. acidipropionici 6,77 0,90 0,05 CORAL et al. (2008)
Batelada- o o
) GP 17,0 P. acidipropionici 21,25 0,88 0,085 ZHANG & YANG
Alimentada 250
o GB 17,0 ACK-Tet 2,5 0,67 0,010 (2009)
(Leito Fibroso)
Batelada GP 40,0 (PL) 62,5 20,09 0,74 0,29
S DISHISHA et al.
GP 42,0 (PP) P. acidipropionici 20,09 0,64 0,86 (2012)
CSTR GP 40,0 17,5 13,59 0,90 0,77
_ 2,70 0,71 1,35 (15
RALF GB 2,9-17,1 9,24-0,75 Misto Este estudo
(15 g/L; 2h) (15 g/L; 2h) g/L; 2h)

GP: glicerina pura; GB: glicerol bruto; PL: PEI-Luffa; PP: PEI-Poraver.
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5.2.5 Aspectos gerais: pH, remocao de DQO e solidos suspensos.

A Tabela 5.37 apresenta os parametros pH, remocao de DQO e concentracao de

solidos suspensos volateis e fixos obtidas pelo reator RM, em cada ensaio experimental.

Tabela 5.37: Parametros gerais apresentados pelo reator RM nos 10 ensaios

experimentais.

Parametros
Ensaio pH pH
Afluente Efluente =Rogo (%) 35V (el 35F (nglL)
1 6,55 4,20 134+4,1 0,122 0,075
2 6,49 4,15 78+23 0,159 0,086
3 6,02 4,04 129+28 0,154 0,058
4 5,38 3,98 81+14 0,150 0,010
5 5,32 4,24 18,8+ 2,8 0,147 0,051
6 4,54 4,38 6,3+1,7 0,137 0,015
7 6,58 4,76 65+21 0,231 0,091
8 574 4,07 89+13 0,205 0,006
9 5,74 4,30 6,9+3,0 0,192 0,009
10 5,99 4,06 52+14 0,123 0,006

ERDQO: eficiéncia de remocdo de DQO; SSV: s6lidos suspensos volateis; SSF: s6lidos suspensos fixos.

De acordo com O-Thong et al. (2008), o pH é um dos principais fatores que
afetam a producdo de Hidrogénio e metabdlitos, influenciando principalmente, no
crescimento microbiano e na atividade das enzimas envolvidas na formacdo de
determinado produto. Entretanto, ao utilizar cultura mista de microrganismos, €
necessario controlar as condi¢cdes de cultivo, como o pH, de modo a direcionar o

metabolismo para a geracdo do produto desejado (NTAIKOU et al., 2010).

Na Tabela 5.37, € possivel observar que o pH afluente apresentou grande
variacdo (6,58 a 4,54), enquanto que o pH efluente se manteve praticamente estavel
(3,99 a 4,76). Justifica-se os valores variaveis do pH afluente com base na adequagéo do

reator as diversas condi¢Ges operacionais impostas. De maneira sistematica, o pH
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afluente foi monitorado e corrigido para que o pH efluente se mantivesse na faixa de
4,5, 0 que é tido como um pH 6timo para a producdo de hidrogénio (AMORIM et al.,
2009; ROSA et al., 2014; NAZARETH, 2015).

A remocdo da carga organica manteve-se constante ao longo das fases de
operacdo do reator, atingindo os valores medios de eficiéncia entre 5,2 e 18,8%. As
baixas eficiéncias obtidas podem ser atribuidas a presenca de acidos organicos
derivados do processo fermentativo, principalmente acido propibnico, extensamente

produzido em todas as fases de operacao.

Ferreira (2014) ao avaliar a producdo de H, em RALF termofilico, a partir de
glicerol bruto, obteve valores medios de reducdo de DQO entre 17,7 e 13,6% para 0s
TDH de 8h a 4h, seguido por um decréscimo da eficiéncia no TDH de 2h (10,4%) e 1h
(11%). Entretanto, Bdsio (2014), que trabalhou nas mesmas condicGes a Ferreira
(2014), porém utilizando RALF mesofilico, verificou uma queda nos valores medios de
reducdo de DQO de 23% para 9%, ao reduzir o TDH de 8h a 1h. As autoras atribuem a
reducdo expressiva da eficiéncia de DQO no TDH de 1h ao choque de carga organica
aplicado aos reatores, o que, de acordo com Aquino e Chernicharo (2005), forneceria
mais energia aos microrganismos acidogénicos, resultando em maior producdo de

hidrogénio e &cidos organicos.

A minima concentracdo de solidos suspensos verificada no reator RM foi
representada, em sua grande maioria, por solidos suspensos volateis. A concentracao de
solidos suspensos volateis permaneceu constante ao longo das fases do reator, variando
de 0,123 a 0,231 pg/L. Diante dos resultados compilados na Tabela 5.37, é possivel
atribuir a concentracdo de sélidos suspensos volateis apresentada pelo reator a lavagem
da biomassa, que apesar de minima, foi significativa quando comparada com a

concentracdo de sélidos fixos.

O balanco de DQO foi realizado com base nos dados da DQO teérica dos
metabolitos sollveis presentes no efluente, do glicerol remanescente e dos sélidos
suspensos volateis (SSV). A diferenca entre a DQO tedrica total e a DQO medida no
reator sdo apresentados na Tabela 5.38. Pode-se notar que em alguns ensaios (2, 4, 6, 8
e 9), a diferenca percentual apresenta-se relativamente baixa, o que pode ser atribuido a
erros experimentais. Para aqueles em que a diferenca é maior, atribui-se a presenca de

metabolitos no efluente que ndo foram quantificados.



Tabela 5.38: Balanco de DQO para os 10 ensaios experimentais realizados no reator RM.
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DQO (mg/L)

) ) I I A B 5 2 '§ é -é é
s & © 5§ o & & £ 33 = £ 8 5§83z 8 & g¢8g¢3
& “ 2 T 3 T T 3 T S I I 5& ¢ o o S O O

: : 2 8 g%

a

1 31038 501 633 00 1292 19644 1158 1497 1233 3730 809 10804 000016 72339 52874 -19465 -36,8
2 34857 820 703 00 1409 41645 1163 2466 1233 4543 841 116131 000021 205810 178437 -27373 -153
3 4245 552 494 00 1466 15570 1153 1268 1233 1904 788 5484 000021 34155 54451 20297 37,3
4 4626 961 462 1396 3016 26157 1150 3611 1233 1076 785 121636 000020 166108 166928 82,1 05
5 18552 767 346 00 1148 5587 1148 1234 1233 1472 788 5542 000020 37816 33998 -3818  -112
6 339 787 554 7278 3986 11366 1166 3730 1233 1038 794 170352 0,00018 205643 219734 14091 64
7 5229 534 531 708 1215 7078 1151 3225 1233 1680 824 57887 000031 81295 103363 22067 213
8 75363 820 438 00 1550 15427 1147 1604 1233 1205 791 58459 000028 158037 134932 -23104 -17.1
9 12945 606 236 1316 2498 15463 1154 2906 1234 1092 815 72050 000026 112314 109958 -2356  -2,1
10 12108 771 436 00 2084 18334 1150 1700 1233 1054 784 56395 000016 96048 134932 38884 28,8

1,3-PD: 1,3-propanodiol; MetOH: metanol; EtOH: etanol; ButOH: butanol; HAc: 4cido acético; HPr: &cido propidnico, HBu (Iso): acido isobutirico; HBu:
isovalérico;

acido

butirico;

HVa

(1s0):

4cido

HVa:

acido

valérico;

SSV:

sélidos

SUSpensos

volateis



135

5.2.6. ConsideracGes adicionais a respeito da taxa de carregamento organico na

producéo de Hy, 1,3-Propanodiol e Acido Propidnico.

A taxa de carregamento organico (TCO) ou carga organica volumeétrica aplicada
(COVA) é um pardmetro que expressa a quantidade de matéria orgénica aplicada ao
reator, por unidade de tempo e por unidade de meio do reator. Por essa definicao,
diferentes COVAs exercem efeitos variados nos microrganismos, 0s quais expressam

diferentes comportamentos em relacéo a producdo dos metabolitos.

A Tabela 5.39 apresenta os parametros de producdo de H,, 1,3-propanodiol e
acido propibnico, além das cargas organicas envolvidas em cada ensaio experimental.
Vale ressaltar que o rendimento entre o metabélito produzido (H, 1,3-PD ou HPr) e a
matéria organica removida em massa (RMCR) é definido pela quantidade desse
metabdlito pela quantidade de matéria organica removida, em massa de glicerol.

Tabela 5.39: Producgéo de H,, 1,3-PDO e HPr e cargas organicas nos 10 ensaios.

Ensaios Experimentais

Parametro Unidade 1 5 3 1 c 5 . g S 10
RMCR 2,  mmolHy/g glicerol cons. 0,00 0,17 0,00 2,85 0,00 523 1,77 0,00 1,27 148
RMCR 13pp @ 1,3-PD/g glicerol cons. 0,42 0,42 0,06 0,05 0,34 006 0,07 085 020 0,15
RMCR ppr g HPr/g glicerol cons. 0,30 0,54 0,21 032 0,11 020 0,10 0,18 0,25 0,24
COVR g/L.h 209 248 0,57 065 057 069 551 0,57 0,77 0,98
COVA g/L.h 2,26 6,69 058 167 062 3,74 10,85 0,98 1,97 1,97

RMCR = Rendimento do metabdlito por carga organica removida; COVR = carga organica volumétrica

removida; COVA = carga organica volumétrica aplicada.

Diante da Tabela 5.39 ¢ possivel observar que a condigdo que melhor favoreceu

a producdo de H; foi o ensaio 6, correspondente &8 COVA de 3,74 g/L.h (TCO = 89,86
kg/m3.dia) resultante da combinagdo de 17,1 g/L de glicerol no TDH de 5h. Essa
condigd@o propiciou um rendimento molar de H, de 5,23 mmol H,/g glicerol consumido €
uma COVR de 0,69 g/L.h.
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Os resultados evidenciam que 0 sucesso no processo de obtencdo de hidrogénio
por fermentacdo do substrato estaria em encontrar um equilibrio entre a concentracéo da
matéria organica alimentada no afluente e o tempo que os microrganismos tém para
fermentar essa matéria antes de atingir o nivel critico de pressédo parcial de hidrogénio.
Um tempo excessivamente alto para uma carga baixa pode-se traduzir no consumo de
hidrogénio pela disponibilidade do gés para microrganismos consumidores de lento
crescimento. Entretanto, um tempo curto com uma alta concentracdo de matéria
organica alimentada poderia se traduzir na excessiva pressao parcial de hidrogénio que
também contribuiu para o seu consumo pelos mesmos microrganismos (BRAVO,
2014).

Da mesma forma, a condicdo que melhor favoreceu a producdo de 1,3-
propanodiol foi o ensaio 8, que correspondeu a COVA de 0,98 g/L.h (TCO = 23,62
kg/m3.dia) resultante da combinacdo de 10,0 g/L de glicerol e TDH de 9,24h. Essa
condicdo resultou em 0,85 g 1,3-PD/g glicerol consumido € COVR de 0,57 g/L. Para &cido
propiénico, a melhor condicdo foi o ensaio 2, correspondente a COVA de 6,69 g/L.h
(TCO = 160,60 kg/m3.dia) resultante da combinacéo de 15,0 g/L e TDH de 2h, a qual
propiciou um rendimento de 0,54 g HPr/g glicerol ¢onsumido € COVR de 2,48 g/L.h.

A grande proximidade das cargas organicas volumétricas removidas (COVR)
nos ensaios 6 (COVR = 0,69) e 8 (COVR = 0,57), pode ser atribuido ao consumo de
hidrogénio na via redutora da fermentacdo do glicerol, de forma que, para se formar o
produto final 1,3-propanodiol é necessario o consumo 1 mol de H, por mol de glicerol,

conforme explicito na Equacao (9) do tdpico 3.4 desta Dissertacao.

Diante do exposto ao longo do Estudo B e principalmente, pelos resultados
compilados na Tabela 5.39, é possivel observar que existem condi¢des especificas que
favorecem a producdo de determinado produto da via fermentativa do glicerol. Esse
estudo teve como seu principal objetivo, a determinagéo dessas condi¢des, uma vez que
a producdo de metabdlitos com elevado valor agregado a partir de um residuo industrial
barato e abundante, tem se tornado um tema urgente e ambientalmente atrativo. Além
disso, o presente estudo reforca o potencial de aplicagdo das técnicas de planejamento
experimental na compreensdo do desempenho de reatores anaerdbios continuos,

contribuindo, assim, para futuras pesquisas nessa area.
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CAPITULO 6
CONCLUSOES

Estudo A: Otimizacdo do meio de cultura e aplicacdo em reatores continuos

» Os méximos rendimentos de H, e etanol, 0,006 e 0,291 mol / mol
glicerol consumido, respectivamente, foram obtidos no meio de cultura
otimizado constituido por 26,53 g/L de glicerol, 1,75 g/L KH,PO,,
0,0076 g/L B12 e 0,5 g/L de extrato de levedura.

» A aplicacdo do meio de cultura otimizado em reatores continuos nao
resultou na melhoria do rendimento de H, e etanol, mas propiciou um
aumento de aproximadamente 5x no rendimento de 1,3-propanodiol,

atingindo o méximo de 0,38 mol 1,3-PD/mol glicerol consumido-

Estudo B: Otimizacdo de pardmetros operacionais em reator continuo RALF

> A resposta Conversdo de Glicerol (CG) é unicamente dependente da
varidvel concentracdo de glicerol, uma vez que a variavel TDH néo é
significativa. As respostas Contetdo de Hidrogénio (%H;) e Rendimento
de Hidrogénio (HY) sdo dependentes de ambas as variaveis testadas.

» A maxima conversdo de glicerol obtida, 98,4%, foi obtida utilizando
concentracdo de substrato menor que 5,0 g/L. O maximo contetdo e
rendimento de H, obtidos, 87,4% e 0,17 mol Hx/mol glicerol consumidos
respectivamente, foram alcancados em concentracdes superiores a 10,0
g/L e TDH de 5h.

» Os principais metabolitos produzidos foram 1,3-propanodiol, acido
propidnico, acido acético, acido butirico, butanol e etanol. O maximo
rendimento de 1,3-propanodiol (1,05 mol 1,3-PD/mol glicerol ¢onsumido)
foi obtido utilizando 10,0 g/L de glicerol e TDH de 9,24h. O méaximo
rendimento de acido propionico (0,71 mol HPr/mol glicerol consumigo) fOi
obtido utilizando 15,0 g/L de glicerol e TDH de 2h.
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