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RESUMO 
 
 
 
 

Devido à futura escassez dos recursos oriundos do petróleo e o aumento da 
poluição do ambiente, diversas universidades e empresas estão em busca de fontes renováveis 
de energia que possuam um baixo custo. O etanol é um bicombustível renovável em curto 
prazo e em alguns casos, para sua produção, são utilizados resíduos indústriais, valorizando 
ainda mais as qualidades do etanol produzido. Devido as inúmeras vantagens que esse 
biocombustível pode apresentar frente aos combustíveis fosseis faz com que atualmente haja 
diversas pesquisas para encontrar novas formas baratas para sua produção, assim, a utilização 
de matérias primas não convencionais vem como um atrativo a mais na produção de etanol. 
Neste trabalho utilizou-se glicerol bruto, oriundo da produção de biodiesel, como fonte de 
carbono com o objetivo de dar valor agregado a este resíduo industrial. O glicerol é uma 
ótima fonte de carbono para fermentação alcoólica, ele possui alto grau de redução e um 
baixo custo, devido principalmente a crescente oferta no mercado mundial. O glicerol é um 
subproduto da reação de transterificação de óleos vegetais. A cada 10 kg de biodiesel 
produzidos obtém-se 1 kg de glicerol. A produção de biodiesel esta em constante crescimento 
devido a crescente demanda por combustível, o que acarreta o crescimento da produção de 
glicerol. Para produção de etanol utilizando este glicerol, realizou-se um estudo com dois 
microrganismos. Os microrganismos estudados foram uma levedura e uma bactéria, 
Saccharomyces sp.1201 e Klebsiella pneumonia ATCC 29665, respectivamente. Nesta 
dissertação, utilizou-se diferentes concentrações de inóculo para os cultivos utilizando 
Saccharomyces sp.1201 e difeentes concentrações de glicerol para os cultivos que utilizaram 
Klebsiella pneumonia ATCC 29665. Os resultados com a levedura não foram satisfatórios, 
pois esta levedura não foi capaz de produzir etanol utilizando glicerol como substrato. Já à 
bactéria estudada teve uma boa produção de etanol e foi capaz de metabolizar o glicerol do 
meio fermentativo, chegando a produzir cerca de 1,4 g/L de etanol. Além da produção de 
etanol, nos ensaios usando a bactéria Klebsiella pneumonia ATCC 29665, foram obtidos 
outros dois produtos de valor agregado, 1,3 propanodiol e ácido acético. Além do trabalho 
experiemental, foram realizadas simulações da fermentação utilizando K. pneumonia, para 
analisar o seu comportamento da fermentação baseado nas variações concentração de glicerol, 
concentração de inóculo, bypass e zona morta dentro de reator real. Estas simulações visavam 
analisar as condições de operação numa futura ampliação de escala do processo em escala de 
laboratório aqui estudado para implantação de uma biorrefinaria. O modelo foi ajustado 
usando valores ótimos de volume de reator de 1.500 L e bypass de 0.1. 

 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 
 
 
 
Due to shortage of energy sources and increasing environmental pollution, many universities 
and companies are in search to renewable energy. Ethanol can be a renewable biofuel in the 
short term. Besides the numerous advantages of ethanol over fossil fuels, it can be produced 
from industrial waste. In this work, it was used glycerol as carbon source in order to give 
value to this waste. Glycerol can be a good carbon source for fermentation, it has a high 
degree of reduction and a low cost. There is a large supply of glycerol in the world market, 
because it is a byproduct of the transterification reaction of vegetable oils, 10 kg biodiesel 
produced have 1 kg of glycerol. It is known that the production of biodiesel is in constant 
growth which results in the growth of the production of glycerol. To produce ethanol using 
glycerol was carried out a study of two microorganisms. The microorganisms studied were a 
bacterium and a yeast, Saccharomyces sp.1201 and Klebsiella pneumoniae ATCC 29,665 
respectively. For this study, it was used different concentrations of inoculum for the runs 
using Saccharomyces sp.1201 and different concentrations of glycerol for the runs using 
Klebsiella pneumoniae ATCC 29,665. The results obtained with yeast have not been 
satisfactory, this yeast was not able to produce ethanol using glycerol as substrate, however, 
the bacteria studied presented good production of ethanol and was able to metabolize 
fermentation media with glycerol, up to produce about 1, 4 g / L of ethanol, also obtained as 
the reaction product of 1.3-propanediol and acetic acid. We also carried out a simulation of 
fermentation using Klebsiella pneumonia, and analyzed the behavior of the fermentation 
process based on the following changes of glycerol concentration, inoculum concentration, 
bypass and the dead zone inside the reactor. With the simulations it was possible to see how 
the dead zone and very influential on the reactor performance. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Devido ao crescimento populacional e indústrial, há consequentemente um 

aumento no consumo de energia, principalmente a oriunda dos derivados de petróleo, por 

serem os mais utilizados há anos, porém os mesmos não são em curto prazo renováveis e são 

economicamente instáveis. 

Esta alta instabilidade dos preços e a futura escassez do petróleo têm 

impulsionado muitas universidades e empresas privadas a desenvolverem pesquisas que 

buscam novas fontes de energias. Essas fontes devem ser de baixo custo, renováveis e 

atendam a grande demanda populacional. A produção de bicombustíveis, dentre eles álcool e 

biodiesel, vêm crescendo e se destacando cada vez mais no mercado mundial, por serem 

originados de fontes renováveis ou por reaproveitarem resíduos industriais, serem 

biodegradáveis e terem queima limpa (Vicente et al., 1998). Uma das formas mais 

promissoras para produção de bicombustíveis é a utilização de biomassa. O Brasil foi o 

pioneiro na utilização de tecnologias limpas (com respeito aos saldos CO2) utilizando fontes 

de energias limpas como o etanol de cana de açúcar (biocombustível). O Brasil é um dos 

maiores produtores de etanol para fins energéticos. 

O etanol é um composto fundamental para a cadeia primária de diversos processos 

indústriais e, nos últimos anos, vem crescendo seu uso como combustível automotivo, o que 

impulsiona a procura por novos métodos, rotas e microrganismos capazes de produzir etanol. 

No Brasil o uso de etanol em grande escala como combustível para veículos começou nos 

anos 70. Atualmente, no Brasil, existem cerca de 2,5 milhões de carros que funcionam com 

etanol como combustível e a gasolina que é vendida contem 25 % de etanol (anidro). O uso de 

biocombustíveis certamente continuará a crescer e é de conhecimento geral que a 

disponibilidade de petróleo é claramente limitada. Estudos para a produção de etanol a partir 

de biomassa e de resíduos industriais vêm crescendo nestes últimos anos, muitas 

universidades e empresas estão em busca de formas mais baratas para a produção de álcool, 

não só de etanol mais outros alcoóis como, por exemplo, butanol. 

Um resíduo que esta gerando um grande problema no mercado do biodiesel é o 

glicerol, pois o glicerol é um subproduto da reação de produção de biodiesel. O glicerol esta 

saturando o mercado visto que a cada 10 kg de biodiesel produzido por transesterificação de 

óleos vegetais ou de gorduras animais são gerados 1 kg de glicerol bruto (González-Pajuelo et 
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al., 2004; Mu et al., 2006). Esse fato fez com que o preço do glicerol caísse bruscamente e, 

com o crescente aumento da produção de biodiesel, o excedente de glicerol também crescerá. 

O glicerol por sua vez é uma ótima fonte de carbono para fermentações anaeróbicas devido 

seu alto grau de redução (Silva GP, et al, 2008). Alguns microrganismos são capazes de 

produzir álcool utilizando glicerol como fonte de carbono tais como: Clostridium butyricum, 

Citrobator, Citrobacter freundi e Klebsiella pneumoniae (Zhao et al., 2006).  

Esta dissertação de mestrado teve como objetivo geral estudar a produção de 

álcool por via fermentativa utilizando como fonte de carbono o glicerol oriundo da indústria 

do biodiesel. Como objetivos específicos tiveram-se: 

- Caracterização do glicerol; 

- Seleção de microrganismos capazes de consumir glicerol para produzir álcool; 

- Modelagem da fermentação; 

- Produção de etanol, 1,3 propanodiol e ácido acético. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Biocombustíveis  

 

 

Atualmente vem crescendo muito a demanda por biocombustíveis. Cada vez mais 

o preço da gasolina, diesel e derivados de petróleo tendem a subir com o passar dos anos. A 

cada ano o consumo aumenta e as reservas diminuem. Além do problema físico, há o 

problema político: a cada ameaça de guerra ou crise internacional, o preço do barril de 

petróleo dispara a valores absurdos. 

A depleção grave de recursos fósseis e um aumento na conscientização ecológica 

da sociedade levaram à busca de combustíveis a partir de fontes renováveis como a biomassa 

de plantas. Também há alternativas como: energia solar, da água, do vento e gravidade e de 

energia obtida por clivagem de radioisótopos têm sido intensamente estudadas. Todas estas 

fontes de energia renováveis não contribuem para o aumento das emissões de dióxido de 

carbono e são ambientalmente amigáveis (Antczak et al, 2009). Uma das formas mais 

promissoras para produção de bicombustíveis é a utilização de biomassa. O Brasil foi o 

pioneiro na utilização de tecnologias limpas (com respeito aos saldos CO2) utilizando fontes 

de energias limpas como o etanol de cana de açúcar (biocombustível), quando o governo 

decidiu substituir a gasolina pelo álcool combustível em 1973.  

O Brasil, que sempre se destacou como produtor de açúcar, ocupa também um 

lugar de evidência como o primeiro país a produzir e fazer uso de um biocombustível na sua 

frota de automóveis (Andrietta et al. 2006). No entanto, o constante aumento da demanda por 

fontes de energia, as mudanças climáticas causadas pelo aquecimento da atmosfera e o 

esgotamento das reservas de petróleo de fácil extração, aliado a um desenvolvimento 

socioeconômico mais intenso, sobretudo nos países em desenvolvimento, têm incentivado a 

utilização de insumos renováveis, que possam substituir, ao menos parcialmente, os 

combustíveis de origem fóssil como petróleo, carvão e gás natural. O limite ao uso dos 

combustíveis fósseis não se dará somente pelo esgotamento das reservas, mas também pela 

redução da capacidade ambiental do planeta de absorver os gases oriundos de sua combustão 

(Mota et al., 2009). 

O transporte é um dos maiores responsáveis pela emissão de poluentes 

atmosféricos, uma vez que dependem da combustão de derivados do petróleo como gasolina e 
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óleo diesel. De toda energia primária consumida no mundo em 1999, 43% veio do petróleo, e 

desta parcela, 58% destinou-se ao setor de transporte (Ribeiro, 2006). 

Em meados de 1980, cerca de 95% dos automóveis produzidos no Brasil foram 

alterados a combustão de etanol. Veículos flex fuel, que foram projetados em 2003, 

representaram mais de 80% dos automóveis vendidos no Brasil. O uso de biocombustíveis 

certamente continuará a crescer, pois se sabe que a disponibilidade de petróleo é claramente 

limitada. As estimativas apontam para um declínio gradual na produção de petróleo e, 

segundo algumas projeções, acredita-se que as reservas se esgotem em 2050 (Campbell e 

Laherrère, 1998).  

Culturas agrícolas têm sido recentemente submetidas para a transformação em 

produtos não-alimentares. Nesse contexto, a produção de combustíveis, tais como diéster 

produzidos a partir de óleo de cozinha ou pró-etanol produzido a partir de cereais, beterraba 

ou cana de açúcar, constitui um ramo importante. A síntese desses biocombustíveis gera um 

principal subproduto, a glicerina (glicerol), que tem de ser utilizada ou valorizada para 

aumentar a rentabilidade do ramo em geral. Este subproduto comum representa de 10 e 6% 

(m/m) do diéster e produções de etanol, respectivamente, assim podendo surgir um depósito 

importante de glicerol (Barbirato et al, 1998). 

Os óleos vegetais apareceram como uma alternativa de combustível, mas o seu 

uso direto em motores de combustão interna não constitui uma inovação recente. Em 1900 

Rudolf Diesel (1858-1913), inventor do motor do ciclo diesel, utilizou óleo vegetal de 

amendoim para demonstrar seu invento em Paris (Rabelo, 2001 e Demirbas, 2003).  

Após a crise do petróleo iniciada em 1973, todos os países importadores do 

petróleo foram afetados, principalmente os em desenvolvimento, como o Brasil. Essa crise 

causou a necessidade de se obter fontes alternativas de energia. Nesse panorama surgiu o 

biodiesel como opção (Dantas, 2006). 

 

 

2.2 Biodiesel 

 

 

O Biodiesel é uma alternativa aos combustíveis derivado do petróleo. Pode ser 

usado em carros e qualquer outro veículo com motor diesel. Fabricado a partir de fontes 

renováveis (girassol, soja, mamona, entre outros), é um combustível que emite menos 

poluente que o diesel. 
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O que tem sido denominado biodiesel é um combustível ambientalmente correto 

sucedâneo ao óleo diesel mineral, constituído de uma mistura de ésteres metílicos ou etílicos e 

de ácidos graxos, obtidos da reação de transesterificação de qualquer triglicerídeo com um 

álcool de cadeia curta, metanol ou etanol respectivamente (Parente, 2003). 

De um modo geral, biodiesel foi definido pela “National Biodiesel Board” dos 

Estados Unidos como o derivado mono alquil éster de ácidos graxos de cadeia longa, 

proveniente de fontes renováveis como óleos vegetais ou gordura animal, cuja utilização está 

associada à substituição de combustíveis fósseis em motores de ignição por compressão 

(motores do ciclo Diesel) (National Biodiesel Board, 1998). 

Enquanto produto, pode-se dizer que o biodiesel tem as seguintes características: 

(a) é virtualmente livre de enxofre e aromáticos; (b) tem alto número de cetano, (c) possui teor 

médio de oxigênio em torno de 11%; (d) possui maior viscosidade e maior ponto de fulgor 

que o diesel convencional; (e) possui nicho de mercado específico, diretamente associado a 

atividades agrícolas; (f) no caso do biodiesel de óleo de fritura, se caracteriza por um grande 

apelo ambiental; e, finalmente, (g) tem preço de mercado relativamente superior ao diesel 

comercial (Ramos, 1999). 

A utilização do biodiesel traz uma série de vantagens ambientais, econômicas e 

sociais. Estudos demonstram que a substituição do óleo diesel mineral pelo biodiesel resulta 

em reduções de emissões de 20% de enxofre, 9,8% de anidro carbônico, 14,2% de hidro 

carbonetos não queimados, 26,8% de material particulado e 4,6% de óxido de nitrogênio 

(Dantas, 2006). Entretanto, se o processo de recuperação e aproveitamento dos subprodutos 

(glicerina e catalisador) for otimizado, a produção de biodiesel pode ser obtida a um custo 

competitivo com o preço comercial do óleo diesel, ou seja, aquele verificado nas bombas dos 

postos de abastecimento. Por outro lado, enquanto combustível, o biodiesel necessita de 

algumas características técnicas que podem ser consideradas imprescindíveis: a reação de 

transesterificação deve ser completa, acarretando ausência total de ácidos graxos 

remanescentes e, o biocombustível deve ser de alta pureza, não contendo senão traços de 

glicerina, de catalisador residual ou de álcool excedente da reação. 

A utilização de biodiesel no transporte rodoviário pesado oferece grandes 

vantagens para o meio ambiente, principalmente em grandes centros urbanos, tendo em vista 

que a emissão de poluentes é menor que a do óleo diesel. Chang et al. ,1999, demonstraram 

que as emissões de monóxido e dióxido de carbono, enxofre e material particulado foram 

inferiores às do diesel convencional. No entanto, os níveis de emissões de gases nitrogenados 

foram maiores para diferentes tipos de biodiesel. 
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Um combustível originado a partir da biomassa é o biodiesel, produzido a partir 

de óleos vegetais e gorduras animais. Assim como o etanol pode substituir gasolina em 

ciclomotores, o biodiesel pode substituir o diesel em motores. A União Européia é a principal 

produtora de biodiesel com 82% da produção mundial em 2003 (Demirbas e Balat, 2006). De 

acordo com o European Biodiesel Board (EBB, 2006), a produção estimada de biodiesel em 

2005 foi de 3,2 milhões de toneladas e a capacidade de produção em 2006 foi estimada em 

cerca de 6.069 milhões de toneladas. Os EUA são o segundo maior produtor mundial e 

produziram cerca de 250.000 toneladas de biodiesel em 2005 (EBB, 2006). A Figura 2.1 

mosra a reação de formação do biodiesel pela transesterificção de triglicerídeos com álcool. 

 

 

Figura 2.1 – Reação de transesterificação de óleos vegetais para produção de biodiesel (Ramos, 1999).  

 

A cadeia produtiva do biodiesel gera como principais subprodutos a glicerina, a 

lecitina, o farelo e a torta da oleaginosa. Estes devem ser foco de análises detalhadas, pois 

podem constituir um fator determinante para a viabilidade econômica do biodiesel (Rathmann 

et  al, 2006). O biodiesel é produzido, primariamente, por alcoólise de triglicerídeos com 

metanol ou etanol. As matérias primas para a produção de biodiesel são oleaginosas, tais 

como, algodão, amendoim, dendê, girassol, mamona, pinhão manso e soja, bem como, óleos 

de descarte, gorduras animais e óleos de fritura. Após período de decantação de 24 horas, 

obtém-se uma fase óleo, constituída por ésteres alquílicos (metílicos ou etílicos), e uma fase 

glicerinosa, constituída por glicerol ou glicerina, principalmente, sabões, álcool (metanol ou 

etanol), hidróxidos, ácidos graxos e ésteres alquílicos, sendo a composição destes últimos 

função do tipo de oleaginosa utilizada (Ashby et al., 2006). A proporção entre esses 

componentes é dependente do processo de transesterificação e da eficiência da separação do 

biodiesel (Ashby et al.,  2006). A Figura 2.2 apresenta um fluxograma deste processo. 
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Figura 2.2 – Fluxograma do processo de produção de biodiesel (Parente 2003). 

 

 

2.3 Glicerol  

 

 

O glicerol (1,2,3-propanotriol ou glicerina) foi descoberto por Scheele em 1779 

durante o processo de saponificação de azeite de oliva. Pasteur (1858) também observou sua 

formação como um subproduto da fermentação alcoólica, em concentrações de 2,5 - 3,6% do 

conteúdo de etanol (Rehm, 1998), podendo ser o glicerol o segundo maior produto formado 

durante a fermentação alcoólica (Tosetto e Andrietta, 2003). 
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O glicerol ocorre naturalmente em formas combinadas, como nos triglicerídeos, 

em todos os óleos animais e vegetais, sendo isolado quando estes óleos são saponificados com 

hidróxido de sódio ou potássio, no processo de manufatura de sabões.  

Desde 1949, o glicerol também tem sido produzido comercialmente pela síntese 

do propeno, conforme mostra a Figura 2.3. Esta rota representa atualmente 25% da 

capacidade de produção dos EUA e 12,5% da capacidade de produção mundial, mas muitas 

unidades estão sendo desativadas em virtude da grande oferta de glicerol oriundo da produção 

de biodiesel. Estima-se que em todo o mundo a produção de glicerol alcançará 1,2 milhões de 

toneladas por volta de 2012, devido ao aumento da produção de biodiesel (Mota et al., 2009). 

 

 

Figura 2.3 – Reação de síntese do propeno (Mota et al., 2009). 

 

A queda do preço da glicerina devido ao aumento da sua oferta tem sido alvo de 

análises sobre o impacto nos mercados internacional e nacional. De acordo com estudo 

realizado por Tysson (2005), estima-se que o preço da glicerina pode cair de $0,50/lb a 

$0,35/lb até 2010. De acordo com algumas indústrias químicas nacionais, o preço médio da 

glicerina caiu de R$ 3,00 o quilograma, em 2005, para R$ 1,60 atualmente, atingindo valores 

de até R$ 0,60 o quilograma em regiões onde usinas de biodiesel operam 

(www.biodieselbr.com). 

A sua produção microbiológica glicerol é conhecida há 150 anos, no entanto, a 

sua produção comercial só ocorreu através da síntese de propileno em 1949, devido ao baixo 

rendimento do processo microbiológico em relação ao processo químico e à dificuldade de 

sua extração e purificação dos caldos fermentados. O glicerol é um poliálcool de fórmula 

estrutural apresentada na Figura 2.4. 

 

 

Figura 2.4 – Estrutura do glicerol. 
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O termo glicerol aplica-se somente ao composto puro, 1,2,3-propanotriol, 

enquanto o termo glicerina aplica-se à purificação de compostos comerciais que contém 

normalmente quantidades maiores ou iguais a 95% de glicerol (Morrison, 1994). Vários 

níveis e designações de glicerina estão disponíveis comercialmente. Eles diferem um pouco 

em seu conteúdo de glicerol e em outras características, tais como cor, odor e impurezas 

(Knothe et al., 2006). 

O glicerol tornou-se uma fonte de carbono barata e abundante, devido à sua 

inevitável geração como subproduto da produção de biodiesel. Em todo o mundo o excedente 

de glicerol pode levar ao encerramento das instalações dedicadas à sua produção ou refinação, 

além disso, a viabilidade econômica da indústria de biodiesel tem sido muito afetada (Yazdani 

e Gonzalez, 2007). Na Figura 2.5 são apresentados os principais setores de utilização da 

glicerina. Pode-se observar que o maior setor de utilização da glicerina está focado na 

mercado cosmético e farmacêutico. 

 

 

Figura 2.5 – setores industriais de utilização da glicerina. (Mota et al., 2009). 

 

O glicerol é atualmente um dos ingredientes mais utilizados na indústria 

farmacêutica na composição de cápsulas, supositórios, anestésicos, xaropes e emolientes para 

cremes e pomadas, antibióticos e anti-sépticos. Por ser não-tóxico, não-irritante, sem cheiro e 

sabor, o glicerol tem sido aplicado como emoliente e umectante em pastas de dente, cremes de 

pele, loções pós-barba, desodorantes, batons e maquiagens (emoliência é a sensação 

aveludada na pele com a aplicação do produto). O glicerol tem sido empregado no 
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processamento de tabaco a fim de tornar as fibras do fumo mais resistentes e evitar quebras. É 

empregado na composição dos filtros de cigarros e como veículo de aromas. Amaciar e 

aumentar a flexibilidade das fibras têxteis. Pode ainda ser empregado como lubrificante de 

máquinas processadoras de alimentos, fabricação de tintas e resinas, fabricação de dinamite 

etc. O glicerol pode ser usado como umectante e para conservar bebidas e alimentos tais como 

refrigerantes, balas, bolos, pastas de queijo e carne, ração animal seca. Todas estas aplicações 

utilizam hoje principalmente sorbitol. É possível que o glicerol venha a tomar parte dos 

mercados de sorbitol, se os preços caírem nos próximos anos em função da superprodução, 

com o biodiesel. 

Aplicação exclusiva do glicerol: por ser um componente estrutural de lipídeos, o 

glicerol tem sido utilizado em preparações de molho para salada, coberturas de doces e 

sobremesas geladas. Outro mercado muito importante, e exclusivo, que provavelmente vai se 

desenvolver com a maior oferta de glicerol é a aplicação deste para a síntese de moléculas de 

alto valor agregado. Entre estas está o PDO (propanodiol), a partir de fermentação do glicerol, 

para uso em plásticos. Matéria prima do futuro para fermentações de: 1,3-propanodiol e 

dihidroxiacetona (www.biodieselbr.com). 

A família das enterobactérias possui a capacidade de realizar o metabolismo 

fermentativo de glicerol, essa propriedade é compartilhada por apenas alguns membros, tais 

como: Citrobacter freundii e Klebsiella pneumoniae (Booth, 2005; Bouvet et al., 1995). É 

importante ressaltar ainda que o glicerol também é assimilado por algumas leveduras como do 

gênero Candida e Saccharomyces e pela bactéria Clostridium pasteurianum, resultando em 

diversos compostos como etanol, 1,3-propanotriol, butanol e butirato (Flores et al., 2000 e 

Biebl, 2001). 

 

 

2.4 Etanol 

 

Etanol (álcool etílico, álcool de cereais, CH3-CH2-OH ou EtOH) é um 

biocombustível líquido que pode ser produzido a partir de diferentes fontes de biomassa e 

tecnologias. O etanol é um combustível alternativo atraente porque é renovável e oxigenado, 

assim reduzindo a emissão de partículas nos motores de ignição (Hansen et al, 2005). 

Etanol é um dos mais importantes combustíveis renováveis, contribuindo para a 

redução dos impactos ambientais negativos gerados pela utilização mundial dos combustíveis 

fósseis (Cardona e Sánchez, 2007). Etanol tem uma maior octanagem, mais amplo limite de 
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inflamabilidade, maiores velocidades de chama e superior calor de vaporização do que a 

gasolina. Estas propriedades permitem uma maior taxa de compressão, menor tempo de 

queima, que levam às vantagens de eficiência teórica sobre a gasolina em um motor de 

combustão interna (Balat, 2007). As desvantagens do etanol inclui a sua baixa energia e 

densidade em relação a gasolina (etanol tem 66% da energia que a gasolina), a sua 

corrosividade, luminosidade fogo baixo, menor pressão de vapor (tornando difícil o arranque 

a frio, porém essa última dificuldade tecnológica já foi superada com a implantação dos 

motores flex fuel), miscibilidade com água e toxicidade para os ecossistemas (MacLean, 

2003).  

O etanol é um combustível oxigenado que contém 35% de oxigênio, o que reduz 

as emissões de partículas e de NOx durante a combustão. O etanol tem um maior número de 

octanos (108), mais limites de inflamabilidade, maiores velocidades de chama e superior calor 

de vaporização. Estas propriedades permitem uma maior taxa de compressão e tempo de 

gravação, que levam a uma eficiência teórica e ter vantagens sobre a gasolina em um motor 

interno de combustão MIC (Balat et al., 2008). 

A crise do petróleo nos anos 70 motivou o governo a desenvolver uma forma 

alternativa de substituir a gasolina. Nasceu então o etanol, um combustível obtido a partir da 

fermentação do caldo da cana-de-açúcar, melaço ou ambos. Incentivos foram oferecidos aos 

investidores do setor. Novas unidades que produziam exclusivamente etanol foram 

implantadas. Nos anos 80, 85% dos carros eram movidos exclusivamente a álcool. A 

produção de etanol daquela década chegou a superar a produção de açúcar pelas usinas. As 

unidades instaladas atingiram, naquele período, capacidade para produzir 18 bilhões de litros 

de etanol por safra, volume este equivalente a 100 milhões de barris de gasolina. O Brasil, 

quando criou o Proálcool (Programa Nacional do Álcool) nos anos 70, não tinha a dimensão 

do impacto desse programa no século XXI. Assim, desde aquela época o Brasil já conta com 

uma matéria prima adequada para a produção de combustível, a cana-de-açúcar. O aumento 

da área de plantio e incentivos para instalações de destilarias autônomas foram fortemente 

estimulados, na forma de financiamento, pelos programas de governo, e desde então, o Brasil 

passou a contar com inúmeras novas destilarias produtoras de etanol. A frota de veículos leves 

passou a ser quase que exclusivamente movida a etanol (Andrietta et al, 2006). 

Tudo começou com o uso do etanol no mercado interno, em motor de combustão 

interna (MCI) inventado por Otto de Nikolas 1897 (Rothman, 1983). Alcoóis têm sido 

utilizados como combustíveis desde o início do automóvel. Misturas de etanol combustível 

são utilizadas com sucesso em todos os tipos de veículos e motores que exigir a gasolina 
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(Balat, 2005). O etanol pode ser usado diretamente como combustível, mas na maioria das 

vezes é misturado com gasolina para melhorar a octanagem, substituir o aditivo tetraetila de 

chumbo e, além disso, diminuir a quantidade de enxofre contida em nossa gasolina 

(Staniszewski et al. 2007). 

O Programa Nacional de Combustível, iniciado em 1975, estimulou a substituição 

da gasolina pelo etanol de cana-de-açúcar para o uso em automóvel, e intensificou o uso de 

uma mistura de etanol e gasolina como combustível para os carros comuns (Soccol et al., 

2005). O etanol anidro é adicionado à gasolina na proporção 20-26% em volume (Cortez et 

al., 2003). Hoje, cerca de 3 milhões de automóveis funcionam em 100% de etanol, e cerca de 

60% de todos os veículos novos produzidos no Brasil são ''flex fuel", ou seja, eles podem ser 

usados em qualquer mistura de álcool/gasolina, bem como 100% de álcool (Grad, 2006). 

O interesse mundial na utilização de etanol como fonte de energia tem estimulado 

diversos estudos sobre o custo e a eficácia dos processos industriais para produção de etanol. 

Intensas pesquisas têm sido realizadas para a obtenção eficiência nos organismos 

fermentativos, fermentações com substratos de menor custo e melhores condições ambientais 

(Cysewski e Wilke, 1978). Embora o processo de fermentação para produção de etanol seja 

bem conhecido e utilizado no Brasil, os custos de produção ainda podem ser reduzidos de 

modo que uma ampla utilização do etanol, como combustível, seja possível não só no Brasil, 

mais em todo o mundo. Portanto, o desenvolvimento de processos de fermentação que 

utilizam fontes de carbono econômicas é importante para a produção de etanol em escala 

comercial (Cazetta et al., 2007). 

Alguns processos biológicos tornaram possíveis rotas para a produção de etanol 

em grandes volumes, utilizando substratos baratos (Gunasekaran e Raj, 1999). A produção 

mundial de etanol (todos os graus) atingiu cerca de 51 bilhões de litros em 2006, dos quais 17 

milhões foram produzidos no Brasil a partir da cana-de-açúcar. Os Estados Unidos 

produziram cerca de 18 bilhões de litros de etanol a partir do milho (RFA, 2008). Atualmente, 

o uso de resíduos industriais para produção de etanol está em franca espansão, diversos 

estudos estão em desenvolvimento, já é possível produzir etanol de madeira, borra de café, 

fibras de diversa culturas, dentre elas milho, beterraba, caju, cana-de-açúcar e glicerol. 

 

 

 

 

2.5 1,3-propanodiol 
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O 1,3-propanodiol (PDO) é uma molécula com inúmeras aplicações na indústria 

de polímeros, cosméticos, alimentos, lubrificantes e remédios. Quando é utilizado como 

monômero, sua molécula pode participar da síntese de vários poliésteres (PPT, Película de 

polipropileno). Na presença de outros produtos químicos, diversas propriedades mecânicas 

são fornecidas para a material final em comparação com os mais convencionais poliésteres 

(PET, polietileno tereftalato) (Elm et al., 1980). 

1,3-propanodiol também pode ser usado como extensor de cadeia para a síntese 

do poliuretano, lubrificantes, solventes e precursor nas indústrias farmacêutica e química 

(Deckwer, 1993; Witt et al., 1994). A biodegradabilidade dos plásticos naturais que contêm 

1,3-propanodiol é superior em comparação com aquelas de polímeros totalmente sintéticos 

(Deckwer et al., 1992; Witt et al., 1994). 

A produção indústrial (PDO) tem atraído a atenção como um importante 

monômero para sintetizar um novo tipo de poliéster, polytrimethylene tereftalato (PTT) (Biebl 

et al. 1999). A conversão química tradicional, acroleína em PDO é difícil, tem uma baixa 

seletividade e consequentemente, seu preço elevado tem dificultado o aproveitamento do 

PDO nas indústrias de polímeros. A conversão microbiana de glicerol a PDO é 

particularmente interessante neste processo é relativamente fácil e não gera subprodutos 

tóxicos. Esta conversão também poderia ajudar a reduzir os excedentes de glicerol no 

mercado. 

A produção de 1,3-propanodiol por microrganismos já foi relatado pelos gêneros 

Klebsiella e Citrobacter (Homann et al., 1990), Clostridium (Forsberg, 1987) e pelo gênero 

Enterobacter (Barbirato et al., 1995). O glicerol pode ser convertido para PDO por vários 

microrganismos, incluindo Clostridia, Citrobator, Lactobacillus e também Klebsiella 

(Reimann et al. 1998, El-Ziney et al., 1998; Biebl et al., 1998). Entre estes, Klebsiella 

pneumoniae fermenta glicerol a PDO com alto rendimento e produtividade. No entanto, 

devido à inibição pelo produto (Zeng et al. 1994), é difícil obter uma concentração elevada 

PDO no caldo de fermentação.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

3.1 Materiais  

 

 

O glicerol utilizado nas fermentações desta dissertação foi produzido através de 

reação de transesterificação de óleos vegetais e animais, e gentilmente cedido pela Empresa 

Brasileira de Bioenergia (EBB). Os reagentes utilizados neste trabalho foram todos de grau 

analítico e de diferentes marcas comerciais. Os microrganismos utilizados neste estudo foram: 

a bactéria Klebsiella pneumonia ATCC 29665 comprada da Coleção de Microrganismos do 

Departamento de Antibióticos - UFPE e a levedura Saccharomyces sp. 1201 gentilmente 

cedida da Coleção de Microrganismos do Departamento de Antibióticos – UFPE. 

Utilizaram-se, durante o trabalho, os seguintes equipamentos: mesa rotatória 

(TECNAL modelo TE 420), espectrofotômetro (Espectronic instruments), balança analítica 

(TECNAL), capela de fluxo laminar (LABCONCO), autoclave (PHOENIX) e cromatógrafo 

líquido de alta eficiência (CLAE) ou High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

(Waters) composto por duas bombas (Waters modelo 1525) e dois detectores: índice de 

refração (Waters modelo 2414) e UV-Vis (Waters modelo 2487). A coluna cromatográfica 

analítica utilizada foi: supelcogel C - 610H, 30 cm × 7,8 mm, e uma pré- coluna supelcogel 9 

µm, 5 cm × 4,6 mm. 

 

 

3.2 Métodos 

 

 

3.2.1 Caracterização do glicerol 

 

 

A caracterização do glicerol foi realizada gentilmente nos laboratórios do 

Departamento de Solos e Água da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(EMBRAPA). Para a caracterização do glicerol foi necessário realizar a digestão da amostra 

utilizando os seguintes passos: adicionou-se 1,0 g de glicerol a tubos de digestão, seguidos de 

8 mL da solução ácida (3:1), 600 mL de HNO3 65%, p.a. e 200 mL de HClO4 72%, deixando 
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os tubos a temperatura ambiente por 3 a 4 horas. Após este tempo, transferiram-se os tubos 

para o bloco digestor, elevando lentamente a temperatura até 120°C, permanecendo nesta 

temperatura até que houvesse todo o desprendimento de fumos castanhos. Após todo o 

desprendimento do vapor castanho, elevou-se a temperatura para 200°C, a mesma sendo 

mantida por 3 a 4 horas para que fosse eliminado todo vapor branco presente na amostra, o 

qual caracteriza o fim da digestão. Após o término da digestão, quando as amostras 

encontravam-se na temperatura ambiente, transferiram-se as amostras para balões 

volumétricos de 25 mL, completando-se o volume com água deionizada. 

As amostras digeridas foram utilizadas para quantificação de P, K, Na, Ca, Mg, S, 

Cu, Fe, Mn e Zn. 

 

 

3.2.1.1 Determinação de K e Na 

 

 

Para determinação de K e Na, utilizou-se um fotômetro de chama Digimed 

modelo DM-61. Calibrou-se o fotômetro e fez-se a leitura da curva padrão com amostras de 

10 e 20 mg/L. Após verificação da estabilidade do equipamento, realizou-se a leitura das 

amostras diluidas em água 1:10. 

 

 

3.2.1.2 Determinação de P e S 

 

 

Para determinação de P e S, utilizou-se um Espectrofotômetro FEMTO modelo 

600 Plus. Curvas de calibração foram preparadas por diluição de soluções padrão de 

concentração 1000 ppm. A curva padrão do fósforo foi preparada em erlenmeyers de 25 mL, 

transferindo-se 5 mL de cada um dos padrões, seguidos de 10 mL da solução diluída de 

molibdato de amônio e uma pequena quantidade de ácido ascórbico. As leituras foram 

realizadas após 30 minutos em comprimento de onda de 660 nm. 

Para o enxofre, a curva padrão e amostras foram preparadas em tubos de ensaio de 

40 mL, transferindo-se 10 mL de cada um dos padrões de S. Adicionando, em seguida, 1 mL 

da solução de HCl 6,0 N contendo 20 mg/L de S. Acrescentaram-se 500 mg de cloreto de 

bário, esperando um minuto para a estabilização da amostra. A amostra foi agitada por cerca 
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de 30 segundos até a completa dissolução do cloreto de bário. Realizaram-se leituras no 

comprimento de onda de 420 nm. As curvas padrões encontram-se no anexo A. 

 

 

3.2.1.3 Determinação de Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn 

 

 

Para determinação de Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn, utilizou-se um Espectrômetro de 

Absorção Atômica Perkin Elmer, modelo A Analyst 300, através do método de atomização 

por chama (C2H2 /ar), utilizando as seguintes condições experimentais: 

 

Tabela 3.1– Condições experimentais para cada elemento analisado por espectrometria de absorção atômica. 

Elementos 

Fenda do 

monocromador 

(mA) 

Comprimento de 

onda () 

(nm) 

Concentrações dos 

padrões 

(mg/L) 

Cálcio 0,7 422,7 0 e 5 

Magnésio 0,7 485,2 0 e 0,5 

Cobre 0,5 324,7 0 e 0,5 

Ferro 0,2 248,3 0 e 5 

Manganês 0,5 279,5 0 a 0,5 

Zinco 0,7 213,9 0 e 5 

 

As curvas de calibração foram preparadas por diluição de soluções padrão estoque 

de concentração 1000 ppm para cada metal. 

 

 

3.2.2 Microrganismos 

 

 

Utilizaram-se dois microrganismos nesta dissertação, uma levedura e uma 

bactéria, Saccharomyces sp. 1201 cedida pelo Departamento de Antibióticos – UFPE e 

Klebsiella pneumonia 396 (ATCC 2966) comprada do Departamento de Antibióticos – UFPE 

respectivamente, por serem citadas na literatura aberta como capazes de usar glicerol como 

fonte de carbono. 
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3.2.2.1 Saccharomyces sp. 1201 

 

 

A levedura foi estocada em tubos e placas de petri com ágar dextrose sabouraud 

(AS), a mesma permaneceu a 4ºC, com repique a cada 60 dias. A composição do meio 

utilizado para preparação do inóculo da levedura é mostrada na Tabela 3.2. O pH do meio foi 

ajustado em 5,0. Para preparação do inóculo foram retiradas 3 alçadas, de uma placa de petri 

contendo a levedura, a placa foi preparada 24 horas antes do início da fermentação, as 3 

alçadas foram adicionadas num erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio. O inóculo 

com as células permaneceu durante 24 horas em mesa rotatória (TECNAL) a 30 ºC e 150 

rpm.  

 

Tabela 3.2 – Composição do inóculo para Saccharomyces sp. 1201  

Componentes Concentrações 

Glicose 30 g/L 

Extrato de levedura 10 g/L 

(NH4)2SO4 10 g/L 

KH2PO4 4,5 g/L 

MgSO4.7H2O 1 g/L 

ZnSO4.7H2O 0,65 g/L 

 

Após as 24 horas, centrifugou-se o inóculo a 10.000 rpm para a obtenção da massa de 

Saccharomyces sp. 1201. Adicionou-se 1,2 g de massa de Saccharomyces sp. 1201 ao meio 

fermentativo. A composição dos reagentes utilizados para preparação do meio de cultivo 

usado na fermentação da Saccharomyces sp. 1201 está descrita na Tabela 3.3. Após a 

preparação do meio de cultivo, fez-se necessário a correção do pH para 5,0. 
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Tabela 3.3 – Composição do meio fermentativo para Saccharomyces sp. 1201 

Componentes Concentrações 

Glicerol 1% v/v 

Extrato de levedura 5 g/L 

(NH4)2SO4 10 g/L 

KH2PO4 4,5 g/L 

MgSO4.7H2O 1 g/L 

ZnSO4.7H2O 0,65 g/L 

 

Após a preparação dos meios, estes foram autoclavados em 110 °C por 10 min. As 

fermentações foram conduzidas em mesa rotatória, utilizando erlenmeyer de 250 mL, 

contendo 100 mL de meio de cultivo, na temperatura de 30 ºC e na velocidade de agitação de 

150 rpm. Para análise dos reagentes e produtos, amostras foram retiradas a cada hora para 

acompanhar o consumo de glicerol e produção de alcoóis. Na Figura 3.1, pode-se observar 

uma ilustração esquemática da fermentação do glicerol por Saccharomyces sp. 1201. 

 

Figura 3.1 – Ilustração esquemática do processo fermentativo para Saccharomyces sp. 1201 

 

 

3.2.2.2 Klebsiella pneumonia 396 (ATCC 29665) 

 

 

A bactéria foi estocada a 4ºC em placas de petri e tubos de ensaios contendo ágar 

nutriente (AN), seu repique ocorrendo a cada 60 dias. Os componentes do meio utilizado para 

o inóculo da bactéria estão descritos na Tabela 3.4.  

 

Saccharomyces 
sp. 1201 

 

Obtenção da 
Biomassa 

100 mL de Meio MM 
com Glicerol 

Inóculo 10 % 
(m/v)   

 
3 
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Tabelas 3.4 – Componentes do meio de cultivo para Klebsiella p .(Cheng et al, 2004) 

Componentes Concentrações 

Glicerol 20 g/L 

Extrato de levedura 1 g/L 

(NH4)2SO4 2,0 g/L 

KH2PO4 1,3 g/L 

MgSO4.7H2O 0,2 g/L 

CaCl2 0,026 g/L 

K2HPO4 3,036 g/L 

Elemento traçador 1 mL/L 

 

Para preparação do inóculo foram adicionadas 3 alçadas retiradas de placa de petri 

contendo Klebsiella pneumonia 396 (ATCC 29665), a placa foi repicada 24 horas antes da 

preparação do inóculo. O inóculo foi conduzido por 18 horas em mesa rotatória na 

temperatura de 40 ºC e velocidade de agitação de200 rpm. Após as 18 horas de incubação, 

retirou-se uma alíquota de 1 mL do inóculo e adicionou-se ao meio fermentativo, os 

componentes do meio fermentativo encontram-se descritos na Tabela 3.5. 

 

Tabela 3.5 – Composição do meio fermentativo para cultivo da Klebsiella p. (Cheng et al, 2004) 

Componentes Concentrações 

Glicerol 20 g/L 

Extrato de levedura 1 g/L 

(NH4)2SO4 6,0 g/L 

KH2PO4 1,5 g/L 

MgSO4.7H2O 0,2 g/L 

CaCl2 0,026 g/L 

K2HPO4 3,893 g/L 

Elemento traçador 1 mL/L 

 

Os pHs do inóculo e do meio fermentativo foram ajustados para 7,0 e, em 

seguida, autoclavados na temperatura de 110 °C por 10 min (Cheng et al., 2004). As 

fermentações foram conduzidas em mesa rotatória utilizando erlenmeyer de 250 mL, 

contendo 100 mL de meio, na temperatura de 40 ºC e velocidade de agitação de 200 rpm, 
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amostra foram retiradas a cada hora para análise do consumo de substrato e produção da 

fermentação (Ma et al., 2009). 

A Figura 3.4 mostra o esquema ilustrativo da fermentação do glicerol utilizando 

Klebsiella p. para produção de etanol e 1,3-propanodiol. 

 

Figura 3.2 – Ilustração esquemática do processo fermentativo para Klebsiella p. 396 (ATCC 29665) 

 

 

3.2.3 Crescimento celular  

 

 

O crescimento celular foi determinado através da medida da densidade ótica 

(DO), no comprimento de onda adequado para cada microrganismo, em espectrofotômetro 

(Genesys, série 20). 

Retirou-se 1 mL dos erlenmeyer com o meio fermentativo, colocando-o em uma 

cubeta de vidro em seguida medindo sua densidade ótica em espectrofotômetro (Spectronic 

20 Genesys). Para a Saccharomyces sp. 1201, o comprimento de onda utilizado nas medidas 

foram de 660 nm e para Klebsiella pneumoniae de 650 nm (Ma et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

Klebsiella p. 396 
 

Obtenção da 
Biomassa 

100 mL de Meio MM 
com Glicerol 

 40°C, 18h e 200rpm 

Inóculo 10 % 
(v/v)   

 
3 
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3.3 Determinação da concentração dos produtos da fermentação  

 

 

Para determinação quantitativa dos produtos, utilizou-se CLAE para a análise das 

amostras de reagentes e produtos das fermentações. Para análise dos produtos, amostras de 1 

mL foram retiradas dos erlenmeyer no período de uma em uma hora e transferidas para 

eppendorf de 1,5 mL e centrifugadas. Para a levedura, utilizou-se uma minicentrifuga (HT), 

sendo a amostra centrifugada por 15 minutos a 6000 rpm, para separação das células. Já para 

a bactéria, fez-se o uso de uma centrifuga de maior capacidade energética, uma potência de 

10.000 g. Após a centrifugação, as amostras foram filtradas em membranas de 0,45 µm, 

garantindo que não havia nenhum microrganismo nas amostras que foram injetadas no CLAE. 

 

 

Figura 3.3 – Minicentrigufa utilizada nos experimentos com Saccharomyces sp. 1201 

 

Os produtos obtidos durante a fermentação foram analisados por CLAE (Waters) 

equipado com detector índice de refração (modelo Waters 2414) e coluna supelcogel C - 

610H, 30 cm × 7,8 mm (Supelco), a 30 ºC, com volume de injeção das amostras de 10 µL, 

com ácido fosfórico 0,1 M como fase móvel a uma vazão de 0,5 mL/min, no período de 30 

minutos. 

As concentrações de etanol, 1,3-propanodiol e ácido acético, produtos obtidos 

durante o cultivo e substrato da fermentação, foram calculadas com base nas áreas 

cromatográficas de cada substância.  
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Para cada composto, fez-se uma curva padrão de calibração, suas concentrações 

são calculadas com base nas áreas dos picos cromatográficos, as curvas para o substrato e os 

produtos da fermentação encontram-se no anexo B.  

 

 

3.4 Modelagem da fermentação de glicerol usando Klebsiella pneumoniae 

 

 

Com o intuito de analisar o efeito da concentração de glicerol, biomassa, 

influência da zona morta e bypass na fermentação do glicerol usando Klebsiella peneumoniae, 

desenvolveu-se modelo para um biorreator real mostrado na Figura 3.4. Para isto modelou-se 

uma combinação de um CSTR ideal de volume Vs, uma zona morta de volume Vd e desvio 

(bypass) com vazão volumétrica Qb. A vazão real do reator é Q0 e corrente afluente no reator é 

Qs. A corrente de desvio e a corrente do efluente do volume de reação são misturados no 

ponto 2 (ver Figura 3.4). 

Na primeira condição assumida pelo modelo, uma parte da corrente de 

alimentação do reator deixa o biorreator imediatamente e retorna a corrente de saída. Na 

segunda condição há presença de uma zona de estagnação, em que parte do fluido presente no 

reator não sofre mistura alguma. Os parâmetros do modelo são , que representa a fração da 

vazão total que sofre desvio e , que representa a fração de volume total V ocupada pela 

região não estagnada. As equações utilizadas para modelar estão listadas a seguir, as equações 

de balanço de massa foram obtidas segundo Fogler, 1999. 

 

  01 QQs            (3.1) 

0QQb       (3.2) 

    (3.3) 

  VVd  1           (3.4) 

SO TG
s

TG
s

TG C
Q
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C

Q

QQ
C

00

0 


        (3.5) 

 

A taxa de diluição do biorreator é definida pela seguinte equação: 
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0Q

V
D            (3.6) 

 

Figura 3.4 – Biorreator com zona morta e bypass (Fogler). 

 

 

As equações que governam balanço de massa da fermentação que ocorre no 

biorreator real para os produtos, substrato e biomassa para são apresentadas a seguir nas 

equações 3.7-3.11 (Xiu et al, 2004). 

 DC
dt

dC
b

b            (3.7) 

  SbSS
S CCCD

dt

dC
 0

        (3.8) 

PdbPd
Pd CCD

dt

dC
         (3.9) 

AcbAc
Ac CCD

dt

dC
         (3.10) 

EtbEt
Et CCD

dt

dC
         (3.11) 

 

Em que  é taxa de crescimento de biomassa,  é taxa especifica de consumo de 

substrato e Pd, Ac e Et são as taxas de formação de produtos, 1,3-propanodiol, ácido acético 

e etanol, respectivamente: e são expressas pelas equações 3.12-3.17 (Xiu et al, 2004). 
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Para Klebsiella pneumoniae cultivada sobre condições anaeróbica de pH 7,0 e 

temperatura de 37°C, a taxa de crescimento de biomassa () e a constante de saturação para o 

glicerol KS são 0,67 h-1 e 0,28 mmol/L, respectivamente. As concentrações críticas de 

glicerol, 1,3-propanodiol, ácido acético e etanol para a taxa de crescimento da biomassa foram 

2039, 934.3, 1026 e 360.9 mmol/L, respectivamente. Os parâmetros c1, c2, b1, b2 na Eq 3.17 

são 0,025, 5.18, 0,06 e 50,45 mmol/Lh, respectivamente. Os outros parâmetros cinéticos são 

apresentados na Tabela 3.6. 

 

Tabela 3.6 – Parâmetros cinéticos utilizados no modelo para simulação (Xiu et al, 2004). 

Reagentes/Produtos 
Parâmetros cinéticos 

M m m K* 

Glicerol 2,20 0,0082 28,58 11,43 

13-Propanodiol -2,69 67.69 26,59 15,50 

Ácido acético -0,97 33,07 5,74 85,71 

 

Foram realizadas modelagens e simulação da fermentação no software MATLAB 

versão 7.0, variaram-se as condições iniciais de glicerol (CS0), biomassa (X0), volume real do 

reator () e bypass () apresentados na Tabela 3.7.  
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Tabela 3.7 – Parâmetros utilizados nas simulações da fermentação bactéria Klebsiella pneumoniae. 

Parâmetros Concentrações 

Glicerol 400 – 600 

Biomassa 0,05 – 0,1 

Volume real do reator 0,1 – 0,9 

Bypass 0,5 – 0.9 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

 

4.1. Caracterização do glicerol 

 

 

A Tabela 4.1 apresenta o resultado obtido da caracterização do glicerol bruto oriundo da 

produção de biodiesel usado em todo este trabalho. Esta caracterização foi realizada conforme 

descrita na seção 3.2.1. Pode-se observar a presença de diferentes micronutrientes os quais 

poderiam participar do metabolismo dos microrganismos usados nesta dissertação. 

 

Tabela 4.1 – Resultado da caracterização do glicerol de soja 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta caracterização foi realizada com o objetivo de verificar a presença ou 

ausência de micro elementos que pudessem inibir ou ativar a produção de etanol, uma vez que 

os microrganismos necessitam de minerais para desenvolver seu metabolismo. Portanto, a 

partir desse resultado optou-se por não se acrescentar minerais ao meio de cultivo nos ensaios 

aqui realizados. 

 

Substâncias Concentração (mg/kg) 

Cálcio 4,2 

Magnésio 1,2 

Potássio 2312,5 

Enxofre 160 

Sódio 4987,5 

Ferro 6,6 

Cobre - 

Zinco - 

Fósforo 193,3 

Manganês - 
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4.2. Fermentação utilizando Saccharomyces sp. 1201 

 

 

Realizaram-se fermentações com o microrganismo Saccharomyces sp. 1201 em 

diferentes condições experimentais objetivando a produção de etanol a partir da utilização de 

glicerol oriundo da indústria de biodiesel como fonte de carbono. As fermentações foram 

conduzidas nas condições de cultivo anteriormente descritas na seção (3.2.2.1). 

Para as fermentações iniciais usando a levedura Saccharomyces sp. 1201, variou-

se a concentração de glicerol no meio de 0,5% a 1% (m/v) e se fixou a concentração de 

inóculo em 1% (v/v). Essa concentração de inoculo foi investigada e se encontrou que é a 

usualmente utilizada na literatura aberta. As fermentações foram acompanhadas retirando-se 

amostras em intervalos de 1 em 1 hora até o período de 8 horas de fermentação. Após 8 horas 

de fermentação, o erlenmeyer continuou na mesa rotatória nas condições adequadas para 

retirada do ponto de 24 horas, para análise da produção de etanol e consumo de glicerol, pois 

esses ensaios iniciais foram exploratórios. Portanto, desejava-se verificar o intervalo de tempo 

no qual a velocidade de produção de etanol iria modificar-se. 

As Figuras 4.1 e 4.2 mostram os resultados obtidos para a fermentação utilizando 

1% m/v de glicerol como fonte de carbono. Pode-se observar que até 5 horas de cultivo 

praticamente não se observou consumo de glicerol (Figura 4.1), além disso, houve consumo 

do etanol residual proveniente do inóculo (Figura 4.2). 
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Figura 4.1 - Perfil de crescimento e de consumo de glicerol para fermentação utilizando 1% de glicerol (m/v): 

(♦) biomassa (g/L); (▲) glicerol (g/L) 
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Figura 4.2 – Perfil de concentração de etanol para fermentação utilizando 1% de glicerol (m/v): (■) etanol 

(mmol/L). 

 

Analisando a Figura 4.1, pode-se observar que o consumo de glicerol foi baixo, 

cerca de 25% do total inicial adicionado ao meio de cultivo. No início da fermentação havia 

cerca de 9 g/L de glicerol, entretanto, após 26 horas de cultivo ainda era possível observar 

cerca de 7,4 g/L de glicerol no meio de cultivo, ou seja, o microrganismo não foi capaz de 

metabolizar o glicerol para produção de etanol, apenas usou o glicerol para fazer sua 

manutenção.  

Analisando a Figura 4.2, observa-se que não houve formação de etanol. No início 

da fermentação havia uma pequena quantidade de etanol presente no meio. Este etanol é 

oriundo do inóculo, como um contaminante do glicerol oriundo da indústria do biodiesel. O 

etanol presente no decorrer da reação foi completamente consumido. Este consumo de etanol 

aconteceu devido ao etanol também ser uma fonte de carbono para a Saccharomyces sp. 1201 

muito mais acessível que o glicerol (molécula muito maior), assim ficando claro que não 

houve produção de etanol nesta fermentação. O consumo das fontes de carbono nesse ensaio 

aconteceu somente para manutenção do microrganismo, uma vez que o etanol é uma fonte de 

carbono mais assimilável que o glicerol. 

Com o objetivo de verificar a falta de produção de etanol nesta fermentação, já 

que era esperado que essa linhagem de Saccharomyces sp. 1201 fosse capaz de metabolizar 

glicerol, realizou-se outra fermentação, agora utilizando 0,5% de glicerol. Este novo ensaio 
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foi uma tentativa para verificar se na fermentação inicial teria ocorrido a falta de produção de 

etanol devido a uma inibição pelo substrato. Assim, a redução da concentração da fonte de 

carbono facilitaria seu consumo pelo microrganismo e seria observada a produção de etanol. 

A Figura 4.3 mostra o consumo de glicerol e a produção de biomassa e a Figura 4.4 mostra a 

produção de etanoo no ensaio fermentativo utilizando 0,5% de glicerol bruto como fonte de 

carbono para produção de etanol por Saccharomyces sp. 1201. 

Analisando a Figura 4.3, pode-se ver que não houve variação significativa no 

consumo de glicerol pelo microrganismo em estudo. Apesar de a concentração de glicerol no 

meio de cultivo ter diminuído para 0,5% m/v não foi possível novamente observar seu 

consumo de modo significativo. O glicerol adicionado ao meio permaneceu praticamente 

intacto durante 24 horas de fermentação. O resultado obtido neste ensaio mostrou que mesmo 

com a redução na concentração da fonte de carbono, o glicerol não se mostrou uma fonte de 

carbono assimilável para este microrganismo. Na Figura 4.4 é possível confirmar que mesmo 

diminuindo a concentração de glicerol não se obteve uma quantidade de etanol significativa 

para o estudo. Ao final de 24 horas de cultivo, somente 0,25 g/L de etanol foi medido, 

concentração dentro da faixa do desvio padrão da concentração medida para este ensaio, por 

isso, essa quantidade de etanol observada não se caracterizou como uma produção deste 

cultivo usando como microrganismo a Saccharomyces sp. 1201. 
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Figura 4.3 – Perfil de crescimento e de consumo de glicerol para fermentação utilizando 0,5% de glicerol (m/v): 

(♦) biomassa (g/L); (▲) glicerol (g/L) 
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Figura 4.4 – Perfil de concentração de etanol para fermentação utilizando 0,5% de glicerol (m/v): (■) etanol 

(g/L). 

 

 

Uma vez que o glicerol oriundo da indústria de biodiesel apresenta diferentes 

resíduos, supõe-se que a não produção de etanol poderia ser causada por algum material 

presente nesse resíduo indústrial. Assim, realizou-se uma fermentação nas mesmas condições 

de cultivo anterior, entretanto, desta vez usando glicerol padrão de grau analítico (P.A), para 

verificar se a presença dos diferentes resíduos presentes no glicerol bruto estaria 

influenciando a não produção de etanol. Além disso, petendeu-se observar também se o não 

consumo efetivo do glicerol bruto era devido a este substrato utilizado nas fermentações ser 

oriundo da reação de produção do biodiesel, pois a linhagem de Saccharomyces sp. 1201 

utilizada nas fermentação não estava conseguindo metabolizar esta fonte de carbono mesmo 

para sua manutenção. 

A Figura 4.5 mostra o consumo de glicerol grau analítico e a Figura 4.6 mostra o 

gráfico de produção de etanol para um cultivo de Saccharomyces sp. 1201 usando 1% de 

glicerol P.A (m/v). 
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Figura 4.5 – Perfil de concentração de glicerol para fermentação utilizando 1% glicerol P.A (m/v): (▲) glicerol 

(g/L) 
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Figura 4.6 – Perfil de concentração de etanol para fermentação utilizando 1 % glicerol P.A (m/v): (■) etanol 

(g/L). 

 

Como pode ser observado nas Figuras 4.6 e 4.7, nesta fermentação não houve 

produção de etanol a partir de glicerol P.A, muito menos o consumo de glicerol pela levedura 
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Saccharomyces sp. 1201. Este resultado seria um indicativo de que o microrganismo em 

estudo não seria capaz de consumir glicerol como fonte de carbono para produção de etanol. 

Assim, com o objetivo de verificar se a cepa deste microrganismo estaria viável ou ela não 

metabolizava o glicerol como fonte de carbono, realizou-se fermentação utilizando glicose 

como fonte de carbono no lugar do glicerol, uma vez que é conhecido que as leveduras do 

gênero Saccharomyces são amplamente conhecidas como boas produtoras de alcoóis a partir 

de glicose, uma fonte de carbono de rápida assimilação. Nesta fermentação utilizaram-se 10 

g/L de glicose P.A. e 1% (v/v) de inóculo como nos ensaios anteriores. A Figura 4.7 mostra o 

resultado obtido para o consumo de glicose e produção de etanol. 
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Figura 4.7 – Perfil de crescimento e concentração de etanol e glicose para fermentação utilizando glicose: (♦) 

biomassa (g/L); (●) glicose (g/L); (■) etanol (mmol/L); 

 

Como pode ser observado pelo gráfico da Figura 4.7, a levedura em estudo foi 

capaz de produzir etanol utilizando glicose como fonte de carbono. Rapidamente a glicose foi 

consumida e a produção de etanol foi observada, aproximadamente 115 g/L em 6 horas de 

cultivo. Assim, pôde-se confirmar que a não produção de etanol deveu-se ao metabolismo do 

microrganismo e não devido ao glicerol ser residual da indústria do biodiesel. Apesar dos 

artigos de Flores et al., 2000 e Biebl, 2001 afirmarem que este microrganismo seria capaz de 

assimilar glicerol. Acredita-se que durante a modificação desta cepa de Saccharomyces sp. 
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1201 aqui utilizada, ocorreu alguma modificação que não mais permitiu que a levedura 

conseguisse metabolizar glicerol, assim metabolizando sua fonte habitual, a glicose. 

 

 

4.3. Fermentação utilizando K. pneumoniae 396 (ATCC 29665) 

 

 

Com os resultados obtidos anteriormente (seção 4.2), constatou-se que a cepa da 

levedura Saccharomyces sp. 1201 não seria viável para assimilar o glicerol oriundo da 

indústria do biodiesel para produção de etanol ou mesmo qualquer outro produto. Assim, em 

seguida aos ensaios realizados com Saccharomyces sp. 1201, utilizou-se outro microrganismo 

na tentativa de produzir etanol a partir de glicerol bruto. Assim, realizaram-se fermentações 

utilizando a bactéria K. pneumoniae 396 (ATCC 29665) com objetivo que este 

microrganismo pudesse absorver o resíduo da indústria do biodiesel e ao mesmo tempo 

produzir etanol. As fermentações foram conduzidas nas condições anteriormente descritas nos 

materiais e métodos (seção 3.2.2.2). 

Inicialmente, para o estudo da produção de etanol usando K. pneumoniae 396 

(ATCC 29665), realizaram-se fermentações fixando a quantidade de fonte de carbono em 20 

g/L e variou-se a concentração de inóculo em 1% e 10 % (v/v) (CHENG, 2004). Pois devido a 

uma falta de consenso na literatura acerca da concentração ideal de inóculo, testou-se o efeito 

de sua variação no meio fermentativo. As concentrações de inócuo de 1% e 10% são 

concentrações bastante utilizadas por diversos autores, assim, com o intuito de verificar se 

haveria uma grande mudança na produção de etanol com a vafriação de concentração inicial 

de inóculo, utilizaram-se as concentrações de 1% e 10% de inóculo nos cultivos seguintes. 

A Figura 4.8 mostra o perfil de concentração do glicerol bruto e produção de 

biomassa ao longo do tempo na fermentação utilizando 1% de inóculo. A Figura 4.9 mostra o 

perfil de concentração para os produtos obtidos na fermentação utilizando 1% de inóculo ao 

longo de 8 horas de cultivo. 
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Figura 4.8 – Perfil de crescimento e de consumo de glicerol para fermentação utilizando 1% de inóculo (v/v): 

(♦) biomassa (g/L); (▲) glicerol (mmol/L) 

 

Através do gráfico da Figura 4.8 pode-se observar que o crescimento da bactéria, 

em 8 horas de cultivo, encontrava-se em sua fase exponencial e que o glicerol foi 

completamente consumido em apenas 24 horas de fermentação. Portanto, em 8 horas de 

fermentação, quase não se podia observar a presença de glicerol no meio fermentativo. 

Mostrando o alto grau de redução do glicerol bruto pela  K. pneumoniae (ATCC 29665). A 

produção de biomassa, nas 8 horas de fermentação, apresentou uma velocidade de 

crescimento praticamente constante, como pode ser observado pela inclinação da curva na 

Figura 4.8. 

No gráfico da Figura 4.9, pode-se observar os perfis de concentração dos produtos 

obtidos na fermentação utilizando 1% de inóculo. A bactéria K. pneumoniae 396 (ATCC 

29665) é capaz de produzir três diferentes produtos utilizando glicerol como substrato, são 

eles: ácido acético, 1,3-propanodiol e etanol. A Figura 4.9 mostra os perfis de concentração 

desses três produtos ao longo do tempo de cultivo. Pode-se ver que a produção máxima de 

etanol foi de 37 mmol/L aproximadamente, em apenas 8 horas de fermentação. A produção 

máxima de 1,3-propanodiol foi cerca de 6 mmol/L em 8 horas de fermentação e a produção de 

ácido acético foi de 0,75 mmol/L em 8 horas de fermentação. Sabendo-se que o etanol é um 

intermediário neste cultivo. Uma vez que a bactéria K. pneumoniae 396 (ATCC 29665), na 

ausência de outra fonte de carbono, usa o etanol para completar seu metabolismo e produzir 
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1,3-propanodiol. Pode-se observar que nas primeiras quatro horas de cultivo, praticamente 

não há formação de 1,3-propanodiol, a concentração de ácido acético é alta e há a formação 

de etanol. Depois deste período de ajuste ao meio, a produção de etanol e 1,3-propanodiol 

superam a produção de ácido acético. 
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Figura 4.9 – Perfil da concentração dos produtos da fermentação utilizando 1% de inóculo (v/v): (■) etanol 

(mmol/L); (●) 1,3 propanodiol (mmol/L); ( ) ácido acético (mmol/L). 

 

As Figuras 4.10 e 4.11 apresentam os resultados obtidos no cultivo usando 10% 

de inóculo no meio. A Figura 4.10 mostra o consumo de glicerol e a produção de biomassa ao 

longo do tempo, enquanto que a Figura 4.11 apresenta as concentrações dos produtos nesta 

fermentação. Devido ao não consenso na literatura acerca da concentração de inóculo, 

decidiu-se avaliar o efeito que uma concentração maior no meio fermentativo usando K. 

pneumoniae 396 (ATCC 29665). Como era de se esperar, o aumento da quantidade de inóculo 

no meio fermentativo acelerou o consumo de glicerol, além do crescimento da biomassa 

mostrar-se bem promissor. Já que a produção de etanol está associada ao crescimento da 

biomassa. 

Analisando as primeiras 5 horas de cultivo, pode-se observar que praticamente 

não havia glicerol presente no meio. Fato não observado no cultivo mostrado na Figura 4.8. 

Quando 1% de inóculo foi utilizado, o consumo de glicerol foi mais lento. Já no cultivo 

realizado usando-se 10% de inóculo, o glicerol foi consumido numa velocidade constante, 

resultado promissor já que estes ensaios visavam um futuro cultivo em biorreator contínuo 
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para produção de etanol. Nas 3 horas seguintes, praticamente não havia glicerol para ser 

consumido. O crescimento da biomassa mostrou o mesmo comportamento, apresentou uma 

velocidade de crescimento constante nas primeiras 5 horas de cultivo e uma velocidade de 

crescimento menor no restante da fermentação.  
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Figura 4.10 – Perfil de crescimento e de consumo de glicerol para fermentação utilizando 10% de inóculo (v/v): 

(♦) biomassa (g/L); (▲) glicerol (mmol/L) 
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Figura 4.11 – Perfil da concentração dos produtos da fermentação utilizando 10% de inóculo (v/v): (■) etanol 

(mmol/L); (●) 1,3 propanodiol (mmol/L); ( ) ácido acético (mmol/L). 
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Devido não haver mais uma quantidade significativa de glicerol, a biomassa 

começou a consumir a fonte mais acessível de carbono no meio, o etanol, como pode ser 

observado na Figura 4.11. Analisando-se a Figura 4.11, pode-se ver que a concentração total 

de etanol no meio fermentativo apresentou um valor máximo próximo de 5 horas de cultivo 

(29 mmol/L) e em seguida começou a cair. Ou seja, o aumento da quantidade de inóculo, 

acelerou todo o processo, entretanto esse aumento da velocidade não foi proporcional ao 

aumento de inóculo, aproximadamente 15mmol/L usando 1% de inóculo e 29mmol/L usando 

10% de inóculo em 5 horas de fermentação. Em 8 horas de cultivo, a concentração de etanol 

era de aproximadamente 35 mmol/L quando se usou 1% de inóculo e, aproximadamente 

27mmol/L quando se usou 10% de inóculo. Essa queda na concentração de etanol se deve ao 

fato de não haver mais glicerol suficiente no meio, o que modificou a fonte de carbono 

utilizada pela K. pneumoniae 396 (ATCC 29665). Esse resultado mostrou-se promissor, uma 

vez que em um cultivo contínuo em escala, poder-se-ia esperar um aumento na concentração 

de etanol, pois sua velocidade de produção ficaria constante como nas primeiras 5 horas de 

cultivo. 

Já para a produção de 1,3-propanodiol houve um pequeno aumento na produção, 

quando se utilizou 1% obtiveram-se 6 mmol/L enquanto que quando se utilizou 10% de 

inóculo obtiveram-se 8 mmol/L de 1,3-propanodiol, o que mostrou que para o 1,3-

propanodiol, o aumento da quantidade de inóculo no meio não causou um grande impacto no 

rendimento da fermentação. Fato que deve ser analisado quando o objetivo for a produção de 

1,3-propanodiol. Ou seja, quando se desejar uma produção de etanol, deve-se usar uma 

concentração maior de inóculo. Quando se desejar direcionar a fermentação para a produçao 

de 1,3-propanodiol, deve-se diminuir a concentração de inóculo para que a velocidade de 

cultivo ser menor e o microrganismo adaptar seu metabolismo e consumir o intermediário 

etanol do meio fermentativo. 

Analisando-se o outro produto da fermentação, o ácido acético, pode-se ver que 

houve uma modificação em seu perfil de produção: na Figura 4.9 (1% de inóculo) sua 

produção manteve-se com velocidade praticamente constante, chegando a uma concentração 

de 0,6 mmol/L em 8 horas de cultivo. Já na fermentação mostrada na Figura 4.11 (10% de 

inóculo), a produção de ácido acético manteve o mesmo comportamento da Figura 4.9 nas 

primeiras 5 horas de fermentação, depois desse período a produção de ácido acético caiu, 

mostrando que a bactéria K. pneumoniae 396 (ATCC 29665) estava direcionando todo seu 

metabolismo para consumir as diversas fontes de carbono no meio e produzir 1,3-



52 
 
propanodiol. Após 8 horas de fermentação, a concentração de ácido acético voltou a crescer, 

nesta etapa, o etanol estava sendo consumido a uma velocidade constante para produzir o 1,3-

propanodiol e o ácido acético apresentava uma concentração de aproximadamente 0,3 

mmol/L no meio. Mesmo com um comportamento de produção diferente, a concentração de 

ácido acético medida foi praticamente a mesma do cultivo com 1% de inóculo, 0,7 mmol/L. 

Para efeito comparativo, uma vez que os resultados com a levedura não se 

mostraram promissores, realizou-se uma fermentação utilizando glicerol P.A para o 

experimento onde se utilizou 1% de inóculo, e assim, avaliar-se a influência dos produtos da 

fermentação usando a bactéria K. pneumoniae 396 (ATCC 29665). As Figuras 4.12 e 4.13 

mostram os resultados obtidos de concentração de glicerol, biomassae e produtos nesta 

fermentação utilizando glicerol P.A com 1% de inóculo (v/v) no meio. 

Na Figura 4.12 pode-se ver a concentração de glicerol em função do tempo. Com 

a utilização de glicerol P.A., a velocidade de consumo do glicerol foi menor do que quando se 

utilizou glicerol bruto. Em 24 de fermentação ainda havia metade do glicerol no meio. Este 

comportamento não fooi observado no cultivo usando glicerol bruto (Figura 4.8), 

praticamente todo o glicerol havia sido consumido em 8 horas de fermentação. Outra 

característica observada nos dois diferentes cultivos: o glicerol P.A. apresentou um perfil de 

velocidade constante de consumo. Já no experimento com as mesmas condições utilizando 

glicerol bruto, este perfil apresentou-se muito diferente. A K. pneumoniae apresentou um 

período de não consumo de glicerol bruto, ou seja, neste intervalo, outros resíduos presentes 

no glicerol bruto foram consumidos no lugar do glicerol. Em seguida, a K. pneumoniae voltou 

a consumir o glicerol bruto do meio a uma velocidade bem maior que o consumo do glicerol 

P.A. Já a produção de biomassa apresentou uma concentração menor quando se utilizou o 

glicerol P.A. Em 5 horas de cultivo, a concentração de biomassa era de aproximadamente 0,7 

g/L e manteve-se praticamente constante na horas seguintes de fermentação. 

A Figura 4.13 mostra o perfil de concentração dos produtos. Pode-se ver que a 

produção máxima de etanol alcançada foi de 26 mmol/L, a concentração máxima de 1,3 

propanodiol foi de 1 mmol/L e a concentração de ácido acético foi de 0,30 mmol/L. A 

produção tanto de etanol quanto de 1,3-propanodiol apresentou uma velocidade de produção 

bem próxima e constante ao longo de todo o cultivo. Já a produção de ácido acético 

apresentou um máximo e depois começou a cair, mas sempre com uma concentração baixa. 

Quando se compara as concentrações alcançadas usando glicerol bruto, elas foram de 35; 6; 

0,75 mmol/L para etanol, 1,3 propanodiol e ácido acético respectivamente. Este resultado 

mostrou-se muito promissor, visto que o glicerol oriundo da indústria do biodiesel foi mais 
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eficiente que o glicerol com grau analítico. Assim, pode-se afirmar que a presença de 

resíduos, macro e microelementos no glicerol bruto, ou seja, glicerol sem receber qualquer 

tratamento prévio, ajudou a produtividade e rendimento da fermentação. Mostrando-se como 

um grande incentivo para a busca por um maior rendimento da fermentação e deixando claro 

que é possível a utilização deste glicerol como fonte de carbono para fermentações alcoólicas. 
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Figura 4.12 – Perfil de crescimento e de consumo de glicerol para fermentação utilizando 1% de inóculo (v/v) e 

glicerol PA: (♦) biomassa (g/L); (▲) glicerol (mmol/L) 
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Figura 4.13 – Perfil da concentração dos produtos da fermentação utilizando 1% de inóculo: (■) etanol 

(mmol/L); (●) 1,3 propanodiol (mmol/L); ( ) ácido acético (mmol/L). 
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4.4. Modelagem 

 

 

Com o objetivo de analisar uma utilização do glicerol bruto em um biorreator real 

e contínuo, prevendo uma futura ampliação de escala dos experiemntos realizados 

anteriormente em batelada, realizaram-se modelagens da fermentação com  K. pneumoniae 

396 (ATCC 29665). Utilizou-se como ferramenta computacional o MATLAB, e assim, obter 

estimativas de diferentes condições operacionais de fermentação. Os parâmetros analisados 

nas simulações foram quantidade de inóculo, já que este se mostrou um parâmetro importante 

experimentalmente. Também se analisou a concentração de glicerol no meio e finalmente, 

zona morta e “bypass” no biorreator contínuo real. 

A Figura 4.14, mostra o perfil de concentração do glicerol e a concentração de 

biomassa ao longo do tempo para a simulação do biorreator utilizando as seguintes condições 

iniciais: CS0 600 mmol/L; X0 0,05 g/L;  90% e  50%. A Figura 4.15, apresenta o perfil de 

concentração dos produtos desta simulação. A modelagem e as características deste biorreator 

foram apresentadas na seção 3.4 deste trabalho. Ou seja, o biorreator foi modelado como uma 

combinação de um CSTR ideal de volume Vs, uma zona morta de volume Vd e desvio 

(bypass) com vazão volumétrica Qb. A vazão real do reator é Q0 e corrente afluente no reator é 

Qs.  
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Figura 4.14 – Perfil de concentração para glicerol e biomassa da simulação com condições iniciais: CS0 600 

mmol/L; X0 0,05 g/L;  90% e  50%: (♦) biomassa (g/L); (▲) glicerol (mmol/L). 
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Figura 4.15 – Perfil de concentração dos produtos da simulação com condições iniciais: CS0 600 mmol/L; X0 

0,05 g/L;  90% e  50%: (■) etanol (mmol/L); (●) 1,3 propanodiol (mmol/L); ( ) ácido acético (mmol/L). 

 

A Figura 4.14 mostra que a diminuição da concentração de glicerol foi constante 

ao longo do tempo, indicando que sua velocidade era alta, uma vez que substrato era 

alimentado no biorreator. A velocidade de crescimento da biomassa mostrou uma curva 

crescente, mostrando uma boa eficiência do biorreator. Observando-se a Figura 4.15, curvas 

de produção de etanol, 1,3-propanodiol e ácido acético, pode-se ver que nesta simulação a 

produção de 1,3-propanodiol nessas condições testadas mostrou-se satisfatória tendo uma 

produção máxima de 72 mmol/L em aproximadamente 10 horas de fermentação, sendo todo o 

glicerol consumido, utilizando apenas 0,05 g/L de biomassa e 600 mmol/L de glicerol. 

A Figura 4.16 apresenta o gráfico obtido na simulação utilizando as condições 

iniciais: CS0 600 mmol/L; X0 0,1 g/L;  90% e  50%, para a curva de crescimento de 

biomassa e consumo de glicerol, nesta simulação a concentração inicial de biomassa foi 

aumentada de 0,05 para 0,1 g/L. A Figura 4.17 mostra o perfil obtido nas simulações para os 

produtos desta fermentação. 
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Figura 4.16 – Perfil da concentração de biomassa e glicerol da simulação com condições iniciais: CS0 600 

mmol/L; X0 0,1 g/L;  90% e  50%: (♦) biomassa (g/L); (▲) glicerol (mmol/L). 
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Figura 4.17 – Perfil da concentração dos produtos da simulação com condições iniciais: CS0 600 mmol/L; X0 0,1 

g/L;  90% e  50%: (■) etanol (mmol/L); (●) 1,3 propanodiol (mmol/L); ( ) ácido acético (mmol/L). 

 

A Figura 4.16 mostra a diminuição da concentração de glicerol, indicando seu 

consumo e o crescimento da biomassa. Após 8 horas de cultivo, a concentração de biomassa 

permanece constante devido a todo glicerol ter sido consumido. Na figura 4.17 observa-se que 

após 8h de fermentação há uma ligeira queda na produção do 1,3-propanodiol, onde sua 

concentração cai de 73 para 59 mmol/L, este fato deve-se a inibição pelo substrato que ocorre 

nesta fermentação, assim o microrganismo consome os álcool pois estes são uma fonte de 



57 
 
carbono de fácil assimilação para sua manutenção. A produção de etanol continua após 8 h 

com velocidade menor, mostrando que o microrganismo está usando outra fonte de carbono 

para produzir o etanol. 

A Figura 4.18 apresenta o gráfico da simulação obtida utilizando as condições 

iniciais: CS0 400 mmol/L; X0 0,05 g/L;  10% e  50% para o perfil de concentração de 

glicerol e biomassa. A Figura 4.19 apresenta os perfis de concentração dos produtos desta 

simulação. Nesta simulação avaliou-se a mudança de concentração inicial de substrato de  600 

para 400 mmol/L. A velocidade de consumo de glicerol mudou para um perfil de velocidade 

bem menor, com 10 horas de cultivo ainda havia quase todo o glicerol inicial no bioreator. 

Como esperado, a concentração de biomassa aumentou ao longo do tempo, porém com uma 

velocidade mínima, concentrações de biomassa que alcançaram quae 3 g/L nas fermentações 

anteriores, nesta simulação com uma diminuição em 50% de substrato inicial, só alcançou 

aproximadamente 0,5 g/L. 
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Figura 4.18 – Perfil da concentração dos produtos da simulação com condições iniciais: CS0 400 mmol/L; X0 

0,05 g/L;  10% e  50%: (♦) biomassa (g/L); (▲) glicerol (mmol/L). 
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Figura 4.19– Perfil da concentração dos produtos da simulação com condições iniciais: CS0 600 mmol/L; X0 0,1 

g/L;  90% e  50%: (■) etanol (mmol/L); (●) 1,3 propanodiol (mmol/L); ( ) ácido acético (mmol/L). 

 

Nestas condições de fermentação usadas, o perfil de concentração ao longo do 

tempo dos produtos mostram-se diferentes. Agora a produção de etanol superou a 

concentração dos outros produtos em quase todo o cultivo. Na Figura 4.19, a produção de 1,3-

propanodiol é de aproximadamente 2 mmol/L, a concentração de etanol é de 0,8 mmol/L e a 

concentração de ácido acético é de 0,6 mmol/L. Valores baixo comparados com os das 

Figuras 4.15 e 4.17. Esses valores se devem ao fato de que apenas 10% do volume do reator 

esta reagindo e 50% do que entra no biorreator passa sem reagir, o que diminui o rendimento 

da reação bruscamente. Para um melhor rendimento da fermentação, deve-se aumentar o 

tamanho do reator, para que o contato entre microrganismo e substrato possa ser aumentado. 

Nesta simulação, a hidrodinâmica do biorreator também não favoreceu a fermentação, assim, 

a produção de etanol foi baixa quando comparada com as simulações anteriores. 

Na Figura 4.20 pode-se observar o gráfico da simulação utilizando as seguintes 

condições iniciais: CS0 600 mmol/L; X0 0,1 g/L;  10% e  50% para os perfis de glicerol e 

biomassa. A Figura 4.21 apresenta o perfil de concentração ao longo do tempo dos produtos 

da simulação. Nesta simulação, as concentrações iniciais de substrato e biomassa foram 

mantidas e testaram-se  10% e  50%. 
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Figura 4.20 – Perfil da concentração dos produtos da simulação com condições iniciais: CS0 600 mmol/L; X0 0,1 

g/L;  10% e  50%: (♦) biomassa (g/L); (▲) glicerol (mmol/L). 
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Figura 4.21– Perfil da concentração dos produtos da simulação com condições iniciais: CS0 600 mmol/L; X0 0,1 

g/L;  10% e  50%: (■) etanol (mmol/L); (●) 1,3 propanodiol (mmol/L); ( ) ácido acético (mmol/L). 

 

Na Figura 4.20 observa-se através do perfil de concentração que o glicerol foi 

completamente consumido, e que aproximadamente nas 6 primeiras horas de fermentação 

houve uma inibição pelo substrato. Contudo o crescimento microbiano não foi suficiente para 

uma boa geração dos produtos desejados. Pode-se verificar através da Figura 4.21 que as 

produções de 1,3-propanodiol, etanol e ácido acético foram baixas, cerca de 3,5 mmol/L de 
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1,3 propanodiol e 0,7 mmol/L de etanol. Resultado inferior ao esperado, visto que nas 

simulações das Figuras4.15 e 4.17, a produção tanto de etanol quanto de 1,3-propanodiol foi 

bem superior a produção obtida nesta simulação. Através das simulações conclui-se que a 

melhor condição para trabalho com esse microrganismo são as seguintes: CS0 600 mmol/L; X0 

0,05 g/L;  90% e  50%, ou seja, uma concentração de biomassa inicial mais baixa e que 

menos substrato seja bypassado pelo biorreator, pois este teve um efeito negativo na produção 

tanto de etanol quanto de 1,3-propanodiol. As simulações aqui realizadas, mostraram-se boa 

ferramenta, pois pôde-se variar diversas condições operacionais de cultivo, sem a necessidade 

de laboriosos experimentos com gasto de reagentes caros. 
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CONCLUSÃO 
 

 

Através deste trabalho foi possível concluir com os experimentos realizados no 

laboratório que a levedura Saccharomyces sp. 1201 não se mostraram promissores para 

produção de etanol através do consumo de glicerol como fonte de carbono, devido a mesma 

não ser capaz de metabolizar glicerol para esta finalidade. O microrganismo não conseguiu 

metabolizar também o glicerol P.A., o que mostrou que este microrganismo realmente não 

conseguiu metabolizar o glicerol, ou seja, o microrganismo estava viável, só não foi ccapaz de 

assimilar glicerol. A levedura estudada mostrou-se boa produtora de etanol, somente quando 

se utilizou glicose como fonte de carbono, o que fugia do escopo deste trabalho. 

As fermentações com a bactéria Klebsiella pneumoniae 396 (ATCC 29665), 

mostrou bons resultados. Com este microrganismo, variou-se a concentração de inóculo 

adicionado ao meio, para avaliação da influência do mesmo frente à concentração dos 

produtos, o resultado deste estudo mostrou que a variação de inóculo interferiu 

significativamente na produção de etanol, ácido acético e 1,3-propanodiol, modificando tanto 

o perfil de velocidade de produção dos produtos quanto a concentração alcançada por eles. 

Concluindo assim que é interessante utilizar apenas 1% de inóculo no meio fermentativo 

quando se deseja a produção de 1,3-propanodiol e 10% de inóculo quando se deseja produzir 

etanol. Os resultados obtidos em batelada para o etanol mostraram que uma futura produção 

contínua em escala de etanol apresentariam maior produtividade e rendimento usando 10% de 

inóculo no meio fermentativo. 

Nas fermentações utilizando glicerol P.A, pôde-se observar que o glicerol bruto 

sempre apresentou melhor rendimento frente ao glicerol PA, outro resultado interessante 

quando se deseja uma produção em escala industrial usando o glicerol oriundo da indústria do 

biodiesel. Não foi necessário qualquer tratamento prévio para utilizar-se esse resíduo. 

Acredita-se que os micronutrientes presentes no glicerol bruto estimularam o crescimento do 

microrganismo de forma positiva o que o levou a ter uma maior produção tanto de etanol 

quanto de 1,3-propanodiol nas condições específicas aqui estudadas. 

As simulações realizadas com o modelo de biorreator contínuo e real mostraram 

que a produção de etanol pode ser otimizada com a utilização de uma maior quantidade inicial 

de substrato e um menor bypass no biorreator real. As concentrações de inóculo testadas 

ostraram que o etanol atingiria maior rendimento quando 0,05 mmol/L de biomassa iniciava o 
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cultivo. A simulação utilizando as condições iniciais: CS0 600 mmol/L; X0 0,05 g/L;  90% e 

 50%, mostrou o melhor resultado para produção de etanol, 1,3 propanodiol e ácido acético. 
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ANEXO A 

 
 

Curva padrão do fósforo 
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Figura 1A: Curva de calibração de Fósforo  

 

Uma correlação linear, através do programa Microcal Origin versão 6.0, foi feita, 

cuja equação é expressa na Equação 1A. 

 

aabsorbâncikgmgãoConcentraç *60464,10040185,0)/(      (1A) 
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Curva padrão do enxofre 
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Figura 2A: Curva de calibração de enxofre 

 

Uma correlação linear, através do programa Microcal Origin versão 6.0 foi 

realizada para obtenção da equação da curva. Cuja equação é expressa na Equação 2A. 

 

aabsorbâncikgmgãoConcentraç *46394,8554286,1)/(      (2A) 

 
 

ANEXO B 

 
 

Curva de calibração do Glicerol 

 

 

A curva de calibração do glicerol foi constituída através das soluções padrões de 

glicerol nas seguintes concentrações: 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25; 30 g/L, todas as 

concentrações estavam em duplicata, possibilitando o cálculo da média e do desvio padrão. 

As soluções-padrão foram preparadas por diluição de uma “solução mãe” de concentração 30 

g/L. As soluções padrões foram solubilizadas em água deionizada. As análises foram 
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realizadas por IR em CLAE. As condições cromatográficas que se utilizaram nas análises das 

soluções padrões foram: solução de fase móvel ácido fosfórico 0,1 M a uma vazão de 0,5 

mL/min, durante 30 min, com coluna supelcogel C - 610H, 30 cm × 7,8 mm (Supelco), a 30 

ºC, com volume de injeção das amostras de 10 µL e uma pré- coluna supelcogel 9 µm, 5 cm × 

4,6 mm. A Figura 3A apresenta o gráfico da curva de calibração do glicerol.  
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Figura 3A – Curva padrão de glicerol 

 

Fazendo-se uma correlação linear, através do programa Microcal Origin versão 

6.0, verifica-se através do R2 que os pontos estão bem ajustados, conforme se observa na 

Figura 3A, cuja equação é expressa na Equação 3A. 

 

ÁreaELgãoConcentraç *615,910767,0)/(        (3A) 

 

 

Construção da curva de calibração do Ácido Acético 

 

 

A curva de calibração do ácido acético foi constituída através das soluções 

padrões de ácido acético nas seguintes concentrações: 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,0; 3,0 g/L, todas 

as concentrações estavam em duplicata, possibilitando o cálculo da média e do desvio padrão. 
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As soluções-padrão foram preparadas por diluição de uma “solução mãe” de concentração 3 

g/L. As soluções padrões foram solubilizadas em água deionizada. As análises foram 

realizadas por IR em CLAE. As condições cromatográficas que se utilizaram nas análises das 

soluções padrões foram: solução de fase móvel ácido fosfórico 0,1 M a uma vazão de 0,5 

mL/min, durante 30 min, com coluna supelcogel C - 610H, 30 cm × 7,8 mm (Supelco), a 30 

ºC, com volume de injeção das amostras de 10 µL e uma pré- coluna supelcogel 9 µm, 5 cm × 

4,6 mm. A Figura 4A mostra o gráfico da curva de calibração do ácido acético.  
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Figura 4A – Curva padrão de Ácido acético 

 

Fazendo-se uma correlação linear, através do programa Microcal Origin versão 

6.0, verifica-se através do R2 que os pontos estão bem ajustados, conforme se observa na 

Figura 4A, cuja equação é expressa na equação 4A. 

  

ÁreaELgãoConcentraç *740,900674,0)/(        (4A) 

 

 

Construção da curva de calibração do 1,3-Propanodiol 

 

 

A curva de calibração do 1,3-Propanodiol foi constituída através das soluções 

padrões de 1,3 propanodiol, nas seguintes concentrações: 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,0; 3,0 g/L, 
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todas as concentrações estavam em duplicata, possibilitando o cálculo da média e do desvio 

padrão. As soluções padrões foram solubilizadas em água deionizada. As soluções-padrão 

foram preparadas por diluição de uma “solução mãe” de concentração 3 g/L. As análises 

foram realizadas por IR em CLAE. As condições cromatográficas que se utilizaram nas 

análises das soluções padrões foram: solução de fase móvel ácido fosfórico 0,1 M a uma 

vazão de 0,5 mL/min, durante 30 min, com coluna supelcogel C - 610H, 30 cm × 7,8 mm 

(Supelco), a 30 ºC, com volume de injeção das amostras de 10 µL e uma pré- coluna 

supelcogel 9 µm, 5 cm × 4,6 mm. A Figura 5A mostra o gráfico da curva padrão do 1,3-

propanodiol.  
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Figura 5A – Curva padrão de 1,3 propanodiol 

 

Fazendo-se uma correlação linear, através do programa Microcal Origin versão 

6.0, verifica-se através do R2 que os pontos estão bem ajustados, conforme se observa na 

Figura 5A, cuja equação é expressa na equação 5A. 

 

ÁreaELgãoConcentraç *709,802769,0)/(        (5A) 
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Construção da curva de calibração do Etanol 

 

 

A curva de calibração do Etanol foi constituída através das soluções padrões de 

etanol, nas seguintes concentrações: 0,5; 1,0; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35 g/L, todas as 

concentrações estavam em duplicata, possibilitando o cálculo da média e do desvio padrão. 

As soluções padrões foram solubilizadas em água deionizada. As soluções-padrão foram 

preparadas por diluição de uma “solução mãe” de concentração 35 g/L. As análises foram 

realizadas por IR em CLAE. As condições cromatográficas que se utilizaram nas análises das 

soluções padrões foram: solução de fase móvel ácido fosfórico 0,1 M a uma vazão de 0,5 

mL/min, durante 30 min, com coluna supelcogel C - 610H, 30 cm × 7,8 mm (Supelco), a 30 

ºC, com volume de injeção das amostras de 10 µL e uma pré- coluna supelcogel 9 µm, 5 cm × 

4,6 mm. A Figura 6A apresenta o gráfico da curva padrão do etanol.  
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Figura 6A – Curva padrão de etanol 

 

Fazendo-se uma correlação linear, através do programa Microcal Origin versão 

6.0, verifica-se através do R2 que os pontos estão bem ajustados, conforme se observa na 

Figura 6A, cuja equação é expressa na equação 6A. 

 

ÁreaELgãoConcentraç *724,288984,0)/(       (6A) 
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Construção da curva de calibração da glicose 

 

 

A curva de calibração de glicose foi constituída através das soluções padrões de 

etanol, nas seguintes concentrações: 1,0; 2,5; 5,0; 10; 20; 30; 40 g/L, todas as concentrações 

estavam em duplicata, possibilitando o cálculo da média e do desvio padrão. As soluções 

padrões foram solubilizadas em água deionizada. As soluções-padrão foram preparadas por 

diluição de uma “solução mãe” de concentração 40 g/L. As análises foram realizadas por IR 

em CLAE. As condições cromatográficas que se utilizaram nas análises das soluções padrões 

foram: solução de fase móvel ácido fosfórico 0,1 M a uma vazão de 0,5 mL/min, durante 30 

min, com coluna supelcogel C - 610H, 30 cm × 7,8 mm (Supelco), a 30 ºC, com volume de 

injeção das amostras de 10 µL e uma pré- coluna supelcogel 9 µm, 5 cm × 4,6 mm. Na Figura 

7A pode-se observar o gráfico da curva padrão de glicose.  
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Figura 7A – Curva padrão de glicose 

 

Fazendo-se uma correlação linear, através do programa Microcal Origin versão 

6.0, verifica-se através do R2 que os pontos estão bem ajustados, conforme se observa na 

Figura 7A, cuja equação é expressa na equação 7A. 

 

ÁreaELgãoConcentraç *6916,7254,1)/(        (7A) 


