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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar a utilizacdo de glicerol oriundo da industria do
biodiesel (glicerol bruto) como substrato em ensaios fermentativos para a producdo de etanol.
Os ensaios foram realizados em mesa agitadora com velocidade de 200 rpm, nas temperaturas
de 30 e 37 °C, respectivamente para os microrganismos Saccharomyces sp. 1238 e
Escherichia coli 224 ATCC 25922. Nos experimentos realizados com a levedura
Saccharomyces sp., variaram-se as concentracoes de glicerol adicionado ao meio fermentativo
em 0,5; 1,0 ¢ 5,0 % v/v e fixou-se o volume de indéculo em 1 % m/v. Observou-se que o
microrganismo Saccharomyces sp. ndo utilizou glicerol como fonte de carbono para producao
de etanol, porém em ensaios teste com glicose P.A., observou-se que este substrato foi
rapidamente consumido pelo microrganismo apresentando uma produgéo de etanol de 5,5 g/L.
Nas fermentagdes com a bactéria Escherichia coli, variou-se a concentracdo de glicerol
adicionado ao meio fermentativo em: 1, 10, 15 e 20 g/L. Pela avaliagdo da influéncia da
concentracdo de substrato no meio através dos resultados obtidos, pode-se concluir que a
melhor condigdo para a producdo de etanol com esse microrganismo foi a concentragdo inicial
de 10 g/L de glicerol. O consumo de glicerol pela bactéria Escherichia coli foi afetado pela
variag@o deste substrato. Observou-se que o etanol foi produzido a partir de 8 h de cultivo nas
fermentagdes tanto com glicerol bruto quanto P.A. nas concentra¢des de 10, 15 e 20 g/l
adicionado ao meio de cultivo. Observou-se também a formagdo de acido acético nas
primeiras horas da fermentacdo. A produgdo de acido acético foi baixa, atingindo a
concentracdo de 0,15 g/L. na fermentagdo utilizando 10 g/L de glicerol bruto. Analisando os
dois microrganismos estudados, verificou-se que apenas a bactéria Escherichia coli 224
ATCC 25922 mostrou-se adequada ao objetivo desta pesquisa, ja que com a levedura ndo foi
produzido etanol em quantidade significativa.

Palavras-chave: fermentagdo batelada, residuo industrial, Saccharomyces sp. 1238,
Escherichia coli ATCC 25922



ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the use of glycerol from biodiesel industry (raw
glycerol) as a substrate in fermentation assays for production of ethanol. The assays were
performed in shaker with agitation of 200 rpm, at temperatures of 30 and 37 °C, respectively
for the microorganisms Saccharomyces sp. 1238 and 224 Escherichia coli ATCC 25922. In
experiments with yeast Saccharomyces sp., it was varied concentrations of glycerol from
fermentation medium at 0.5, 1.0 and 5.0 % v/v and the inoculum was set to 1% w/v. It was
observed that the microorganism Saccharomyces sp. could not use glycerol as carbon source
for ethanol production, but in assays using glucose, this substrate was rapidly consumed by
the microorganism achieving an ethanol production of 5.5 g/L. It was varied the concentration
of glycerol added to the fermentation medium: 1, 10, 15 and 20 g/ L when Escherichia coli
was used. By analyzing the influence of substrate concentration in fermentations, it can be
concluded that the best condition for ethanol production, with this microorganism, was initial
concentration of glycerol of 10 g/L.. The consumption of glycerol by Escherichia coli was
affected by the change of substrate concentration. It was observed that ethanol was produced
after 8 h of fermentation with both raw and PA glycerol at 10, 15 and 20 g/L. It also observed
the formation of acetic acid in the first hours of fermentation. The production of acetic acid
was low, reaching a concentration of 0.15 g/L in fermentation using 10 g/L of raw glycerol.
Analyzing the two microorganisms studied, it was found that only 224 bacteria Escherichia
coli ATCC 25922 was adequate to the aim of this research, since the yeast was not produced
ethanol in significant amounts.

Keywords: batch fermentation, industrial waste, Saccharomyces sp. 1238, Escherichia coli
ATCC 25922
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1 INTRODUCAO

, .

O petroleo é a principal fonte de energia utilizada no mundo. Apesar de sua
disponibilidade ser abundante, ¢ um recurso natural ndo renovavel e sua produgdo demora
milhares de anos. O interesse no uso de combustiveis no mundo vem crescendo fortemente
nos ultimos anos. Este crescimento afetara a estabilidade de ecossistemas, o clima global bem
como as reservas de petroleo. A crescente diferenca entre a energia necessaria no mundo
industrializado e a inabilidade de repor tais necessidades dessa fonte limitada de combustivel
podera gerar uma crise energética. Assim, ¢ necessario pensar na reposicdo desse
combustivel. O estudo de combustiveis liquidos a partir de varias fontes tem encorajado o uso
de uma agricultura baseada no etanol e biodiesel. Portanto, os combustiveis bioldgicos, tais
como o etanol e o biodiesel, estdo entre as fontes mais promissoras para a substituicdo de
combustiveis fosseis.

Atualmente, o pais tem a oportunidade de se firmar como um dos maiores
produtores de biodiesel, cuja produgdo no Brasil ja alcancou um grau de maturidade e
exceléncia tecnoldgica. O biodiesel ¢ um combustivel biodegradavel, de queima limpa,
derivado de fontes naturais e renovaveis, como as gorduras animais e as vegetais: girassol,
canola, mamona, soja, algoddo e outras oleaginosas. Sua produgdo gera aproximadamente
10% (m/m) de glicerol como principal subproduto (Yazdani e Gonzalez, 2007).

A atengZo com respeito aos subprodutos da cadeia produtiva do biodiesel ja
constitui preocupag¢do do Governo Federal que através do MCT - Ministério da Ciéncia e
Tecnologia estabeleceu um programa especial a pesquisa e desenvolvimento de tecnologias
objetivando obter desenvolvimento de novos produtos a partir da glicerina e de acidos graxos.
As acdes referentes a linha de apoio recebem a denominagdo de “projeto co-produtos” e vém
sendo discutida na Rede Nacional de Biodiesel, tendo sido realizadas varias reunides e
articulacdes com varios pesquisadores convidados. Neste contexto, a conversdo do glicerol
em produtos de alto valor agregado se apresenta como uma alternativa viavel para a sua
valorizagao.

Glicerol ¢ um residuo largamente produzido na industria de biocombustivel. O
crescimento da industria do biodiesel gerou um enorme suprimento de glicerol que resultou

numa queda drastica de 10 vezes o preco da molécula. Sendo este um subproduto indesejavel,
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formado durante a reagdo de transesterificacdo, tem se tornado um grande problema para as
industrias produtoras de biodiesel, dado ao grande volume produzido (Jhonson et al., 2007).

Uma questdo que tem que ser resolvida para que o biodiesel ndo caia em
descrédito e mantenha seu carater competitivo tanto ambientalmente quanto tecnologicamente
¢ o que fazer com o glicerol gerado. A solugdo ¢ o glicerol ser economicamente viavel e, com
um desenvolvimento tecnologico, possa ser integrado a usina de biodiesel. Assim, o glicerol
passa a ser ndo um subproduto, mas uma fonte de novos produtos.

Varias estratégias baseadas nas transformag¢des quimicas e biologicas estdo sendo
propostas para converter o glicerol residual em produtos de maior valor. A conversdo
biologica tem gerado bastante interesse nos ultimos anos na produgdo de bioprodutos, entre
eles, o 1,3-propanodiol, etanol, 2,3-butanodiol, acido acético e acido latico. Uma possivel
solucdo para o glicerol seria, dentre as vérias possiveis, a utilizagdo como fonte de carbono
para produzir etanol, com isso uma usina de biodiesel tornar-se-ia biorrefinaria (Yazdani e
Gonzalez, 2008).

Acredita-se que o século XXI seja o ultimo a assistir a queima indiscriminada de
combustiveis fosseis, de forma que este sera reconhecido como o “Século das Tecnologias
Limpas”. Entretanto, para que este projeto de biotecnologia seja tecnologicamente consistente
e economicamente vidvel ha necessidade de desenvolver pesquisa nesta area. Dai a relevancia
desta dissertagdo aplicar o glicerol como fonte alternativa para producdo de etanol.

O uso do glicerol como matéria-prima para o crescimento microbiano por via
fermentativa vem sendo pesquisado em varios processos fisiologicos tanto em
microrganismos procarioticos quanto eucarioticos para diferentes tipos de bioprodutos.

Neste contexto, esta dissertacdo teve por objetivo estudar a utilizagdo de glicerol
bruto como substrato de processos fermentativos para producdo de etanol, insumo utilizado

em larga escala na indistria energética.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biotecnologia

A biotecnologia integra a aplicacdo de principios cientificos e de engenharia para
o processamento de materiais por agentes bioldgicos, utilizando-se de sistemas celulares para
o desenvolvimento de processos e produtos de interesse econdmico e social (Gavrilescu e
Chisti, 2005). Ela abrange diferentes areas do conhecimento, como pode ser observado na
Figura 2.1. Nela incluem-se a ciéncia basica (Biologia Molecular, Microbiologia, Biologia
Celular, Genética, entre outras), a ci€ncia aplicada (Técnicas Imunologicas, Quimicas e

Bioquimicas) e outras tecnologias (Informatica, Roboética e Controle de Processos).

Biologia
) Bioquimica
Engenharia Biologia
Bioquimica molecular

Quimica

Figura 2.1 — Diagrama das areas de abrangéncia da Biotecnologia

A biotecnologia pode fornecer tanto beneficios econdmicos quanto ambientais.
Tais beneficios abrangem a redu¢do da dependéncia de combustiveis ndo renovaveis, reducio
do potencial de poluicdo de processos industriais, capacidade de degradar os poluentes
acumulados, maior rendimento econdmico em processos produtivos e geracdo sustentavel de
produtos (Gavrilescu e Chisti, 2005).

Ha uma grande variedade de microrganismos que sdo usados em processos

industriais, como, por exemplo, na produ¢do de enzimas, vitaminas, polissacarideos, alcoois,
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pigmentos, lipidios e glicolipidios (Adrio e Demain, 2003). Alguns produtos sdo fabricados
em escala comercial enquanto outros sdo utilizados em processos biotecnologicos, como
matéria-prima ou para melhoramento de processos.

Na biotecnologia, um processo muito estudado ¢ a fermentacdo. Este ¢ um
processo quimico mediado por microrganismos vivos, cujo produto pode ser um excreta, a
propria célula, ou mesmo, um componente celular. Esse método pode gerar produtos em

quantidades substanciais (Liese et al., 2000).

2.1.1. Fermentagao

A fermentagdo ¢ um processo que se caracteriza pela inoculag@o e incubacdo de
microrganismos em condi¢des adequadas. Na fermentacdo batelada ou descontinua,
apresentada na Figura 2.2, nada ¢ adicionado, o processo pode ser anaerobio e nao ¢

necessariamente requerido o controle de pH.

Insoulo Meio- Meio-
fermentado-

Figura 2.2 — Fermentacao em batelada.

Neste tipo de fermentagdo, obtém-se resultados semelhantes aos perfis de
consumo de substrato, producdo de biomassa e produto apresentados na Figura 2.3. Pela
analise dessa figura, pode-se verificar que a fermentacdo pode ser chamada de primeira
ordem, visto que, a medida que o substrato ¢ consumido os produtos sdo formados. A
fermentacdo em batelada é uma das mais usadas para produzir alcool, sendo considerada mais

eficiente devido ao seu facil controle fisico-quimico, infeccioso e asséptico.
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Figura 2.3 — Perfil dos resultados esperados numa fermentagao batelada.

A fermentagdo alcodlica gera energia na forma de ATP ou outros compostos de
transferéncia de energia para a biossintese do material celular e produgdo do etanol. Estas
reagdes acontecem com diminuigdo na energia livre, a qual junto a subseqiiente hidrélise do
ATP durante as rea¢des de biossintese, transporte ¢ manutengdo, resulta na produgio de calor.

A equagdo simplificada da fermentagdo anaerdbica da glicose pela S. cerevisiae, pode ser

descrito da seguinte forma:

CeH1,0s — 2CH3CH,0H + 2C0, (2.1)

O detalhamento desta reacdo esta apresentado na Figura 2.4.
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2.2. Biocombustiveis

Os combustiveis fosseis, sdo os grandes vildes ambientais e representam trés
quartos da produgdo energética mundial. Eles sdo responsaveis pela poluicao local, pela maior
parte da emissdo de gases estufa, mudanca climatica e aquecimento global (Yu et al., 2003,
Demirbas et al., 2004). O grande volume utilizado deste tipo de combustivel acrescido das
projecdes de aumento do consumo global tende a limitar a sua oferta. Esse fato impulsionou
varias instituicdes internacionais e nacionais a buscar alternativas energéticas aos
combustiveis fosseis, sendo os biocombustiveis os mais promissores a essa substituiciao
(Oliveira et al., 2005).

O biocombustivel ¢ uma realidade no mercado internacional de energia. O Brasil,
como um dos maiores produtores de biodiesel e etanol para fins energéticos, objetiva manter-
se na ponta das pesquisas e principalmente no desenvolvimento de inovagdes para o setor de
biocombustiveis (Duarte, 2009). Também, como o biocombustivel pode reduzir em até 80% a
emissdo de carbono que a gasolina, o etanol vem demonstrando ser melhor alternativa ao
petroleo (Govindaswamy et al., 2007).

Visando o meio ambiente temos que considerar que a utilizagdo do biodiesel no
transporte rodovidrio pesado oferece grandes vantagens, principalmente em grandes centros
urbanos, ja que a emissdo de poluentes € menor que a do 6leo diesel (Chang et al., 1996).

No Brasil € crescente a busca de conhecimentos na area energética. Atualmente, o
Ministério da Ciéncia e Tecnologia em conjunto com institui¢des publicas e particulares esta
voltado a pesquisas de processos quimicos associados ao alcool e aos gases de sintese para

desenvolvimento de alcoolquimicas e biorrefinarias.

2.3. Biodiesel

A obtengdo de biodiesel ¢ realizada a partir da reagdo de transesterificagdo de
6leo vegetal ou animal com alcool, na presenca de catalisador, tanto em meio acido quanto em
meio basico. A reacdo de sintese do biodiesel pode ser realizada em diferentes razdes molares
6leo:alcool, mas sempre com excesso de alcool de modo a deslocar o equilibrio em dire¢ao a

reacdao de producdo de biodiesel e ndo saponificagdo, a presenca de hidroxido de sodio ou de
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potassio catalisa a reagdo de transesterificagdo ou age como um reagente na reacdo de
saponificagdo. As reagdes em meio basico apresentam melhor rendimento e menor tempo de
reacdao do que em meio acido (Freedman et al., 1986).

A Figura 2.5 mostra uma esquematizagdo geral da reacdo de transesterificacdo
para producdo de biodiesel a partir de triglicerideos e alcool, na presenca de um catalisador.
Transesterificagdo ¢ um termo geral usado para descrever uma importante classe de reacao
organica, na qual um éster ¢ transformado em outro através da troca do radical alcoxido.
Quando o éster original reage com um alcool, o processo de transesterificacdo ¢ chamado de

alcoolise (Silva et al., 2011).

H2G-0-CO-R o GHOH
HC-OCOR + 3R-OH ——® HCOH + 3R-O-CO-R
| - GO 3R-0-CO
H2C-0-CO-R CH20H
TRIGLICERIDEOS ALCOOL GLICEROL ESTERES

Figura 2.5 — Esquema geral da reacdo de transesterificacdo (Silva ef al., 2011).

Existe uma grande variedade de dleos vegetais a serem utilizados para esta reacao.
No Brasil, os 6leos vegetais mais comuns e que sdo matérias primas abundantes sdo o 6leo de
soja, amendoim, algoddo, milho, babagu e palma. Destacando-se a soja, que dispde de uma
oferta muito grande do dleo, quase 90% da producdo nacional de o6leo provem dessa
leguminosa. (Ferrari et al, 2005).

O biodiesel possui caracteristicas vantajosas sobre os combustiveis derivados do
petréleo, tais como, ser livre de enxofre e aromaticos, ter alto indice de cetano, possuir teor
médio de oxigénio em torno de 11%, viscosidade e ponto de fulgor maiores que o diesel
convencional (Neto et al, 2000). Além de emitir oito vezes menos os gases monoxido e
dioxido de carbono, enxofre e material particulado (Chang et al., 1996).

Se o processo de recuperacdo e aproveitamento dos subprodutos (glicerina e
catalisador) for otimizado, a produc@o de biodiesel pode ser obtida a um custo competitivo
com o preco comercial do 6leo diesel. No entanto, o biodiesel ndo é um combustivel perfeito,
possui caracteristicas a serem ajustadas como a emissdo de oxidos de nitrogénio que
aumentam se comparado ao diesel mineral. Isto pode ser resolvido pelas industrias ajustando

a regulagem dos motores e pelo uso de aditivos e outros compostos quimicos que reduzem a
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temperatura de combustdo ou mesmo implantar sistemas de pos-tratamento da exaustdo como
coletores e redutores cataliticos seletivos (Rocha e Freitas, 2009; Duarte, 2009).

Importantes inovagdes na producdo do biodiesel podem ser observadas nos
ultimos anos. Algumas que ndo foram testadas na pratica, como a transesterificacdo
supercritica ¢ em condigdes enzimaticas, desenvolvimento de catalisadores heterogéneos,
entre outras. Sendo os maiores avangos na area de controle de qualidade com melhoria do
processo de fabricagdo nos primeiros estagios e desenvolvimentos de novos métodos
analiticos que visam garantir um bom desempenho deste no mercado mundial (Duarte, 2009).

No entanto, ainda existe a necessidade de aperfeigoar o processo em relagdo a
busca por matérias primas alternativas ndo utilizadas para alimentagdo, pois como a tendéncia
mundial ¢ aumentar cada vez mais a producdo de bicombustiveis, ha uma crescente
necessidade de matéria prima. Algumas das alternativas que estdo sendo testadas sdo: 6leo de
frituras reciclado, residuos de gordura animal, filtrado de caixas de gordura e oOleos
microbianos e sementes ndo alimenticias, como o pinhdo manso, mamona entre outras (Ma e
Hanna, 1999). Os processos tecnologicos também precisam ser otimizados, como 0s novos
catalisadores reciclaveis, tais como enzimas e catalisadores inorganicos heterogéneos.
Também a transesterificacdo em condigdes supercriticas sem uso de catalisadores, novos
métodos de purificagdo do biodiesel, dentre eles lavagem a seco e com tecnologia de
membranas ou uso de adsorventes, assim como, a destilagdo do produto final (Duarte, 2009).

Estudos feitos pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA) mostram que
ha cerca de 20 compostos de hidrocarbonetos toxicos e cancerigenos presentes no diesel e sete
deles sdo metais que estdo ausentes no biodiesel (Rocha e Freitas, 2009). A presenga de varios
compostos perigosos diminui quando se adiciona mais biodiesel a mistura diesel/biodiesel. Ha
também estudos e discussdes em congressos e simposios internacionais quanto a utilizagdo da
rota de producdo metilica e etilica. A necessidade de aperfeigoar o balango dos gases de efeito
estufa norteia a busca de uma solugdo apropriada, esta seria utilizar etanol ao invés de

metanol (Rocha e Freitas, 2009).

2.4. Etanol

Etanol ¢ o mais comum dos alcoois e caracteriza-se por ser um composto

organico, obtido através da fermentacdo de substancias amilaceas ou agucaradas, como a



23

sacarose existente no caldo-de-cana, e também mediante processos sintéticos. E um liquido
incolor, volatil, inflamavel, solivel em agua, com cheiro e sabor caracteristicos.Alcoois tém
sido utilizados como combustivel hd muitos anos. Misturas de etanol combustivel sdo
utilizadas com sucesso em todos os tipos de veiculos e motores que necessitem de gasolina
(Balat, 2005).

O etanol pode ser produzido a partir de diversas fontes de biomassa e diferentes
tecnologias de conversdo. Os vegetais mais utilizados para a produgdo de etanol s3o a cana-
de-agtcar (Brasil), a beterraba (Europa) e o milho (Estados Unidos), contudo, ndo ha davida
de que quando o tema ¢ combustivel, a forma mais economicamente efetiva de producio ¢
utilizando cana-de-agucar. Isto o torna um combustivel alternativo importante por ser oriundo
de recursos renovaveis, contribuindo para a reducdo dos impactos ambientais negativos
gerados pela utilizagdo dos combustiveis fosseis (Hansen er al., 2005; Cardona e Sanchez,
2007).

Do ponto de vista tecnologico o Brasil ¢ o pais mais avangado na produgio e no
uso do etanol como combustivel, seguido pelos EUA e, em menor escala, pela Argentina,
Quénia, Malawi e outros. A produ¢do mundial de dlcool aproxima-se dos 40 bilhdes de litros,
dos quais pressupoe-se que até 25 bilhdes de litros sejam utilizados para fins energéticos. O
Brasil responde por 15 bilhdes de litros deste total. O alcool ¢ utilizado em mistura com
gasolina no Brasil, EUA, UE, México, India, Argentina, Colémbia e, mais recentemente, no
Japdo (A experiéncia do Brasil com o 4lcool combustivel, Disponivel em:
http://www .biodieselbr.com).

O etanol brasileiro ja passou por altos e baixos desde sua criagio no ProAlcool até
os tempos atuais, dos veiculos flex ou bicombustivel (GM, Ford, VW, Chrysler, Toyota,
Honda, Renault, entre outras), que podem funcionar tanto com 100% de gasolina até 100% de
alcool. A chegada dos veiculos flex consolidou a lideranga da industria sucroalcooleira no
agronegocio nacional, despertando o interesse de grupos de investidores multinacionais,
impulsionando a geracdo de emprego e renda no pais. Além disso, toda a gasolina vendida no
Brasil contém no minimo 20% (v/v) de etanol anidro. Nos EUA, mais de 10% de toda
gasolina vendida em 2002 continha etanol (United States Environmental Protection Agency,
2002). Esse novo padrao tecnologico estabelece ao consumidor, que passa a decidir sobre qual
combustivel deve abastecer seu carro, com base em consideragdes econémicas, ambientais e
de desempenho do veiculo (A experiéncia do Brasil com o alcool combustivel, Disponivel

em: http://www.biodieselbr.com). Ao optar pelo uso de etanol nos automoveis flex, o
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consumidor brasileiro ja ajudou a evitar a emissdo de mais de 195 milhdes de toneladas de gas
carbonico (CO;) desde 2003, quando os carros flex foram langados no pais. (Gazzoni, 2009).

Além disso, ¢ importante ressaltar que em fermentagdes alcodlicas o desempenho
do processo depende da tolerancia das cepas de leveduras a elevados teores alcodlicos
produzidos, e também ao efeito de ions metalicos sobre o crescimento de células de levedura
(Wang et al., 2006). Os ions potassio, magnésio, calcio e zinco influenciam a taxa de
conversdo do agucar e o acimulo de biomassa (Chandrasena e Walker, 1997). Os meios
complexos frequentemente sdo deficientes de ions metalicos (Jones e Greenfield, 1984),
sendo importante verificar a influéncia desses ions sobre os microrganismos utilizados na
fermentacao.

Bioetanol possui vantagens em relagdo a gasolina, tais como: uma maior
octanagem, menor inflamabilidade e maior calor de vaporizagdo que a gasolina (Balat, 2007).
Desvantagens do uso do etanol, como corrosividade, menor pressdo de vapor (dificil arranque
a frio), miscibilidade com 4agua e toxicidade para os ecossistemas anteriormente citadas
(MacLean et al., 2003), foram totalmente superadas ao longo das décadas de pesquisa do

programa Pro-Alcool realizadas no Brasil (Reel, 2006).

2.5. Glicerol

O glicerol, glicerina ou 1,2,3-propanotriol, constitui o maior residuo gerado no
processo de producdo de biodiesel. Em cada 10 kg de biodiesel produzido gera-se cerca de 1
kg de glicerol (Sabourin-Provost et al., 2009). A molécula de glicerol, em proje¢do de
Fischer, esta apresentada na Figura 2.6, a qual esta presente em diferentes espécies, incluindo

protistas unicelulares e mamiferos (Brisson et al., 2001).
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HO=~C—H
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Figura 2.6 — Projec@o de Fischer da molécula de glicerol.

Dificilmente encontraremos o glicerol como molécula livre nos organismos,
geralmente se encontra como um triglicerideo combinado a 4cidos graxos. Grandes
quantidades de glicerol podem ser encontradas também em 6leos ou azeites como o de coco,
dendé, soja, algodao e oliva, bem como em gorduras de animais como a banha de porco e
sebo (Morrison, 1994).

O glicerol ¢ o principal subproduto obtido durante a transesterificagdo de o6leos
vegetais e gorduras animais (Colin et al., 2001). Na produgdo de biodiesel, o glicerol gerado
representa 10% (v/v) do éster (Mu et al., 2006).

O glicerol esta presente em muitos processos industriais como em cosméticos e
tintas, indastria automotiva, alimenticia, farmacéutica, papel e celulose, couro e té€xteis.
Também ¢ utilizado como matéria prima para a producdo de varios produtos quimicos. O
glicerol estd sendo considerado como uma boa matéria prima para fermentagdes industriais
(Wang et al., 2001). Novas aplicagdes do glicerol vém sendo descobertas, como seu uso como
substrato para fermentagdes bacterianas, com a finalidade de se obter produtos de alto valor
agregado como alcodis, polimeros biodegradaveis, raminolipideos, biosurfactantes, dentre
outros (IOP, 2009).

Alguns dos microorganismos capazes de crescer anaerobicamente tendo o glicerol
como a Unica fonte de carbono e energia sdo Citrobacter freundii (Daniel et al., 1995),
Klebsiella pneumoniae (Biebl et al., 1998), Clostridium pasteurianum (Biebl, 2001),
Clostridium butyricum (Himmi et al., 1999; Colin et al., 2001), Enterobacter agglomerans
(Barbirato e Bories, 1997), Enterobacter aerogenes (Ito et al., 2005) e Lactobacillus reuteri
(Talarico et al., 1990). No entanto, o glicerol também pode ser consumido por leveduras dos
géneros Saccharomyces e Candida produzindo compostos como etanol e butanol (Flores et

al., 2000).
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A Escherichia coli é capaz de fermentar glicerol anaerobicamente (Gonzalez et al,
2008), porém apresenta uma taxa de crescimento especifica baixa em glicerol, além da
fermentacdo do glicerol ser dependente de suplementagdo do meio com triptona e outros
nutrientes (Murarka et al., 2008).

A E. coli ¢ um dos microrganismos mais utilizados na engenharia metabolica e em
aplicagOes industriais, ¢ uma bactéria bem conhecida geneticamente e de “facil” modificagdo
e produz uma grande variedade de produtos de fermentagdo anaerobica (Maeda et al., 2007).
A Figura 2.7 apresenta alguns possiveis produtos que podem ser formados pela fermentagao

do glicerol.
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O glicerol pode atravessar a membrana citoplasmatica através da difusdo passiva,
isto pode acontecer com pequenas moléculas sem carga. Todavia, em baixas concentragdes de
substrato, as células que limitam a absor¢do passiva possuem desvantagem de crescimento
(Silva et al., 2008). A captacdo do glicerol em varios microrganismos ¢ freqiientemente citada
como um transporte mediado por difusdo através da membrana interna, esse transporte € o que
ocorre, por exemplo, com a Escherichia coli (Voegele et al., 1993).

Em Saccharomyces cerevisiae, o fluxo de glicerol através da membrana do
plasma ¢ controlado por difusdo passiva, uma proteina de canal ou um mecanismo de
captagdo ativa (Wang et al., 2001). As leveduras do género Saccharomyces sdo muito
utilizadas em processos fermentativos, que objetivam produzir etanol, pelo fato desse
microrganismo apresentar alta capacidade de conversao de aglicares em etanol, alta tolerancia
ao produto formado, osmotolerancia, tolerancia a varia¢cdes de temperatura e atividade celular
em ambiente acido.

Na levedura S. cerevisiae, o glicerol ¢ degradado através de dihidroxiacetona ou
de glicerol-3-fosfato (Wang et al., 2001). Neste ultimo, o glicerol ¢ convertido a glicerol-3-
fosfato através da glicerol quinase (EC 2.7.1.30), o qual pode ser usado como um precursor
para a biossintese de lipidios ou na conversdo em dihidroxiacetona fosfato e pode entdo ser
transformado em gliceraldeide-3-fosfato pela triosefosfato isomerase (EC 5.3.1.1) na
glicolise, ou pode servir como substrato para a sintese de outros metabdlitos (Wang et al.,
2001).

J& a Escherichia coli pode fermentar o glicerol se o pH for devidamente
controlado e interligado a disponibilidade de CO,, que ¢ produzido em condi¢Ges acidas pela
oxidagdo de formato pela enzima formato-hidrogénio-liase. Segundo os autores, a E. coli é
um bom biocatalisador para a conversdo do glicerol em etanol e hidrogénio (Dharmadi et al.,
2000).

A fermentagdo do glicerol por Enterobacteriaceae resulta na acumulagdo de dois
principais produtos, 1,3-propanodiol e acetato, enquanto que os produtos secundarios, lactato,
formato, succinato e etanol, s8o produzidos em quantidades varidveis, dependendo das

condicdes de cultivo (Barbirato ef al., 1998).
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3. METODOLOGIA

Antes de serem iniciados os cultivos com glicerol bruto, proveniente da industria
do biodiesel, foi necessario caracterizar adequadamente este material visando a identificagdo
de possiveis minerais, capazes de causar inibi¢do/ativagdo no crescimento microbiano. Essa
caracterizacao foi realizada gentilmente pela Embrapa Agroindustria Tropical no Laboratorio

de Solos e Agua.

3.1. Caracterizacio do glicerol

Para a caracterizagdo das amostras de glicerol produzido por reacdo de
transesterificacdo de 6leo de soja, cedido pela empresa EEB — Empresa Brasileira de
Bioenergia, realizou-se uma extracdo acida e estas foram caracterizadas quanto a presenga de
macro (s6dio, potassio, enxofre, fosforo, calcio e magnésio) e micro (cobre, ferro, manganés e
zinco) elementos. Todas as analises foram realizadas em triplicata seguindo metodologia da

Embrapa.

3.1.1. Extracdo acida a quente

As amostras de glicerol foram pesadas, cerca de 1,0 g, que foram colocados em
tubos de digestdo e a estes foram adicionados 8 mL da mistura 4cida, composta por 600 mL
de HNOs p.a. e 200 mL de HCIO, p.a. Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente por
3 a4 horas e, a seguir, estes foram para o bloco digestor, aquecendo-o lentamente até¢ 120°C.
Este processo foi mantido nesta temperatura até cessar o desprendimento de vapores
castanhos. Em seguida, a temperatura foi elevada a 200 °C e mantida até cessar o
desprendimento de vapores brancos, aproximadamente 3 a 4 horas. Quando as amostras
estavam a temperatura ambiente, apds o término da digestdo, foram transferidas para baldes

volumétricos de 25 mL, e entdo completou-se o volume com agua deionizada.
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O digerido foi utilizado para dosagens de fosforo (P), potassio (K), sdédio (Na),

célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn).

3.1.2. Determinagao de potassio (K) e sodio (Na)

Para a determinagdo de Na e K foi utilizado um Fotometro de chama Digimed
modelo DM-61. Diluiu-se na razdo 1:10 a amostra tratada com a mistura acida descrita em
3.1.1. A calibragdo do fotdmetro foi realizada com a preparag¢do da curva com os padroes O,
10 e 20 mg/L de K e Na. Apos a calibragdo, realizaram-se as leituras das amostras, fazendo-se
diluicdes quando necessario. As curvas de calibragdo foram preparadas por diluigdo de
solucdes padrao estoque de concentracdo 1000 ppm. Utilizou-se o programa Origin versao 6.0

(OriginLab) para verificar a significancia das curvas padrao.

3.1.3. Determinagdo de fosforo (P) e enxofre (S)

Para a determinacdo de P e Sfoi utilizado um Espectrofotometro FEMTO modelo
600 Plus. Este foi calibrado por meio de curvas de calibragdo para cada elemento, A
representagdo grafica dessa curva estd apresentada no Anexo Al. Asamostras foram
preparadas em erlenmeyers de 25 ou 50 mL, as quais foram transferidas 5 mL. A estas foram
adicionados 10 mL da solu¢do diluida de molibdato de amdnio e uma pitada de acido
ascorbico sendo agitado em seguida. Apos 30 minutos iniciou-se as leituras de absorbancia
no comprimento de onde de 660 nm.

Fez-se uma correlagdo linear no programa Origin versiao 6.0 (OriginLab) e
verificou-se pelo R’ que os pontos estavam bem ajustados, possuindo boa correlagdo, que

pode ser observada pela a Equacgao 3.1.

c (E) = 0,040185 + 10,60464 X A 3.1)

R* =0,9998
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Onde C ¢é a concentragdo do elemento e 4 ¢é a absorbancia medida
experimentalmente.

A curva de calibracdo do enxofre esta representada no Anexo A.2. As amostras
foram preparadas em tubos de ensaio de 40 mL, transferiu-se 10 mL de amostras para analise.
Em seguida, foi adicionado 1 mL de uma solu¢do de HCI 6,0 N contendo 20 mg/L de S. A
estas foi adicionado 500 mg de cloreto de bario. Apdés um minuto, agitou-se o tubo de ensaio
em vortice por 30 segundos até dissolucdo do cloreto de bario. A amostra permaneceu em
repouso por Sminutos, ¢ a seguir realizou-se asleituras daabsorbancia a 420 nm de
comprimento de onda no tempo maximo de 8 minutos.

Fez-se uma correlagdo linear, através do programa Origin 6.0 (OriginLab), e
verificou-se através do R’ que os pontos estavam bem ajustados, obtendo-se a equagio linear

representada pela equacdo 3.2.

c (2£) = —1,54286 + 8546394 X 4 (3.2)
kg
R* =0,996

Onde: C ¢é a concentragdo do elemento e 4 é a absorbancia medida

experimentalmente.

3.1.4. Determinagdo de Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn

A determinagdo de Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn foi realizadaem Espectrometro de
Absor¢do Atomica Perkin Elmer, modelo AAnalyst 300, através do método de atomizagdo
por chama (C,H; /ar), nas condi¢des experimentais utilizadas para cada elemento apresentadas

na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Condigdes experimentais para cada elemento analisado por espectrometria de absorg¢@o atdmica.

Fenda do Comprimento de Concentracoes dos
Elementos monocromador onda (A) padroes
(mA) (nm) (mg/L)
Calcio 0,7 4227 Oe5
Magnésio 0,7 485,2 0e0,5
Cobre 0,5 3247 0e0,5
Ferro 0,2 248,3 Oe5
Manganeés 0,5 279,5 0a0,5
Zinco 0,7 2139 Oe5

Lampadas de catodo oco de cada elemento a ser analisado foram utilizadas como
fontes de radiagdo. As curvas de calibracdo foram preparadas a partir de solugdes padrdo de
concentracdo 1000 ppm para cada elemento, antes de cada procedimento de analise. Foi
utilizado o programa Microcal Origin versao 6.0 para verificar a significancia das curvas

padrao.

3.2. Microrganismos

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram:

Saccharomyces sp.1238 cedida da Colegdo de Microrganismos do Departamento de
Antibiéticos — UFPE;

Escherichia coli 224 ATCC 25922 comprada da Coleg¢do de Microrganismos do
Departamento de Antibidticos — UFPE.

Realizou-se uma pesquisa bibliografica dos microrganismos capazes de utilizar
glicerol como fonte de carbono para produg@o de etanol. A partir dessa revisdo, resolveu-se
testar a levedura cedida pela Universidade Federal de Pernambuco. A bactéria E. coli foi
selecionada por ser um microrganismo que ndo oferece graves riscos de manipulagao devido o
mesmo ser nivel de biosseguranga 1, ou seja, o risco individual e para a comunidade ¢ baixo.

Este nivel de seguranca aplica-se a agentes biologicos bem caracterizados, que tém
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probabilidade nula ou baixa de provocar infecgdes no homem ou em animais sadios e de risco

potencial minimo para o profissional do laboratdrio e para o ambiente.

3.3. Fermentagado

Fermenta¢Ges em batelada em mesa rotatoria Tecnal modelo 420 foram realizadas em
condi¢des adequadas para cada tipo de microrganismo estudado (ver segdes 3.3.1 e 3.3.2).
Para o acompanhamento dos cultivos utilizando glicerol como substrato, amostras foram
retiradas em tempos pré-definidos e os reagentes e produtos foram analisados. Os produtos

obtidos na fermentacdo foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

3.3.1. Saccharomyces sp. 1238

A levedura Saccharomyces sp. 1238 foi mantida em tubos inclinados e camada
alta e placas de petri com Agar Dextrose Sabouraud (AS) sob refrigeracio e repicadas a cada
60 dias, ¢ 24 h antecedentes as fermentacdes.

O meio utilizado para indculo estd apresentado na Tabela 3.2. O pH foi ajustado
em 5,0 e, a seguir, o0 meio foi autoclavado a 121°C por 15 minutos. O indculo foi preparado
inserindo-se 3 alcas do slant contendo o microrganismo em frascos de Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de meio. A seguir, incubou-se a 30 °C e 150 rpm, durante 24 horas, em

agitador rotatorio.
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Tabela 3.2 - Composi¢ao do meio para indculo da levedura Saccharomyces sp. 1238.

Reagentes Concentraciao
g/L
Glicose 30
Extrato de levedura 10
(NH4)2S04 10
Na,HPO, 4,5
MgSO4-7H,O 1,0
ZnSO4 7TH,O 0,65

Apos as 24 horas em mesa rotatoria, o indculo foi centrifugadoa 6000 rpm para
retirada das células. A seguir 1,2 g de biomassa de Saccharomyces sp. 1238 , obtida a partir
da centrifugacdo, foram adicionadas ao meio fermentativo, cuja composicdo esta apresentada
na Tabela 3.3. O pH do meio foi previamente ajustado para 5,0 e autoclavado a 121°C por

15 minutos para esterilizagao.

Tabela 3.3 - Composi¢ao do meio para cultivo da levedura Saccharomyces sp. 1238.

Reagentes Concentraciao

g/L
Extrato de levedura 5
(NH4)2504 10
KH,PO4 4,5
MgSO4-7TH,O 1,0
ZnSO4-7TH,O 0,65
Glicerol 1% v/v

Nas fermentagdes realizadas com Saccharomyces sp. 1238, variou-se a
concentracdo de glicerol adicionado ao meio fermentativo de 0,5 %,a 5 % v/v e fixou-se a
concentracdo de indculo em 1 % m/v. Apos as 8 horas de fermentacao, as quais eram retiradas
amostras de tempos em tempos, o Erlenmeyer permaneceu em mesa rotatoria sob as mesmas
condigdes para retirada de amostra apos 24 horas do inicio do ensaio, na qual se analisou a

producdo de etanol e o consumo de glicerol.
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Todas as fermentagcdes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mlL,
contendo 100 mL de meio, a 30 °C e 150 rpm, durante 24 horas. A Figura 3.1 mostra uma

representacdo esquematica de todo o processo.
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Figura 3.1 - Representacdo esquematica do processo fermentativo utilizando Saccharomyces

sp. 1238.

3.3.2. Escherichia coli 224 (ATCC 25922)

A bactéria Escherichia coli foi mantida em tubos, inclinados e camada alta, e
placas de petri com Agar Nutriente (AN) sob refrigeracio e repicadas a cada 60 dias e 24 h
antecedentes aos experimentos.

Omeio utilizadopara indculofoi o Ec Broth, cuja composi¢do esta apresentada na

Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 — Composi¢ao do meio Ec Broth para indculo.

Reagentes Concentragio

g/L

Triptona 20,0
Lactose 5,0
Mistura de sais biliares 1,5
NaCl 5,0
K,HPO,4 4,0
KH>PO4 1,5

O in6culo foi preparado inserindo-se 3 al¢as do slant contendo o microrganismo
em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendol00 mL de meio. Incubou-se em agitador
rotatorio a 37 °C e 200 rpm durante 24 horas. Apos esse periodo, retirou-se uma aliquota de 1
mL do indculo e se adicionou ao meio fermentativ, cuja composi¢do estd apresentada na
Tabela 3.5. O pH do meio foi previamente ajustado para 7,2 e, em seguida, autoclavado a

110°C por 10 min (Smith e Neidhardt, 1983).

Tabela 3.5 — Composi¢ao do meio de cultivo para E. coli.

Reagentes Concentraciao
g/L
KoHPO4 2,994
MgSO4 0,1204
CaCl, 0,00998
Na,HPO4 5,962
NH,4Cl 1,016
NaCl 0,526
Na;SeO; 8,647 x 107
Triptona 2
Glicerol 10,131

As fermentagdes foram conduzidas em agitador rotatério utilizando frascos

Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de meio, a 37 °C e 200 rpm (Dharmadi et al., 2006)



37

durante 48 horas (Gonzalez et al., 2008). Uma representagdo esquematica de todo o processo

esta apresentado na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Representacdo esquematica do processo fermentativo utilizando a bactéria E.

coli.

3.4. Crescimento celular

A determinagdo do crescimento celular foi realizada através de método indireto, o
qual utiliza determinagdo da turbidez equivalente a densidade celular. A densidade otica foi
medida por espectrofotometria (Spectronic instruments/ Spectronic 20 Genesys) a 660 nm e
420 nm para Saccharomyces sp. 1238 e Escherichia coli 224 ATCC 25922, respectivamente.

A concentragdo de biomassa, em g/L, foi obtida pela curva de calibracdo descrita
a seguir. Os microrganismos foram cultivados em caldos nutritivos sob agitacdo de 200 rpm a
30 e 37 °C para Saccharomyces sp. € Escherichia coli, repectivamente, durante 24 horas. Em
seguida, separou-se a biomassa por centrifugacdo por 15 minutos a 6000 rpm, em mini
centrifuga (HT) para a levedura e 10000g em centrifuga de maior poténcia para a bactéria,
seguindo-se de trés lavagens com agua. Asubmetidaa secagem em estufa a 60 °C até peso
constante. Suspensdes-padrdo foram preparadas através de diluicdes seriadas emedida a

absorbancia em espectrofotometro nos comprimentos de onda adequados.
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3.5. Determinacao da concentracio dos produtos da fermentacio

A andlise dos produtos foram realizadas retirando-se amostras de 1 mL dos
Erlenmeyers a cada uma hora, e entdo, foram transferidas para eppendorfes de 1,5 mL e
centrifugadas em mini centrifuga (HT) durante 15 minutos a 6000 rpm para separagdo das
células. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi filtrado em membranas de 0,45 pm para
garantir total auséncia de particulasna amostra a ser injetada no HPLC. Esse processo esta

ilustrado na Figura 3.3.

Figura 3.3 — Representacdo esquematica da preparacdo das amostras para injecdo em HPLC.

As analises foram realizadas em HPLC (Waters) acoplado a um detector de indice
de refragdo (IR) modelo 2414, duas bombas (Waters) modelo 1525 e pré-coluna supelcogel 9
um, 5 cm x 4,6 mm (Supelco) com coluna supelcogel C - 610H, 30 cm x 7,8 mm (Supelco), a
30 °C, volume de inje¢do das amostras de 10 pL, utilizando acido fosférico 0,1 M como fase

movel a uma vazdo de 0,5 mL/min.
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3.5.1. Determinagao do glicerol

A quantifica¢do do glicerol foi realizada em HPLC, através de detector indice de refragdo
(IR), nas seguintes condi¢des: fase movel acido fosforico 0,1 M a uma vazdo de 0,5 mL/min,
durante 30 min, com coluna supelcogel C - 610H, 30 cm x 7,8 mm (Supelco), a 30 °C, com
volume de inje¢do das amostras de 10 uL e uma pré- coluna supelcogel 9 um, 5 cm x 4,6 mm.
A determinagdo do glicerol foi realizada baseando-se em uma curva padrao de glicerol, cujo
grafico que representa a curva de padrio esta na Figura B.1 (Anexo).

A correlagdo linear obtida encontra-se ilustrada na Eq. 3.3e verificou-se através do
coeficiente de determinagdo R’ que os pontos estavam bem ajustados a equagdo da reta,

graficamente representada pela Figura B.1.

c(2)=0,10767+9,15-107° x 4 3.3)

R* =0,9996

Onde C ¢ a concentracdo de glicerol em g/L e 4 ¢ a area do pico obtido por

HPLC.

3.5.2. Determinacio do Acido Acético

As analises para determinagdo do acido acético foram realizadas ns seguintes
condigdes cromatograficas: solucdo fase movel acido fosforico 0,1 M a uma vazdo de 0,5
mL/min, durante 30 min, com coluna supelcogel C - 610H, 30 cm x 7,8 mm (Supelco), a 30
°C, com volume de injecdo das amostras de 10 pL e uma pré- coluna supelcogel 9 pm, 5 cm x
4,6 mm.

A determinacdo do acido acético foi realizada baseando-se em uma curva padrao
de acido acético, cuja representagao grafica estd na figura B.2 em anexo.

A correlagdo linear obtida, elaborada no programa Microcal Origin versao 6.0,

esta representada pela Eq. 3.4.
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c(2)=0,00674+9,40-1077 x 4 (3.4)

R* =0,997581

Onde C ¢ a concentragdo de acido acético em g/L e 4 ¢ a area do pico obtido por
HPLC. Evidenciando a confiabilidade dos dados e equagdo da reta. O coeficiente de

. ~ 2 .
determinagdo R” da curva sugere que os pontos estavam bem ajustados.

3.3.3. Determinagdo do Etanol

As andlises para determinacgdo do etanol foram realizadas em HPLC,nas seguintes
condi¢gdes experimentais: solugdo de fase movel acido fosférico 0,1 M a uma vazdo de 0,5
mL/min, durante 30 min, com coluna supelcogel C - 610H, 30 cm x 7,8 mm (Supelco), a 30
°C, e volume de inje¢do das amostras de 10 pL e uma pré- coluna supelcogel 9 pm, 5 cm x
4,6 mm.

A determinagdo do etanol foi realizada baseando-se em uma curva padrio de
etanol cujo grafico esta representado pela Figura B.3 em anexo. Fazendo-se uma correlacdo
linear, através do programa Microcal Origin versio 6.0, verificou-se através do R’ que os

pontos estavam bem ajustados, obtendo-se equagao linear representada pela Equagdo 3.5.

c(2)=—-088984+2,24-107 x 4 (3.5)

2 4

R? =0,99918

Onde C ¢é a concentragdo de etanol em g/l ¢ 4 a area do pico obtido pela analise

em HPLC.
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3.3.4. Determinagdo da glicose

As analises foram realizadas em HPLC, através de detector indice de refragdo
(IR), nas seguintes condi¢des experimentais: solu¢do de fase movel acido fosforico 0,1 M a
uma vazao de 0,5 mL/min, durante 30 min, com coluna supelcogel C - 610H, 30 cm % 7,8 mm
(Supelco), a 30 °C, com volume de injecdo das amostras de 10 pL e uma pré- coluna
supelcogel 9 um, 5 cm x 4,6 mm.

A glicose foi determinada com base em uma curva padrdo de glicose, cuja
representagdo grafica estd na Figura B.4 em anexo..

Verificou-se por meio da correlagdo linear, elaborada no programa Microcal
Origin versdo 6.0, ée do coeficiente de determinagio R’ que os pontos estavam bem ajustados,

representada pela Equacdo 3.6.

c(2)=-1254+7916-107 x 4 (3.6)

2 4

R? =0,9975

Onde C ¢ a concentracgdo de glicose em g/L e 4 a area do pico obtido por HPLC.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Caracterizacio do glicerol

Realizou-se uma caracterizagdo fisico—quimica do glicerol vindo da industria do
biodiesel (glicerol bruto) que foi utilizado como fonte de carbono para as fermentacgdes, cujos

resultados estdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Caracterizagdo de macro e micro elementos da amostra de glicerol.

Elementos Concentracao
(mg/kg)
Calcio 42
Cobre ND
Enxofre 160
Ferro 6,6
Fosforo 193,3
Magnésio 1,2
Manganés ND
Potassio 2312,5
Saodio 4987,5
Zinco ND

ND: ndo detectado.

A caracterizagdo do glicerol bruto, principal fonte de carbono utilizada neste
estudo, forneceu informagdes importantes sobre os nutrientes presentes, auxiliando, assim, no
preparo do meio de cultivo para os microrganismos e na identificagdo de um possivel inibidor
de crescimento. Esse glicerol bruto, apds sua caracterizagdo foi utilizado como fonte de
carbono no cultivo para produgdo de etanol nas diferentes condigdes operacionais aqui
testadas. Esse glicerol bruto ndo passou por qualquer etapa de purificacdo para ser utilizado
nas fermentagdes. O objetivo era tentar eliminar etapas de up-stream e minimizar os custos de

operac¢do numa eventual ampliagdo de escala.
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4.2. Fermentacao utilizando Saccharomyces sp. 1238

A Figura 4.1 mostra os resultados da concentracdo de glicerol bruto utilizado

como fonte de carbono em uma concentracdo de 5 % v/v e biomassa formada durante o

processo fermentativo.
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Figura 4.1 — Concentracao de glicerol e biomassa em func¢do do tempo na fermentagao
utilizando glicerol 5 % v/v: (@) glicerol, (m) biomassa.

Pode-se observar um baixo consumo do glicerol e baixa produgdo de biomassa.
Este fato pode ser devido a inibi¢do pelo substrato, pois a quantidade de glicerol adicionada
ao meio foi alta causando o ndo crescimento da biomassa, ¢ o consumo de glicerol sendo

impedido.

A Figura 4.2 mostra o resultado obtido para a producdo de etanol da fermentacao

com 5 % v/v de glicerol bruto como fonte de carbono.
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Figura 4.2 — Concentragdo de etanol em fungdo do tempo na fermentacao utilizando 5 % v/v

de glicerol.

Pela analise do grafico pode-se verificar que ndo houve producdo de etanol. Os
resultados apresentados nas Figuras 4.1 e 4.1 sugerem que no inicio do processo ha uma
pequena quantidade de etanol que ao longo do processo fermentativo desaparece, isto pode
ser explicado pelo fato de ja no inoculo ser produzido uma pequena quantidade desse
composto, que junto com o indculo ¢ adicionado ao meio fermentativo.

Para verificar se a falta de producdo de etanol ocorreu devido ao excesso de
glicerol no meio de cultivo, ou seja, se estava ocorrendo uma inibicdo pelo substrato, novas
fermentagdes foram realizadas utilizando concentragdes de glicerol de 1 % e 0,5 % v/v, as

Figuras 4.3 e 4.4 mostram os resultados obtidos.na fermentagcdo com glicerol a 1% v/v .
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Figura 4.3 — Concentragdo de glicerol e biomassa em fung¢do do tempo o utilizando glicerol 1

%: (@) glicerol, (m) biomassa.
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Figura 4.4 — Concentragdo de etanol na fermentacdo utilizando 1 % de glicerol.
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Pela andlise da Figura 4.3, pode-se verificar que o baixo consumo de glicerol

continuou, pois no inicio do processo fermentativo havia, aproximadamente, 9 g/L de glicerol

e apos 24 h ainda restavam, aproximadamente, 7 g/L de glicerol no meio de cultivo, ou seja,

um consumo de apenas 22% do substrato foi consumido em 24 horas de cultivo.
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Na Figura 4.4 pode-se observar que nao houve produgdo de etanol, visto que, ha
uma quantidade de etanol inicial, provavelmente proveniente do inoculo, que reduz ao longo
do processo, sabe-se que o etanol se torna uma fonte de carbono de mais facil acesso ao
microrganismo se comparado ao glicerol, sendo este consumido para ser utilizado no
crescimento do mesmo.

As Figuras 4.5 e 4.6 mostram os resultados obtidos na fermenta¢cdo com 0,5 % v/v

de glicerol.
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Figura 4.5 — Concentracao de glicerol e biomassa em func¢do do tempo na fermentagao
utilizando glicerol 0,5 %.
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Figura 4.6 — Concentracdo de etanol em fungdo do tempo na fermentacdo utilizando 0,5 % de
glicerol.

Pela analise da Figura 4.5 verifica-se que ndo houve, novamente, um consumo
significativo de glicerol, mesmo com a reducdo da concentracdo do mesmo adicionado ao
meio de cultivo. Pela Figura 4.6 verifica-se a baixa produgao de etanol com, cerca de 0,25 g/L.
de etanol em 10 h de fermentagao.

Realizou-se uma fermentagdo com glicerol padrdo analitica (P.A), para verificar a
producdo da levedura com substrato puro na melhor condigdo encontrada. Assim, seria
possivel saber se o glicerol utilizado nas fermentacdes, oriundo da reagdo de producdo do
biodiesel estava afetando negativamente o sistema fermentativo. Pois este insumo como se
sabe, contém diversas impurezas e poderia estar inibindo o crescimento do microrganismo. O
microrganismo poderia ndo ter acesso a fonte de carbono disponivel no meio fermentativo.

Na Figura 4.7 observa-se o grafico de consumo de glicerol e de producdo de

etanolna fermentagdo utilizando 0,5% v/v de fonte de carbono..
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Figura 4.7 — Concentracdo de glicerol (@) e etanol (¢) em func@o do tempo na fermentagao

utilizando glicerol P.A. 1 % v/v.

No inicio da fermentagdo haviam, aproximadamente, 9,75 g/L. de glicerol no meio
fermentativo, apds 7h de fermentacdo cerca de 1,8 g/l de glicerol havia sido consumido.

O resultado para producdo de etanol a partir de glicerol P.A. possui o mesmo
perfil das fermentacdoes anteriores, resultando cerca de 0,3 g/LL em 7h de fermentagdo. Esses
resultados de fermentagdes utilizando glicerol bruto e P.A. como fonte de carbono sugerem
que a levedura Saccharomyces sp. 1238 nao se mostrou apta a consumir o glicerolpara
produzir etanol.

Com o objetivo de verificar a viabilidade da levedura, foi realizada uma
fermentagdo utilizando glicose como fonte de carbono ao invés de glicerol. Assim, seria
verificado se com glicose a mesma produziria etanol, pois, sabe-se que as leveduras do género
Saccharomyces sao boas produtoras de alcool a partir de glicose.

Utilizou-se nesta fermentacdo 10 g/L de glicose e 1 % (v/v) de in6culo. Na Figura

4.8 pode-se observar a curva de consumo de glicose e produgéo de etanol.
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Figura 4.8 — Concentracdo de glicose e etanol em fun¢do do tempo: () glicose, (@) etanol.

Como pode ser observado através do grafico da Figura 4.8, a levedura em estudo
mostrou-se capaz de produzir etanol utilizando glicose como fonte de carbono. Rapidamente a
glicose foi consumida e a produgdo de etanol alcangou cerca de, 5,5 g/L.

Assim, pdde-se esclarecer que ndo ¢é o glicerol bruto que interferiu na producao de
etanol para este microrganismo, ou seja, 0 microrganismo estava viavel. Apesar de leveduras
do género Saccharomyces serem capazes de produzir etanol utilizando glicerol como fonte de
carbono, foi verificado por meio de vdarias fermentacdes que a mesma ndo foi capaz de
produzir etanol em quantidade expressiva com glicerol como fonte de carbono, com esta cepa,
embora isso seja possivel quando se utiliza glicose. Portanto, esse microrganismo foi

desprezado e se iniciou o estudo de produgdo de etanol com a utilizagdo de Escherichia coli
224 ATCC 25922.

4.3. Fermentacao utilizando Escherichia coli. 224 ATCC 25922

Nas fermentacdes com Escherichia coli a concentragdo de glicerol adicionado ao

meio de cultivo foi variada de 1, a 20 g/L. As fermentagdes foram realizadas conforme

descrito no item 3.3.2.
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As Figuras 4.09 e 4.10 mostram os resultados do processo fermentativo para
producdo de etanol pela Escherichia coli 224 ATCC 25922, com adicdo de 20 g/L de glicerol

ao meio de cultivo.
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Figura 4.09 - Concentragdo de glicerol e biomassa em fun¢do do tempo na

fermentagdo utilizando 20 g/L de glicerol: (@) glicerol, (m) biomassa.
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Figura 4.10 — Concentracdo de etanol e acido acético em fungdo do tempo na

fermentagdo utilizando 20 g/L de glicerol: (¢) etanol, (A ) acido acético.
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Nessa fermentacdo com glicerol a 20 g/L verificamos um baixo consumo de
glicerol, aproximadamente 5,0 g/L e producdo de biomassa de cerca de 1,0 g/L, indicando um
excesso de substrato disponivel, produzindo, aproximadamente, 0,35 g/LL de etanol e 0,10 g/L.
de acido acético em 24 horas de fermentacdo. Devido ao baixo consumo e a baixa producdo
de etanol foram realizados novos ensaios com mais baixas concentragdes do substrato .

As Figuras 4.11 e 4.12 mostramos resultados de concentracdo de glicerol e
biomassa, etanol e acido acético, respectivamente, do processo fermentativo com adigdo de 15

g/L de glicerol ao meio de cultivo.
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Figura 4.11 — Concentracdo de glicerol e biomassa em funcdo do tempo na

fermentagdo utilizando 15 g/L de glicerol: (®) glicerol, (m) biomassa.
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Figura 4.12 — Concentracdo de etanol e acido acético em fungdo do tempo na

fermentagdo utilizando 15 g/L de glicerol: (¢) etanol, (A ) acido acético.

Evidenciou-se um baixo consumo de glicerol. Em 24 horas de fermentagdo ainda
tinhamos cerca de 14 g/L de glicerol no meio. A producdo de etanol e de acido acético
também foi baixa, com produgio maxima de 0,40 g/L e 0,10 g/L respectivamente. Os
resultados sugerem que a concentragdo de glicerol no meio ainda esta alta, ja que percebe-se
a fase lag indicando que néo ocorreu processo inibitorio..

As Figuras 4.13 e 4.14 mostram os resultados do processo fermentativo com

adicdo de 10 g/L de glicerol ao meio de cultivo.
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Figura 4.13 - Concentragdo de glicerol e biomassa em fungdo do tempo na

fermentagdo utilizando 10 g/L de glicerol: (@) glicerol, (m) biomassa.
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Figura 4.14 — Concentragdo de etanol e acido acético em fungdo do tempo na

fermentagdo utilizando 10 g/L de glicerol: (¢) etanol, (A ) acido acético.

Analisando a Figura 4.13 verificamos que o glicerol foi quase totalmente

consumido em 48 horas de fermentac@o e a biomassa teve crescimento bastante significativo.

Também ¢ perceptivel uma melhora na produgdo de etanol, os quais tiveram uma producio
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maxima em torno de 0,9 g/L e acido acético apresentou um aumento de 0,05 g/L, produzindo
0,15 g/L , Figura 4.14. Observa-se uma boa producdo tanto de etanol quanto 4cido acético
comparado com as fermentagdes anteriores, mas um pouco abaixo da produc¢go do trabalho de
Murarka (2008) que foi de 1,8 g/L com 48 h de utilizando Escherichia coli MG1655.

As Figuras 4.15 e 4.16 mostram os resultados do processo fermentativo com
adigdo de 5 g/L de glicerol ao meio de cultivo. Como pode ser observado pelos graficos, 5 g/l
de glicerol foi quase totalmente consumido e a produgdo de biomassa se manteve constante.
Obtive-se uma baixa producdo de etanol com maxima de, aproximadamente, 0,55 g/L e 0,025

de acido acético.
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Figura 4.15 — Concentracdo de glicerol e biomassa em fun¢do do tempo utilizando 5

g/L de glicerol: (@) glicerol, (m) biomassa.
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Figura 4.16 — Concentragdo de etanol e acido acético em fungdo do tempo utilizando

5 g/L de glicerol: (#) etanol, ( A) acido acético.

As Figuras 4.17 e 4.18 mostram os resultados do processo fermentativo com
adi¢do ao meio de cultivo de 10 g/L de glicerol P.A. Assim, esta concentragdo foi escolhida
para o ensaio com glicerol P.A.. visando avaliar o comportamento da producdo de etanol e
acido acético com um glicerol mais puro, devido o glicerol bruto apresentar diversos
contaminantes vindo do processo de fabricacdo biodiesel, como apresentado na Tabela 4.1, a

presenga destes contaminantes poderia afetar o crescimento celular ¢ a conversdo nos

produtos.
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Figura 4.17 — Concentragdo de glicerol e biomassa em fung¢do do tempo utilizando 10

g/L de glicerol P.A: (@) glicerol, (m) biomassa.
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Figura 4.18 — Concentragdo de etanol e acido acético em fungdo do tempo utilizando

10 g/L de glicerol P.A: (#) etanol, ( A) acido acético.

Pela analise das Figuras 4.17 e 4.18, pode-se verificar que ocorreu um bom
consumo de glicerol, 6 g/LL ¢ uma producdo maxima de etanol de aproximadamente 0,5 g/L.. A

producdo de acido acético se manteve constante com maxima produgdo dee 0,14 g/L. Os
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resultados desta fermenta¢do ndo foram os pretendidos, visto que, como o glicerol era P.A.
esperava-se producdes maiores, ja que a presenca de contaminantes no meio de cultivo
poderia reprimir o microrganismo. Este resultado foi interessante, pois foi visto que com o
glicerol oriundo do biodiesel (glicerol bruto), nas mesmas condigdes operacionais, obteve-se
uma melhor producdo de etanol, o que mostra que ndo serd necessario a implantacao de etapas
de up-stream para purificar o residuo da industria de biodiesel (glicerol bruto) para aproveita-
lo na producdo de etanol. Este trabalho se mostrou promissor ao tentar tornar vidvel a

producdo de biodiesel em uma biorrefinaria, aproveitando cada subproduto dela formado.
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5. CONCLUSOES

Para esse trabalho foram testados dois tipos de microrganismos, uma levedura e
uma bactéria, para verificar se eles seriam capazes de utilizar glicerol como substrato de
processos fermentativos para produgdo de etanol.

A levedura Saccharomyces sp. 1238 nao foi capaz de produzir quantidades vidveis
de etanol utilizando glicerol como principal fonte de carbono. Ja em experimentos utilizando
glicose como fonte principal de carbono, a mesma obteve boa produgdo, esclarecendo, assim,
que este microrganismo apresenta rota metabolica direcionada a assimilar mais facilmente
glicose e ndo glicerol para realizar a conversao de glicerol a etanol.

Utilizando a bactéria Escherichia coli 224 ATCC 25922, foi observado que o
consumo de glicerol mostrou um perfil semelhante para as diferentes consentracdes do
substrato estudadas, ressaltando porém, um aumento significativo na produgdo de etanol
quando se utilizou glicerol na concentragdo de 10 g/L.

Com relaqcao a produgdo de etanol utilizando E. coli observou-se que este foi
produzido a partir de 8 h de cultivo nas fermenta¢des com 10 g/L de glicerol bruto e nas
fermentagdes com glicerol P.A. com 15 g/L e 20 g/L adicionados ao meio de cultivo.

A produgdo de acido acético nos ensaios utilizando E. coli, apesar de iniciar nas
primeiras horas da fermentacdo, foi baixa, com uma maxima de 0,15 g/L na fermentacdo
utilizando 10 g/L de glicerol bruto.

Com glicerol na concentragdo inicial de 10 g/L, obteve-se a maxima produc¢ao de
etanol, aproximadamente 0,9 g/L e 0,15 g/L de acido acético em 24 h de fermentagdo, sendo
maior do que o obtido pela fermentacdo quando foi utilizada com 10 g/L de glicerol P.A.

Dos microrganismos testados apenas a bactéria Escherichia coli 224 ATCC 25922 mostrou-se
adequada ao objetivo desta pesquisa que foi tentar aproveitar o residuo da industria do
biodiesel para produzir material de valor agregado e tornar a producdo de biodiesel viavel

tanto econdmica quanto ecologicamente
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ANEXOS

A. Curvas Padrdes utilizadas para as analises do glicerol

A.1. Curva padrio de fosforo

A curva de calibracdo foi preparada por diluicdo da solucdo padrao estoque de fosforo
na concentragdo 1000 ppm. Dessa solucdo foram preparadas no minimo sete padroes de
solucdo com concentragdes a partir de 0 até 5 mg/L. Destas foram transferidas 5 mL para
erlenmeyers de 25 ou 50 mL e adicionados 10 mL da soluggo diluida de molibdato de amonio
e uma pitada de acido ascorbico sendo agitado em seguida. Apds 30 minutos iniciou-se as
leituras de absorbancia no comprimento de onde de 660 nm em espectrofotometro FEMTO

modelo 600 Plus.
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Figura A.1 - Curva de calibragiao de Fosforo.
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A.2. Curva padrao de enxofre

A curva de calibragdo foi preparada por dilui¢do da solucdo padrdo estoque de
enxofre na concentragdo 1000 ppm. Dessa solugdo foram preparadas no minimo sete padroes
de solugdo com concentragdes a partir de 0 até 50 mg/L. Destas foram transferidas 10 mL
para tubos de ensaio de 40 mL e a seguir adicionado 1 mL de uma solu¢cdo de HCI 6,0 N
contendo 20 mg/l de enxofre. Acrecentou-se cerca de 500mg de cloreto de bario.Apds um
minuto de repouso a amostra foi agitada em agitador de tubos por 30 segundos para completa
dissolu¢do do BaCl,. A amostra permaneceu em repouso por 5 minutos, ¢ a seguir realizou-se
as leituras de absorbancia, em tempo maximo de 8 minutos, no comprimento de onde de 420

nm em espectrofotometro FEMTO modelo 600 Plus.

Padroes

T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6

Absorbancias

Figura A.2 - Curva de calibragdo de enxofre.
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B. Curvas padroes utilizadas para as analises dos produtos das fermentacdes

B.1. Curva padrio de glicerol

A curva padrao do glicerol foi preparada a partir de solug¢do padrao de glicerol nas
seguintes concentragodes: 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25; 30 g/L. As concentragdes estavam em
duplicata, possibilitando o célculo da média e do desvio padrdo, para uma maior
confiabilidade dos dados. A solucdes-padrao foram preparadas por diluicdo de uma “solucéo

mae” de concentragdo 30 g/L e solubilizadas em agua deionizada.

30

25

20

Glicerol (g/L)

T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 5,0x10° 1,0x10° 1,56x10° 2,0x10° 2,5x10° 3,0x10° 3,5x10°
Areas

Figura B.1 — Curva padrao de glicerol
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B.2. Curva padrio de acido acético

A curva de padrao do acido acético foi preparada a partir da solugdo padrio de
acido acético nas seguintes concentragdes: 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,0; 3,0 g/L. As concentragdes
estavam em duplicata, possibilitando o célculo da média e do desvio padrdo. Estas foram

preparadas por diluicdo de uma “solu¢do mae” de concentragdo 3 g/L. e solubilizadas em agua

deionizada.

3,04

2,54

2,0 -

1,5

Acido acético (g/L)
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0,0 5,0x10° 1,0x10° 1,5x10° 2,0x10° 2,5x10° 3,0x10° 3,5x10°
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Figura B.2 — Curva padrao de acido acético.
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B.3. Curva padrédo de etanol

A curva de calibragdo do etanol foi preparada a partir da solu¢do padrdao de
concentracdo 35 g/L, foram realizadas diluigdes nas seguintes concentragdes: 0,5; 1; 5; 10; 15;
20; 25; 30; 35 g/L, preparadas em agua deionizada. As concentragdes estavam em duplicata,

possibilitando o calculo da média e do desvio padrio.
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Figura B.3 — Curva padrao de etanol.
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B.4. Curva padrao de glicose

A curva de calibracdo de glicose foi preparada a partir da solugdo padrdao de
concentracdo 40 g/L, da qual foi realizada dilui¢des nas seguintes concentragdes: 1,0; 2,5; 5,0;
10; 20; 30; 40 g/L. As concentragdes estavam em duplicata, possibilitando o calculo da média

e do desvio padrdo. As solugdes padroes foram solubilizadas em agua deionizada.
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Figura B.4 — Curva padrio de glicose.



