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ABSTRACT

Glycerol is the main product resulting from the biodiesel synthesis from
vegetable oils and animal fat, being equal to 10% of the biodiesel production.
Glycerol is a byproduct of many industrial processes becoming a potentially attractive
substrate for obtaining higher aggregate value products through bacterial action. Due
to its high production and being, as a consequence, a future problem if not
consumed, an alternative use for glycerol is its conversion in more useful products as
hydrogen, ethanol, 1-3-propanediol etc. The transformation of glycerol by
biotechnological processes can be socially attractive since there is a great interest in
seeking alternatives for using this product avoiding its accumulation in the
environment. The present work aims to select bacteria able to degrade residual
glycerol from biodiesel synthesis forming hydrogen and ethanol, products of high
social interest, as byproducts. Several microorganisms were tested as far as glycerol
degrading is concerned. Initially, tests with environmental microbial consortium
(sludge) were carried out isolating and identifying the bacteria present in it.
Afterwards, through anaerobic fermentations, the strain with the greatest glycerol
degradation potential and conversion in byproducts as hydrogen and ethanol was
selected. The bacterium Klebsiella pneumoniae BLbO1 presented 100% glycerol
degradation with the best capacity of hydrogen and ethanol production. After the
strain selection, tests of growing conditions optimization for hydrogen production
were carried out using experimental planning type Placket-Burman, Fractional
Factorial and Central Rotational Compound Delineation. The results showed that the
highest hydrogen production (45 mol%) was achieved with the growing medium
consisting of: glycerol 30 g.L”", pH = 9, T = 39°C, yeast extract 3 g.L™!, K;HPO, 3
g.L™. In parallel studies using the same environmental microbial consortium with
different pre treatments (drying, thermal, basic, acid and freezing) were carried out.
The drying treatment presented the best result for glycerol degrading (66% and
hydrogen production (34 mol%).

Key words: Hydrogen, Glycerol, Biodiesel, Ethanol.
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RESUMO

O glicerol é o principal produto obtido da sintese do biodiesel a partir de 6leos
vegetais e gordura animal, sendo gerado em 10 % da producéo do biodiesel. Glicerol € um
subproduto de muitos processos industriais tornando-se um substrato potencialmente
atrativo para a producéo de produtos de valor agregado através de acao bacteriana. Devido
a sua alta producéo, e sendo, consequentemente, um problema futuro caso este ndo seja
consumido, uma alternativa para utilizacdo do glicerol é a sua conversao em produtos de
alta utilidade, tais como o hidrogénio, etanol, 1,3-propanodiol etc. A transformacdo do
glicerol por processos biotecnoldgicos pode ser socialmente atrativa visto que existe grande
interesse em buscas de alternativas para a utilizacdo deste produto evitando seu acimulo
no meio ambiente. O presente trabalho teve como objetivo selecionar bactérias capazes de
degradar glicerol residual da sintese quimica de biodiesel, e ter como subprodutos a
formacao de H, e etanol, produtos de alto interesse social. Varios microrganismos foram
testados quanto a acédo de degradacdo do glicerol. Inicialmente, realizaram-se testes com
consorcio microbiano ambiental (lodo), com isolamento e identificacdo das bactérias nele
presentes. A partir desta etapa foi selecionada, através de fermentacdes anaerébias, a cepa
(bactéria) de maior potencial na degradacdo do glicerol e conversdo em bioprodutos tais
como, hidrogénio e etanol, sendo a bactéria Klebsiella pneumoniae BLb0O1 a que apresentou
100 % de degradacéo do glicerol residual com a melhor capacidade de producédo de H, e
etanol. Apés a selecdo da cepa, realizaram-se testes de otimizacdo das condi¢bes de cultivo
para a producdo de hidrogénio, utilizando planejamento experimental do tipo Plackett-
Burman, Fatorial Fracionario e Delineamento Composto Central Rotacional. Os resultados
obtidos mostraram que a maior producéo de hidrogénio (45 % mol) foi obtida com o meio de
cultivo constituido da seguinte composicdo: (30 g.L™glicerol, pH 9, T de 39 °C, 3 g.L'de
extrato de levedura, 3 g.L'"! de K;HPO, g.L™ e 1,0 g.L™* KH,PO,). Paralelamente foram
realizados estudos utilizando este mesmo consorcio microbiano ambiental com diferentes
pré-tratamentos (dessecacédo, térmico, basico, acido e congelamento). O tratamento de
dessecacao apresentou o melhor desempenho na degradacé&o do glicerol (66 %) e producéo
de H; (34 %mol).

Palavras-chave: Hidrogénio, Glicerol, Biodiesel, etanol.
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1. INTRODUCAO

A intensiva busca por fontes alternativas de energia e processos sustentaveis
visando a reducgdo da poluicdo ambiental e 0 aquecimento global do planeta tem
estimulado o mercado mundial de combustiveis limpos. Os biocombustiveis, como 0
biodiesel, representam uma alternativa renovavel e ambientalmente segura aos
combustiveis fésseis. Sua producdo encontra-se em crescimento acelerado, e como
consequiéncia, a quantidade de subprodutos gerados de sua producéo. O glicerol é o
principal produto obtido durante a sintese do biodiesel a partir de 6leos vegetais e
gordura animal. De maneira geral, 10 % do volume total do biodiesel produzido &
constituido por glicerol, o qual é impuro e de baixo valor econémico. O glicerol € um
subproduto de muitos processos industriais tornando-se um  substrato
potencialmente atrativo para a producdo biotecnoldégica de produtos de valor
agregado. Uma alternativa para utilizag&o do glicerol é a sua conversdo em produtos
de grande utilidade, tais como hidrogénio e etanol. A transformacéo do glicerol por
processos biotecnoldgicos pode ser uma escolha viavel, uma vez que existe uma
grande necessidade de buscas alternativas para sua utilizacdo, evitando que se
torne um problema no futuro devido a sua acumulagéo.

Neste trabalho, empregou-se o subproduto glicerol como componente do
meio de fermentacdo para a producdo de hidrogénio e etanol utilizando a bactéria

isolada espécie Klebsiella pneumoniae,

Destaca-se o carater inovador deste trabalho, uma vez que poucos relatos na
literatura s&o encontrados relacionados com a producao de hidrogénio e etanol a

partir do glicerol da sintese de biodiesel.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O século XX foi caracterizado como o século do petrdleo. A sociedade
moderna acostumou-se a desfrutar do conforto oferecido por esta matéria-prima néo
renovavel, na forma de combustiveis e produtos quimicos de uso diéario, como 0s
plasticos. Derivados do petréleo, esta nova classe de materiais tem sido largamente
utilizada desde meados do século passado, substituindo a madeira, os metais e até
mesmo o concreto, dando inicio ao que chamamos de petroquimica. No entanto, o
constante aumento da demanda por fontes de energia, as mudangas climaticas
causadas pelo aquecimento da atmosfera e o esgotamento das reservas de petréleo
de facil extracdo, aliado a um desenvolvimento socioeconémico mais intenso,
sobretudo nos paises em desenvolvimento, tém incentivado a utilizacdo de insumos
renovaveis, que possam substituir, a0 menos parcialmente, os combustiveis de
origem féssil como petréleo, carvéo e gas natural.’ A utilizacdo de fontes alternativas
de energia é umas das grandes prioridades atuais, que vem contribuir
significativamente para contornar 0s draves problemas ocasionados pelo
desenvolvimento tecnolégico. Um combustivel, em particular, que apresenta elevado

potencial como biocombustivel é o biodiesel. 2

Biodiesel € um combustivel biodegradavel derivado de fontes renovaveis
como Oleos vegetais e gordura animal que, em presenca de um catalisador reagem
quimicamente com o &lcool ou o metanol (Figura 1). O Oleo vegetal é um
triglicerideo, ou seja, € um tri éster derivado da glicerina. Sob acdo de um
catalisador basico, ou mesmo &cido, e na presenca de metanol ou etanol, o 6leo
sofre uma reacao de transesterificacdo formando trés moléculas de ésteres metilicos

ou etilicos dos acidos graxos, e liberando a glicerina.?

Devido aos indmeros incentivos governamentais que impulsionam a producao
de biodiesel no mundo, tal combustivel esta sendo produzido largamente, e um fator
preocupante frente a este exacerbado crescimento, € o destino do glicerol
excedente, ja que para cada tonelada de biodiesel obtido sdo gerados 100 kg de

glicerol, provocando efeitos adversos a economia do biodiesel. 24



Oleos Vegetais
(glicerideos)

H Metanol :agg'

HL—C—CH, (alcool) 294

(catalisadores)

+ 3H,C—OH <

0O 0 O
O. | 0. | 0.
C "C °C
. p { H
Ny ) HL ':|: CH,
GG OH OH OH
{ Glicerina
) hy L
\ ), \, D*r
- <, 9 H,C—0—C " AVAVAVAVAYAY
¢ <L 0.
H,C—0—C¢C"
0.,
HC—0—C

Biodiesel (ésteres)

Figura 1. Esquema de producéo de biodiesel a partir da transesterificagdo de 6leo

vegetal.?

Com o intuito de evitar futuros problemas derivados da acumulacéo de glicerol
e para tornar a producéo de biodiesel mais competitiva, torna-se necessaria a busca
de alternativas para o uso do glicerol bruto gerado nesta produgéo. Este subproduto,
na forma pura, possui inUmeras aplicacdes industriais. O glicerol oriundo do
biodiesel apresenta impurezas como agua, sais, ésteres, alcool e 6leo residual, que
lhe conferem um baixo valor.® A rentabilidade de varios processos quimicos depende
em parte, da venda dos subprodutos, permitindo a redugcdo dos custos de producéo
e consequentemente, do preco final do produto. Dessa forma, existe um grande
interesse na purificacdo do glicerol ou no seu reaproveitamento direto, sem

tratamento, o que proporcionara a viabilizacdo do processo de producdo de

biodiesel, permitindo que este se torne competitivo no crescente mercado de



biocombustiveis. Os processos para sua purificagdo incluem filtragédo, destilacdo a
vacuo, descoloracdo e troca de ions para a remocgdo principalmente de K" e Na*
utilizados como catalisadores.® No entanto, os tratamentos de purificacdo sdo de
custo excessivamente elevados para pequenos e médios produtores nacionais de
biodiesel. Devido a este fato, uma maior quantidade de efluentes contendo glicerol
podera ser descartada no meio ambiente sem nenhum tratamento, aumentando

consequentemente os problemas e riscos ambientais.

A conversdo microbiana de glicerol por processos biotecnoldgicos em
produtos de maior valor agregado como biomassa e biomoléculas, € uma alternativa
relevante para a maior valorizagédo da producdo de biodiesel.” O glicerol podera
substituir tradicionais carboidratos, assim como sacarose e glicose em muitos
processos de fermentacdo industrial e podera ser usado para obter outros
metabdlitos assim como etanol, hidrogénio e acidos org<€1nicos.8'9 Neste sentido, a
biotecnologia moderna, com todo seu avanco trara grandes contribui¢cdes e permitirq

a obtencao de biomoléculas e produtos com importantes propriedades.”

2.1 GLICEROL

Glicerol € o nome comum do composto organico 1,2,3-propanotriol,
descoberto por Carl W. Scheele em 1779 durante a separagdo de uma mistura
aquecida de PbO preparada com 6leo de oliva.® Os seus sindnimos séo glicerina,
trinidroxipropano, glicil &lcool, gliceril e 1,2,3-trihidroxipropano. Na natureza, o
glicerol existe em vegetais (soja, mamona, babacgu, girassol, palma, algodao, coco,
dendé, pinhdo manso) e animais em formas combinadas de glicerina com acidos
graxos.*® Em microrganismos eucariéticos, o glicerol constitui o principal composto
formado para regular as variagbes de atividade de 4gua em ambientes altamente
osmofilicos. O glicerol na sua forma pura apresenta-se como um liquido viscoso,
incolor, inodoro e higroscépico, com sabor doce, solavel em agua e alcool, insoltvel

em éter e em cloroférmio.!

Devido as suas caracteristicas fisicas e quimicas e ao fato de ser inécuo, o
glicerol puro apresenta diferentes aplicagées. A Figura 2 mostra uma distribuigéo
percentual de aplicacbes mais usuais da glicerina. Apesar do glicerol apresentar

estas aplicagbes na forma pura, poucos estudos estdo sendo direcionados para a



utilizacdo de glicerol bruto na forma direta.*
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Figura 2. Principais setores industriais de utilizacdo da glicerina.*

As caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais do glicerol bruto dependem
do tipo de acido graxo (gordura animal ou Oleo vegetal) e do tipo de catalise
empregada na producao de biodiesel. No entanto, a procura pela glicerina purificada
€ muito maior, devida ao seu valor econdmico. A aplicacdo do glicerol na industria
esta condicionada ao grau de pureza, que deve ser igual ou superior a 95%. Para
obter grau de pureza superior a 95% (p/p) (grau alimenticio ou farmacéutico), o
glicerol deve ser submetido a destilagdo, mas sob custo elevado. Por outro lado, o
glicerol bruto contém elementos nutricionais, como, fdésforo, enxofre, magnésio,
célcio, nitrogénio e soédio, e que sdo factiveis de serem utilizados por

microrganismos para o seu crescimento durante processos fermentativos.*?

O glicerol é considerado uma fonte de carbono altamente assimilavel por



bactérias e leveduras sob condi¢cdes aerdbicas e anaerdbicas para a obtencdo de
energia metabdlica, como regulador do potencial redox e para a reciclagem de
fosfato inorganico dentro da célula.'® Varios estudos foram desenvolvidos visando a
utilizagcéo de glicerol como fonte de carbono por microrganismos, especialmente por
bactérias. Muitos deles apontam principalmente a mecanismos de assimilagdo de
glicerol por estes microrganismos para a producdo de compostos intermediérios de

polimeros, resinas e aditivos para combustiveis.” % 1°

Muitos tratamentos biologicos utilizando glicerol residual vém sendo
pesquisados. Pesquisadores vém estudando o tratamento de glicerol residual
utiizando a fermentagcdo de um O6leo-degradavel com um fungo Rhodotorula
mucilaginosa.'® A convers&o biolégica do glicerol residual em vérios outros produtos
assim como butanol, lipidios, e 1,3-propanodiol, também vem sendo

investigados.*"*®

2.2 HIDROGENIO

Hidrogénio (H,) é uma fonte de combustivel limpo, com alta producdo de
energia (122 KJ/g). Ele esta sendo considerado uma fonte de combustivel
promissora no futuro®®, pois, ndo produz nenhum gas de efeito estufa, agua é o
Gnico bio-produto resultante de sua combustdo.° Apesar de seu tremendo potencial
como um combustivel “limpo e verde”, atualmente 95% do hidrogénio é produzido de
gas sintetizado, usando fontes ndo renovaveis de combustivel féssil tais como o gas

natural, 6leo, e carvdo.?! 22

O maior obstaculo a utilizagdo de hidrogénio como combustivel é a sua
indisponibilidade na natureza e a necessidade de encontrar métodos de producao a
baixo custo. A transicdo de uma economia baseada nos combustiveis fésseis para
uma economia do hidrogénio configura enormes desafios técnicos em nivel da
producdo, armazenamento e distribuicdo do mesmo.? A caréncia de hidrogénio ndo
estq limitada a sua utilizagdo como fonte energética, mas producdo de certos
produtos quimicos, na hidrogenacdo de 6leos e gorduras na inddstria alimentar, na
producéo de equipamentos eletronicos, no processamento do ago, etc. O Programa
Americano de Hidrogénio estima que em 2025 a contribuicdo do hidrogénio para o

mercado global de energia atingird de 8 a 10% e que em 2040 havera veiculos a



hidrogénio em todos os estados americanos.®

Geralmente, sdo quatro 0s processos basicos para a produgdo do gas
hidrogénio a partir de fontes priméarias de energia ndo-fésseis: eletrdlise da agua;

processos termoquimicos; processos radioliticos e processos bioldgicos.*

As formas convencionais de producdo de hidrogénio apresentam balango
energético desfavoravel, uma vez que para a geragédo de hidrogénio via eletrdlise
consome-se de 4,5 a 5 kWh.m™. Para gerar H, em eletrolizadores industriais de alta
eficiéncia e na reforma de vapor de metano s@o necesséarias a utilizacdo de alta
quantidade de energia para propiciar temperaturas de 970 a 1100 K e pressoes

superiores a 3,5 Mpa. 2% 24

A geracao biologica de hidrogénio como um bio-produto do metabolismo de
microorganismos € uma nova area de desenvolvimento tecnoldgico, que oferece
uma producdo de hidrogénio a partir de uma variedade de recursos renovaveis.?® A
producdo bioldgica de hidrogénio pela fermentacdo anaerdbica de substratos
organicos promete ser um meio econdémico e sustentavel. A producdo de hidrogénio
por fermentagdo tem sido tratada com pouca atengéo, comparado com a producao
por microrganismos fotossintéticos que tem sido extensivamente estudada.” Ja, a
producdo de etanol a partir de microrganismos é amplamente estudada, utilizando
diversas fontes como: acucares de cana e de beterraba, amidos provenientes de
grédos e biomassa lignocelulosica (um complexo de varios polissacarideos). Os
estudos da producdo de hidrogénio também estdo mais focados na utilizagdo de
agucares como a glicose.” Poucos estudos da producéo de etanol e hidrogénio a

partir do glicerol tém sido encontrados na literatura.

A obtencdo de hidrogénio por via biol6gica pode ocorrer por meio de dois
processos: fotossintético e processo fermentativos, sendo que a fermentacdo é
tecnicamente mais simples quando comparado com os fotossintéticos e apresenta
bons rendimentos tendo como vantagens altas velocidades de produgéo de
hidrogénio, a taxa de producéo € constante, diversas fontes de carbono podem ser
utilizadas como matéria-prima, o crescimento dos microorganismos fermentativos é
rapido, menor energia é necessaria.”®> A dificuldade da fermentacdo estd em
selecionar culturas de microorganismos que ndo contenham nenhum tipo de bactéria
consumidora de hidrogénio, tais como bactérias metanogénicas ou

sulforedutoras.®?®



Ha& vérios tipos de microrganismos, tais como anaerébios, aerdbios, bactérias
fotossintéticas e cianobactérias que podem produzir hidrogénio. A producéo de
hidrogénio via fermentacdo anaerdbica de bactérias vem sendo estudada para um
grande grupo de bactérias puras fermentativas assim como: Clostridium,
Enterobacter, Escherichia e Klebsiella pneumoniae.?”*° Alguns pesquisadores
utilizaram microorganismos anaerdbios naturais de um lodo de um digestor

anaerdébico para gerar hidrogénio a partir de celulose em cultivos em batelada.®

O hidrogénio produzido a partir de biomassa e/ou da fragdo biodegradavel de
residuos, para utilizagdo como biocombustivel € também denominado de bio-
hidrogénio. A producéo de bio-hidrogénio combinada com o tratamento de residuos
organicos, integra os principios do desenvolvimento sustentavel e da minimizacéo e
tratamento de residuos, numa clara aproximagéo as chamadas "tecnologias verdes".
Os critérios a serem levados em conta na escolha do tipo de residuo a ser usado na
producdo de bio-hidrogénio sdo: a disponibilidade, custo, conteddo em hidratos de
carbono e biodegradabilidade. Acucares simples como glicose, sacarose, e lactose
sdo biodegradaveis e, portanto, sdo substratos preferenciais para a producao de Hy,
embora de custo elevado. Efluentes de industrias alimentares como de azeite,
padarias, leite, queijo podem ser também ser usados para a produgdo de bio-
hidrogénio. Também devem ser consideradas a sele¢cdo do inéculo, a selecdo das
rotas metabdlicas e das populagBes microbianas e as condi¢des operatorias de pH,
a temperatura e a concentracdo do substrato. A produgéo de bio-hidrogénio € viavel
e estd demonstrada, mas ainda ndo existe tecnologia comercialmente disponivel e
h& vérias questdes préticas relacionadas com a exequibilidade do desenvolvimento

de aplicagbes comerciais.®

Recentemente, Ito e colaboradores reportaram a produgédo de hidrogénio e
etanol do glicerol residual utilizando uma Enterobacter aerogeneses HU-101. ’ Isto é
altamente atrativo, pois o H, pode ser aplicado em células a combustivel para gerar
eletricidade e aquecimento, enquanto o etanol pode ser usado cru como combustivel
ou ainda como suplemento para a gasolina e ainda como reagente para a produgao
de biodiesel ao invés de metanol. Embora E. aerogeneses HU-101 possa produzir
Hz, CO,, etanol, 2,3-butanodiol, 1,3-propanodiol, lactato, e succinato de varios
carboidratos assim como acucares e acucares alcodlicos, esta bactéria produz

predominantemente H,, CO, e etanol a partir do glicerol.



O Brasil também vem investindo na produgéo biol6gica do hidrogénio. A
empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) produziu uma nova
espécie de mandioca em que o amido foi substituido por glicose. A partir desta
mandioca, a Embrapa esta desenvolvendo projetos para producdo de etanol,

biopolimeros e hidrogénio. *

Ja os pesquisadores da Escola de Engenharia de Sdo Carlos da Universidade
de S&o Paulo (USP) em parceria com a Universidade da Republica (Udelar), no
Uruguai, desenvolveram um projeto para obter hidrogénio por meio do tratamento
das 4guas residuais. Essas aguas sdo oriundas de algum tipo de processo, industrial
ou residencial (como os esgotos, por exemplo), e precisam ser tratadas e devolvidas

ao meio ambiente.®

Muitos caminhos tém sido propostos para a produgao de diversos produtos. A
Figura 3 ilustra a rota bioquimica da fermentacédo do glicerol. As enzimas-chave e os
genes correspondentes para a fermentagdo do glicerol tém sido identificados e
caracterizados somente em Citrobacter freundii e Klebsiella pneumoniae. Apés a
entrada do glicerol na célula por difuséo, este pode ser metabolizado por dois modos
paralelos compreendendo quatro enzimas codificadas pelo regulon dha. O primeiro
modo é a oxidagao do glicerol pela glicerol dehidrogenase (GDH) a dihidroxiacetona
(DHA) com a geragédo de equivalentes redutores (NADH>), o qual é entéo fosforilado
pela dihidroxiacetona kinase (DHAkK) e direcionado para o metabolismo central.
Depois o piruvirato € entdo convertido a acetilcoenzima A (acetil-CoA), diéxido de
carbono e hidrogénio pela oxidorredutase ferredoxina pirdvico e hidrogenase. O
piruvirato também pode ser convertido a acetil-Coa e formato, que pode ser
prontamente convertido a hidrogénio e a dioxido de carbono pelas bactérias tais
como Escherichia coli. Acetil-Coa é finalmente convertido em acetato, butirato e
etanol dependendo do microorganismo e das condicbes do ambiente. NADH, é
utilizado na formagédo de butirato e etanol e o NADH; residual pode ser oxidado
produzindo hidrogénio e NAD. O ATP é gerado na formagé&o do butirato e acetato do
aceti-CoA.* O segundo modo é a desidratagdo do glicerol a
3-hidroxipropionaldeido (3-HPA) pela glicerol dehidratase (GDHt), o qual é
convertido a 1,3 propanodiol pela enzima 1,3 propanodiol oxidoredutase (PDOR com
a oxidagdo de NADH)) *>3°
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Figura 3. Rotas bioquimicas da fermentacao do glicerol. *’
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Em 2007, Li e Fang estudaram a produgdo de hidrogénio utilizando residuo de
biodiesel contendo glicerol com Klebsiella pneumoniae DSM 2026.34 Os autores
fizeram uma otimizacdo dos componentes do meio de cultivo usando o método
Plackett-Burman onde encontraram um meio que aumentou em cinco vezes a
produgéo de hidrogénio (57,6 mL/50 mL de meio) comparado com o meio padréo

(11,6 mL/50 mL de meio) apo6s 24 horas de fermentagéo.

2.2.1 Aplicacdes do Hidrogénio

Hidrogénio é um portador de energia versatii com potencial para uso
extensivo na geracdo de eletricidade e muitas outras aplicagdes. Aproximadamente
metade de todo o hidrogénio produzido é usado para a producdo de ambdnia, no
qual, na maioria das vezes é utilizado para fazer fertilizantes. Fora isto, 37% ¢é usado
na refinaria de 6leo para remover as impurezas ou para o aprimoramento do 6leo
pesado em fracdes mais leves e produtos de maior valor; 8% na producdo de
metanol e 4% numa larga variedade de quimicos, metalurgia e outros. 1% da
producdo de hidrogénio é usado para programas espaciais. O uso de hidrogénio no

futuro é provavel estar no setor de transportes, onde ir4 ajudar a reduzir a poluicéo.®®

2.3 MICRORGANISMOS E MEIOS DE CULTURA

O sucesso de um dado processo fermentativo depende muito de uma correta
definicdo de quatro pontos basicos: 0 microorganismo, o meio de cultura, a forma de
condugédo do processo fermentativo e as etapas de recuperagéo do produto. Na
(Figura 4) encontra-se um esquema geral de um processo fermentativo, na qual se
buscou ressaltar alguns pontos essenciais. Na verdade, estes quatro pilares de um
processo fermentativo interagem enormemente, sendo necessario buscar defini-los
de forma conjunta, levando em consideracdo aspectos biologicos e econdmicos, 0
que torna bastante complexa esta adequada definicdo. Para tornar clara essa idéia,
pode-se mencionar que sempre se pretende empregar meios de cultura baratos,
mas deve-se lembrar que o microorganismo deve encontrar neste meio, condigdes

adequadas para realizar a conversao pretendida.>®
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Figura 4. Esquema geral de um processo fermentativo. *

2.4 CONDICOES OPERACIONAIS E FISICO-QUIMICAS

A produgédo de hidrogénio por fermentacdo anaerdbia depende de uma série
de condicbes e parametros operacionais e fisico-quimicos que influenciam o
processo: destacam-se o tipo de indculo e de substrato, temperatura, presenca e
concentracao de nitrogénio, fosfatos, fons metalicos e pH. *°
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2.4.1 In6culo

Entende-se por in6culo a biomassa que se adiciona ao meio de fermentacéo
(substrato e outros componentes) com objetivo de produzir um determinado
composto. O efeito do inéculo é consideravel, especialmente em trabalhos em
escala de bancada. Segundo Kawagoshi e colaboradores, o inéculo é um dos
fatores determinantes na produgédo de hidrogénio, pois no estudo realizado pelos
referidos autores demonstrou-se que em um mesmo meio, de igual condigédo
nutricional e concentragdo de substrato, houve variagdo na produgdo de

hidrogénio. *°

2.4.2 Culturas Puras

Uma cultura pura é composta por um Unico tipo de microorganismo. Os
géneros Clostridium, Enterobacter, Escherichia e Klebsiella pneumoniae sédo os mais
utilizados como in6culo para a producéo de hidrogénio por via fermentativa.?’ As
espécies do género Clostridium, sdo gram-positivas, em forma de bastdo e
estritamente anaerdbias, enquanto as espécies do género Enterobacter sdo gram-
negativas, em forma de bastdo e anaerdbias facultativas.®* Muitos dos estudos
realizados com estas culturas empregaram sistemas descontinuos, utilizando glicose
como substrato. Contudo, a utilizacdo de residuos orgéanicos contendo fontes de
carbono, em regime continuo, € de grande interesse tendo em vista a aplicacdo

industrial.*

2.4.3 Culturas Mistas

Existem consércios de bactérias em ambientes naturais, como lodos
residuais, que podem ser utilizados como in6culos para a producéo de hidrogénio,
por via anaerdbia. Os processos de fermentacdo para a producdo de hidrogénio
utilizando culturas mistas, em compara¢céo com os que utilizam culturas puras, séo
mais simples de manusear e controlar, podendo inclusive ser capaz de metabolizar

uma quantidade maior de substratos. No consorcio microbiano ambiental existem
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varios tipos de bactérias que produzem hidrogénio o qual pode vir a ser consumido
pelas bactérias consumidoras de hidrogénio durante o processo global de
fermentacdo, o que é uma desvantagem, pois induz a diminuigdo do rendimento final
de producdo. Uma das formas de contornar esse efeito € a aplicacdo de um pré-
tratamento para suprimir a atividade das bactérias consumidoras de hidrogénio,
preservando a viabilidade das bactérias produtoras de hidrogénio. Existem diversos
tipos de tratamento para este efeito, tais como, choque térmico ou adicdo de
compostos quimicos como cloroférmio, 2 - bromoetanosulfato e isopropano. Entre

estes, o mais aplicado é o choque térmico. **

2.4.4 Efeito da Presenca dos Fosfatos e lons Metéalicos

A presenca de fosfatos é vantajosa para a producao de hidrogénio, devido ao
seu valor nutricional e a sua capacidade de efeito tampé&o. Foi demonstrado que um
aumento da concentragdo de fosfatos pode aumentar a viabilidade das bactérias
produtoras de hidrogénio, resultando num aumento do rendimento do processo,
sendo que, concentracbes muito elevadas podem conduzir a uma reducdo do
hidrogénio produzido.*>*?

Em relacdo aos ions metalicos, estudos focaram-se sobre o Fe (ll), em
quantidades traco, pois, caso contrario, inibiriam a atividade das bactérias
produtoras de H, Estes ions influenciam o processo de fermentacdo sendo sua

presenca fundamental para o metabolismo da enzima hidrogenase.®***

2.4.5 Efeito da Temperatura

z

A temperatura € um dos parametros operacionais que mais influencia o
processo de fermentacéo para a producao de hidrogénio. O aumento da temperatura
pode conduzir a um aumento da producéo de hidrogénio, sendo que temperaturas
muito elevadas podem conduzir a uma diminuigdo da viabilidade e rendimento por
parte de bactérias produtoras de hidrogénio.** A temperatura 6tima para culturas
puras em condicBes mesofilas é de 37 °C e para as termofilas 55 °C.3* Para culturas

mistas em regime descontinuo, a producdo de etanol, &cido acético, e H;
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aumentaram com o aumento da temperatura de 20 °C para 35 °C, e diminuiram para
temperaturas entre os 35 °C e 55 °C. Este comportamento pode estar relacionado a
alguma alteracdo do metabolismo ou rota metabdlica induzido por determinadas

bactérias que sdo dominantes a certas temperaturas.

2.4.6 Importancia do pH

Outro fator muito importante para o processo de producgéo de hidrogénio, por
via bioldgica, é o pH, pois ele altera a atividade da enzima hidrogenase, bem como
as rotas metabdlicas das bactérias produtoras de hidrogénio podendo diminuir a sua
concentragdo. Varios autores demonstraram que valores de pH entre 6 e 7

conduzem a rendimentos mais elevados em hidrogénio. **

2.5 FONTES DE MICRORGANISMOS DE INTERESSE

Microrganismos que possam ter interesse podem ser obtidos das seguintes
formas: isolamento a partir de recursos naturais; compra em colegdes de culturas;
obtencdo de mutantes naturais e obtencdo de microrganismos recombinantes por
técnica de engenharia genética. O isolamento de microorganismos a partir de
recursos naturais, tais como solo, adgua, plantas etc., sempre foi uma atividade de
grande importéncia para a obtencdo de novas linhagens de interesse industrial.

Trata-se de uma atividade que envolve muito trabalho experimental, porém

pode conduzir ao isolamento de linhagens melhor produtoras de um dado produto.*

z

A compra de colecdes de culturas é bastante viavel, tendo em vista a
existéncia de muitas cole¢cdes em varios paises, destacando-se a “Agricultural
Research Service Culture Collection” (EUA), também conhecido como “NRRL
Culture Collection” e a Colegao de Culturas Tropical (Campinas-SP). O contato com
estas cole¢es é muito facilitado, podendo-se utilizar os recursos da internet para tal

tarefa.*®

Quando uma dada célula se prolifera, hd sempre uma pequena possibilidade
de surgimento de mutantes naturais. Os quais podem ser isolados e ensaiados

objetivando a verificagdo de sua potencialidade de producdo. As técnicas de
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engenharia genética também designada tecnologia de DNA recombinante,
trouxeram um imenso avanco nas possibilidades de se obter células mais

produtivas, ou células produtoras de substancias que normalmente n&o produzem.*

2.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E OTIMIZAGAO DE PROCESSOS

O planejamento experimental é baseado em principios estatisticos onde os
pesquisadores podem extrair do sistema em estudo o maximo de informagdes Uteis,
fazendo um numero minimo de experimentos. Os métodos utilizados sé&o
ferramentas poderosas com 0s quais Vvarios objetivos especificos podem ser
alcancados. Podem-se fabricar produtos com melhores caracteristicas, diminuir o
tempo de seu desenvolvimento, aumentar a produtividade de processos, minimizar a
sensibilidade de produtos as variagdes de condigbes ambientais e assim por

diante.*

z

No desenvolvimento de produtos e processos € muito comum oS
pesquisadores listarem um grande nimero de variaveis a serem avaliadas. Acima de
8 variaveis a metodologia desenvolvida em 1946 por Plackett & Burman, se bem

utilizada, é muito valiosa para uma selecéo prévia das variaveis.*

A metodologia do planejamento fatorial fracionério, associada a andlise de
superficie de resposta, € uma ferramenta fundamentada na teoria estatistica, que
fornece informagbes seguras sobre o processo, minimizando o empirismo que

envolve técnicas de tentativas e erro.*®

A metodologia de superficie de resposta (MSR) é uma importante ferramenta
no processo e na obtengdo de um produto. E uma colecdo de dados experimentais e
técnicas de otimizagdo que permitem ao experimentador determinar a relacdo entre

a resposta e as variaveis independentes.*®

Atualmente, a MRS tem sido amplamente aplicada para diferentes propdsitos
em processos quimicos e bioquimicos.*” Os métodos utilizados independem da
natureza do problema a que s&o aplicados. Eles servem para estudar reagdes
quimicas, sistemas biolégicos, processos mecénicos e também varrer todas as
possiveis escalas de interesse, desde uma reagdo em bancada até um processo

industrial operando em larga escala.** Geralmente esses métodos s&o aplicados em
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sequéncia, exatamente na ordem aqui descrita. A aplicagdo sequencial dos mesmos
implica em obtengcdo dos melhores resultados de um para a execug¢éo do outro, isto
€, os melhores resultados do planejamento do método Plackett & Burman séao
aplicado no método fatorial fracionario e os melhores resultados deste sdo aplicados

no método de superficie de resposta, gerando a valida¢éo ou ndo do método.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral: selecionar bactérias capazes de degradar glicerol da sintese

de biodiesel, e ter como produtos a formacgao de hidrogénio e etanol.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Testar, em bioreatores submersos, um consoércio microbiano ambiental (lodo)
proveniente de um digestor anaerébio de fluxo ascendente (UASB) quanto a

capacidade de degradacgédo do glicerol da sintese de biodiesel;

» Isolamento, selecédo e identificagéo de microrganismos presentes no lodo que
utilizaram o glicerol como fonte de carbono para produgédo de hidrogénio e

etanol;

» Estudo em bioreatores submersos, da produgdo de hidrogénio e etanol, com
0 microorganismo (isolado) que apresentou capacidade de degradar o

subproduto glicerol.

» Otimizagao das condiges de cultivo em batelada em agitador orbital (shaker)

para a producgéo de hidrogénio, utilizando planejamento experimental;

» Estudos em batelada com diferentes métodos de pré-tratamento do consércio
microbiano ambiental (lodo) para avaliar o enriqguecimento da produgcdo de

hidrogénio utilizando o glicerol, subproduto do biodiesel, como substrato.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTALACOES

Os experimentos biotecnolégicos foram realizados no laboratério de
Biotecnologia no Instituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos (ICTA/UFRGS). As
andlises por cromatografia a liquido foram realizadas nos laboratorio de
Cromatografia da Engenharia Quimica e do Centro de Combustiveis (CECOM),
localizados na Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As andlises do gés
produzido foram realizadas no laboratério de cromatografia gasosa da Empresa

Braskem, localizada no P6lo Petroquimico em Triunfo-RS.

4.2 OBTENGOES DO LODO E DO GLICEROL

O glicerol proveniente da sintese quimica da producéo do biodiesel a partir do
Oleo de soja foi gentiimente cedido de uma empresa produtora de biodiesel
localizada em Passo Fundo, RS, Brasil. Este residuo tem a seguinte composicao:
82,82 % de glicerol, 5,91 % de NaCl, 5,50 % cinzas, 11,20 % umidade e pH 4,84 . O
lodo (consorcio microbiano) foi obtido de uma estacdo de tratamento de efluentes,
da parte inferior de um reator UASB de uma empresa de Porto Alegre (Solae
Company, Brasil), o qual foi coletado em frascos “Duran” de 2 L e mantido
refrigerado a 4 °C. As coletas foram realizadas conforme a necessidade dos

experimentos, sendo o0 mesmo armazenado em geladeira por no maximo 30 dias.

4.3 MANUTENCAO DAS CULTURAS DOS MICRORGANISMOS

Todos os microrganismos utilizados neste estudo foram mantidos em placas
de Petri (Bioplast, Brasil), em meio LB (Luria Bertani) e armazenadas em
refrigerador a 4 °C por periodos de 30 dias. As colbnias foram transferidas de uma
placa para outra mensalmente, de modo a assegurar a inocuidade e a capacidade
metabdlica das cepas para os ensaios de fermentagBes em agitador orbital e em

bioreator. Uma cultura de cada isolado foi conservada em glicerol a - 18 °C.
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4.4 CONTROLE DE CONTAMINACOES

Durante as coletas de amostras de todos os experimentos eram realizados
ensaios de coloracdo de Gram com posterior inspe¢do microscopica que objetivava
averiguar a inocuidade do sistema (risco de contaminac&o).

45 SELECAO E ISOLAMENTO DE BACTERIAS PRODUTORAS DE
HIDROGENIO

Vérios trabalhos publicados citam a utilizagdo de lodo de tratamentos
domésticos ou industriais como substrato para a producdo fermentativa de
hidrogénio e subprodutos, como etanol e &cidos 1 * %1, A partir desta informagéo a
primeira etapa do trabalho teve como objetivo avaliar o lodo (consorcio microbiano
ambiental), quanto a capacidade de degradacdo do glicerol, bem como selecionar
microorganismos com potencial de producdo de hidrogénio e etanol provenientes do

consorcio microbiano ambiental.

Os ensaios foram realizados em bioreatores submersos (Figura 5), de 2 L
(Biostat B model, B. Braun Biotech International, Alemanha) com 70 g.L™* de glicerol
residual (grau de pureza 82,82 % ).

Figura 5. Bioreator submerso de 2 L (Biostat B model, B. Braun Biotech
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International, Alemanha)

Um experimento controle com glicerol comercial (grau de pureza > 95 %) foi
realizado nas mesmas condigbes. Os reatores foram inoculados com 10 % do
volume do bioreator (200 mL) de consorcio microbiano ambiental, previamente
tratado (20 min. a 90 °C). As condigdes de operacédo foram: temperatura de 35 °C,
pH 7,0 e 250 rpm. Os bioreatores foram operados em anaerobiose com um “start” de
nitrogénio de 30 minutos antes de serem inoculados. O meio de cultivo utilizado
continha (g.L™): 70 glicerol; 4 (NH4),SO4; 0,01 MnSO4.H,0; 0,12 MgSO,. 7H,0;
0,125 K;HPO,; 0,025 FeS0,.7H,0; 0,005 CuS0,.5H,0; 0,125 CoCl,. 6H,0. As
amostras foram coletadas dos bioreatores em intervalos de 3 em 3 horas e diluidas,
em série, em 0,1 % de &gua estéril peptonada, e 0,1 mL foram espalhados em
placas contendo &gar nutriente e em agar McConkey, sendo logo apds incubados a
35 °C, sob condic¢6es aerodbicas. Para cada diluigdo foram feitas placas em triplicata.
Ap0s a incubacao de 24/48 h, as colbnias crescidas foram contadas. O resultado foi
expresso em unidades formadoras de col6nias por volume de amostra (UFC/mL). O
namero de unidades formadoras de coldnias (UFC) por mililitro de amostra analisada
determina quantos microrganismos foram capazes de se reproduzir, formando
colénias, num dado meio de cultura. Logo apds, foram caracterizadas
detalhadamente quanto a: cor; forma; elevacdo; superficie e borda. As morfologias
celulares foram determinadas por microscopio éptico e preparadas por coloracéo de

gram.

4.6 FERMENTACAO EM AGITADOR ORBITAL COM AS BACTERIAS
ISOLADAS

A partir do experimento descrito no item 3.5 foram realizados experimentos
aerdbicos e anaerobicos em agitador orbital (shaker), (Marconi, MA 830) com as 32
bactérias isoladas do consércio microbiano para verificar quais tinham a capacidade

de degradar o glicerol residual e formar bioprodutos.

Os ensaios foram conduzidos em triplicata. O meio utilizado para a
fermentacdo em agitador orbital continha: (g.L™"): 4 (NH4)2SO4, 0,52 K;HPOy,
0,25 KH2PO4, 0,2 MgS0.4.7H20, 1,5 extrato de levedura, 1 peptona bacterioldgica,

1 mL de solugdo contendo elementos traco, 30 glicerol residual . A solugéo

21



contendo elementos traco foi composta por (g.L™): 0,1 MnCl,. 4 H,O; 0,06 H3BOs3,
0,0037 CuSO,. 5H,0; 0,2 CoCl,, 6 H,0; 0,025 NiCl,.6 H20; 0,035 NazMoO4. 2 H,0;
0,14 ZnSO4 7H,0; 0,9 mL HCI 37 %. A composicao da solucédo traco foi a mesma

para todos 0s experimentos.

O pré-in6culo foi preparado em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo
50 mL de meio, os quais, foram inoculados e incubados a 35 °C e 150 rpm,

“overnight”, para preparo dos inéculos.

Os experimentos aerdbios foram realizados em Erlenmeyer de 125 mL com
50 mL de meio de cultura. Os cultivos anaerdbios foram realizados em frascos de
penicilina hermeticamente lacrados de 60 mL de volume com 30 mL de meio de
cultura. As bactérias foram inoculadas a 5 % (v/v) com uma seringa hipodérmica,
logo apds, os frascos, foram fechados com tampas de borracha e lacrados com
selos de aluminio. Para garantir as condi¢cdes anaerdbicas, o meio utilizado (o
mesmo descrito acima) foi pré-aquecido durante 20 minutos, esfriado a temperatura

ambiente e borbulhado com nitrogénio.

4.7 IDENTIFICACAO DOS MICROORGANISMOS

O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratério ACTGene
(Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador
automético ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e
polimero POP6 (Applied Biosystems). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados
utilizando-se 3,2 pmol do primer 5-NNNNNNNNNNNNN-3" e 2 uL do reagente
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um
volume final de 10 uL. As reagbes de marcacdo foram realizadas em termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturagéo
inicial a 96 °C por 3 min seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 seg, 55 °C por 5 seg e
60 °C por 4 min. Apés marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitagdo
com isopropanol e lavagem com etanol 60 %. Os produtos precipitados foram
diluidos em 10 pL de formamida, desnaturados a 95 °C por 5 min, resfriados em gelo
por 5 min e eletroinjetados no sequenciador automético. Os dados de
sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa Data Collection v1. 0.1

(Applied Biosystems) com os parametros Dye Set “Z”; Mobility File
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“DT3100POP6{BDv3}vl. mob”; BioLIMS Project “3100_Projectl”; Run Module 1
“StdSeq50_POP6_50cm_cfv_1007; e Analysis Module 1 “BC-
\100SR_Seq_FASTA.saz".

4.8 ENSAIOS EM BIOREATORES UTILIZANDO MICROORGANISMO
ISOLADO

As fermentacdes foram realizadas em bioreatores de cultivo submerso
contendo 2 L de meio, (1800 mL de meio e 200 mL de in6culo padronizado com
DO = 1) sob condi¢gdes anaerdbias e aerdbias para o isolado 1. Os fermentadores
foram equipados com eletrodo de oxigénio dissolvido, termopar, agitador e pH
metro. Os cultivos realizados foram mantidos a temperatura de 37 °C, pH 7,0 e 1
vvm (volume de ar por minuto) agitagdo de 200 e 300 rpm (rotagbes por minuto)
para a condi¢cdo anaerdbia e aerdbia, respectivamente. O tempo de cultivo foi de 35
horas e as amostras foram retiradas em intervalos de 3 em 3 horas durante as 24
horas inicias. A composi¢do do meio utilizado foi & mesma do experimento realizado
em agitador orbital, descrito anteriormente. Todos os experimentos foram feitos em
duplicata. A concentragcdo de glicerol restante e dos subprodutos formados foi

determinada através de andlise cromatogréfica.

4.9 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL “PLACKETT-BURMAN” (P-B)

A influéncia dos principais componentes do meio de cultivo para a produgéo
de hidrogénio foi avaliada em ensaios utilizando agitador orbital conforme descritos

no item 3.6 para cultivo anaerdébio.

Para determinar quais nutrientes e condi¢cdes de operacdo que apresentaram
efeito significativo na produgéo do hidrogénio para o isolado 1, um planejamento

experimental do tipo Plackett-Burman foi realizado. Neste estudo,
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onze variaveis (Xi. glicerol; Xo. pH inicial; Xs. temperatura; Xa. extrato de levedura;
Xs: peptona; Xe. NH4Cl; X7. (NH4)2SO4: Xg: KH2PO4: Xo: KoHPO4; Xi0. FESO4.7H20;
X11: MgS0,4.7H,0) foram selecionadas em 20 experimentos e 4 repeticdes no ponto
central. A matriz do planejamento, com as respectivas concentragdes, temperaturas
e pH estdo apresentados na Tabela |I. Cada variavel é representada em dois niveis,
denominada de alto nivel, (+1), baixo nivel (-1) e ponto central (0). A produgéo de
hidrogénio apo6s 24 horas foi dada como resposta. Varidveis com niveis maiores de
95 % de confianga foram consideradas significativas na produg¢ao do hidrogénio. Os
critérios empregados para a escolha das variaveis e seus respectivos valores foi

através de estudos prévios na literatura.

Tabela I. Niveis das variaveis, utilizadas no planejamento experimental Plackett-
Burman para avaliagdo dos nutrientes e condigbes de operagdo na producao de

hidrogénio realizado em agitador orbital.

Parametros Simbolo Baixo nivel Ponto central Alto nivel

(1) ©) (+1)

Glicerol (g.L ™) X1 5 20 35
pH Xo 4 6 8
Temperatura (°C) X3 25 31 37
E.levedura (g.L™) X4 0 2,5 5
Peptona (g.L™) Xs 0 2,5 5
NH,Cl(g.L™) Xs 0 2,5 5
NH,SO4 (g.L ™) X7 0 2,5 5
KH,PO, (g.L™") Xs 0 1,5 3
K,HPO, (g.L™) Xo 0 1,5 3
FESO,.7H,0 (g.L™") X10 0 0,05 0,1
MgS0..7H,0 (g.L™) Xu1 0 0,1 0,2
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4.10 PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO

A partir dos resultados obtidos com o primeiro planejamento experimental
Plackett-Burman, foi realizado um segundo planejamento do tipo fatorial fracionario
com as nove variaveis que tiveram efeito significativo na producéo do hidrogénio.
Seis destas variaveis foram consideradas para o experimento fatorial fracionario e
sdo listadas na Tabela Il. As outras trés variaveis foram fixadas nos seus melhores
valores. De acordo com o conceito de experimento fatorial fracionario de dois niveis,
uma matriz com seis variaveis (2°) seria baseada em 64 experimentos, fato que se
torna impraticavel. Entdo, foi adotado um experimento fatorial fracionario 262 com
resolucdo IV que reduziu o nimero de experimentos para 16. A Tabela Il mostra a
matriz do experimento com as seis varidveis utilizadas para avaliar os efeitos na

producgéo do hidrogénio.

Tabela Il. Niveis das variaveis, utilizadas no planejamento fatorial fracionario 2°2
para avaliagdo dos nutrientes e condicdes de operagdo sobre a producdo de

hidrogénio realizado em agitador orbital.

Parametros Simbolo Baixo nivel Ponto central Alto nivel

(1 ©) (+1)

Glicerol (g.L ™) X1 30 40 50
pH Xz 7 8 9
Temperatura (°C) X3 31 34 37
E.levedura (g.L™") X, 3 5 7
KH,PO, (g.L™) Xs 1 3 5
KoHPO4(g.L™) Xe 1 3 5
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4.11 METODO DO CAMINHO DE ASCENDENCIA MAXIMA

O método do caminho de ascendéncia maxima € um procedimento realizado
no planejamento de experimentos com o intuito de buscar novas regides de estudo
das variaveis independentes estudadas. Esta busca € realizada sequiencialmente ao
longo de um caminho de ascendéncia, na direcdo do maximo aumento da
resposta.*® Neste trabalho, este método foi usado para verificar se existia uma
melhor regido de estudo das variaveis: temperatura e K,HPO,. Para delinear estes
experimentos, foi calculada a razdo entre o valor do coeficiente linear da
temperatura e o coeficiente linear da KoHPO,4, ambos obtidos no planejamento
fatorial fracionario, obtendo-se assim uma série de 5 experimentos. A Tabela Il
representa o planejamento experimental do caminho de ascendéncia maxima com 5
ensaios com seus respectivos valores de temperatura e K;HPO,4. Foram fixados os

seguintes componentes do meio: glicerol (30 g.L™"); pH 9,0 e extrato de levedura
BgL?

Tabela lll. Delineamento dado caminho de ascendéncia maxima com 5 ensaios e

seus respectivos valores de temperatura e K;HPOa,.

Ensaio Temperatura (°C) K,HPO, (g.L ™)
1 37 3
2 41 4
3 45 5
4 49 6
5 53 7

4.12 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR)

A otimizagao das condi¢Oes de cultivo, selecionadas pelo delineamento P-B, e

para maximizar a producéo de hidrogénio foi determinada com um DCCR.
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Foi realizado um fatorial completo 23, incluindo os 6 pontos axiais e 4

repeticdes no ponto central, totalizando 18 ensaios. A Tabela IV apresenta as

variaveis codificadas utilizadas no planejamento para a produgéo de hidrogénio (H)

em % mol. Foram fixados os seguintes componentes do meio: glicerol (30 g.L™);

pH 9,0 e extrato de levedura (3 g.L™)

Tabela IV. Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional com seus

respectivos valores codificados e varidveis reais utilizadas para a producdo de

hidrogénio (% mol) realizado em agitador orbital.

Variaveis¥/niveis®

Ensaio Xi(Temperatura) X5 (KoHPO4)
1 @7n-1 (22-1
2 @7-1 (22-1
3 Bn-1 (5,8) +1
4 @7 -1 (5.8 +1
5 (45) + 1 (22)-1
6 (45) + 1 (22)-1
7 (45) + 1 (5.8 +1
8 (45) + 1 (5.8 +1
9 (35)- 1,68 @0
10 (47) + 1,68 (4)0
11 (41) 0 (1)-1,68
12 (41) 0 (5,8) + 1,68
13 (41) 0 (4)0
14 (41) 0 (4)0
15 (41) 0 (4)0
16 (41) 0 (4)0
17 (41) 0 (4)0
18 (41) 0 (4)0

Xs(KHoPO,)
(22)-1
(5.8) +1
(22)-1
(5.8) +1
(22)-1
5.8) +1
(22)-1
(5.8) +1

4)0
40
40
40
(1)-1,68
(5,8) + 1,68
40
40
40

40

2X, — Temperatura em (°C); X, — KzHPO4 em (g.L™h); X3— KH,POsem (g.L™)

® (+) alto nivel; (=) baixo nivel; (0) ponto central.
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A equacao (1) polinomial de segunda ordem para as variaveis estudadas esta

apresentada a seguir:
Y=ﬂ0+2ﬂixi+2ﬂijxixj +Zﬂiixi2 (1)

Onde Y representa a resposta, 3o a constante, B; o coeficiente do efeito linear,
Bii o coeficiente do efeito quadratico, B o coeficiente da interagédo dos efeitos, x; e X;
o nivel codificado da variavel X; e X;. A equacéo quadrética (1) foi usada para grafar

as superficies de resposta para as variaveis.

As variaveis testadas foram codificadas de acordo com a seguinte equacao:

X, - X,
X :[TJ (2)

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

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

4.13 ESTUDOS COMPARATIVOS DE DIFERENTES METODOS DE PRE-
TRATAMENTOS PARA O ENRIQUECIMENTO DA PRODUCAO DE HIDROGENIO
ATRAVES DO CONSORCIO MICROBIANO

A producéo de hidrogénio por bactérias presentes em residuos organicos com
capacidade de produzir o gas hidrogénio, ndo somente trata o residuo organico,
como também gera um combustivel limpo. Os processos que usam culturas mistas
sdo mais préaticos do que aqueles que usam culturas puras, porque sdo mais faceis
de controlar e operar.” O objetivo deste experimento foi comparar cinco métodos de
pré-tratamento (térmico, congelamento, dessecacéo, acido e base) em testes em
batelada a 35 °C com pH inicial 7,0 utilizando o subproduto glicerol como substrato,
com o propasito de obter o melhor método de pré-tratamento para o enriquecimento
da producdo de hidrogénio pelas bactérias presentes no consoércio microbiano

ambiental (lodo).
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4.13.1 Pré-Tratamento

O lodo utilizado foi o mesmo utilizado nos experimentos em bioreator. Antes
de comecar os experimentos com o lodo foi realizada uma pré-aclimatizacdo
deixando em agitador orbital a 35 °C durante 24 horas. Foi feito um experimento
controle utilizando o lodo da maneira que foi coletado. O pré-tratamento térmico foi
conduzido fervendo o lodo a 100 °C durante 15 minutos; o pré-tratamento
congelamento foi executado mantendo o lodo a -10 °C durante 24 horas, seguido
apo6s o descongelamento e manutengdo do mesmo a 30 °C durante 6 horas; o pré-
tratamento dessecagédo foi realizado colocando o lodo por 2 horas em estufa a
105 °C e armazenamento em dessecador por 2 horas; o pré-tratamento 4cido foi
executado ajustando o lodo a pH 3,0 utilizando HCI 1M durante 24 horas; o pré-
tratamento bésico foi realizado ajustando o lodo em pH 10,0 utilizando NaOH 1M

durante 24 horas.

4.13.2 Procedimento Experimental

Os experimentos em batelada foram realizados em duplicata em frascos de
penicilina hermeticamente lacrados de 60 mL de volume com 30 mL de meio de
cultura. O meio utilizado para a fermentacdo em agitador orbital continha em (g.L™):
4(NH4)2S04; 0,125 K;HPO4, 0,12 MgS047H,0; 0,01 MnSO.4.H,0O; 0,025
FeS0O,4.7H,0; 0,005 CuS0,4.5H,0; 0,125 CoCl,. 6 H,0; 30 glicerol; 1 mL de solugéo
contendo elementos tragco. Para manter a capacidade tamponante foi adicionado 8
g.L™ de NaHCO3 ao meio. O lodo foi inoculado a 10 % (3 mL) e o pH inicial foi
ajustado a 7,0 com solugdo HCI 1M ou NaOH 1M. Em cada frasco foi adicionado
fluxo de gas nitrogénio por 1 minuto para garantir condicdes de auséncia de
oxigénio. Apés os frascos foram fechados com tampas de borracha e selados com
lacre de aluminio, sendo colocados em agitador orbital a 35 °C e 120 rpm. Foram
confeccionados 8 frascos para cada experimento, em duplicata, e coletados nos
seguintes tempo de cultivo 0, 6, 10, 12, 14, 18, 24 e 36 horas. O gas H, fomado foi

analisado por cromatografia gasosa.
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4.14 METODOS ANALITICOS

4.14.1 Determinagao da Biomassa dos Produtos Formados

Para determinacdo da biomassa ou massa de células secas, (MS g.L™),
amostras de 10 mL de caldo fermentativo foram centrifugadas em centrifuga Modelo
4R 15, marca Sigma a 3500 g por 15 min a 4 °C. As amostras centrifugadas foram
lavadas com 4gua destilada e seca em tubos plasticos previamente pesados a 80 °C

até atingir peso constante em estufa a vacuo (Fanem 315 SE).

O sobrenadante resultante foi utilizado para estimar a concentragdo dos
produtos liquidos formados bem como a degradacg&o do glicerol. Este foi filtrado em
membrana de acetato de celulose (Sartorius-Germany) de 0,22 um de diametro de

poro, sendo mantidos em freezer a — 4 °C em ependorfs de 2 mL.

4.14.2 Analises Cromatograficas

A analise dos produtos formados foi determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), utilizando um equipamento Shimadzu equipado com uma
coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) na temperatura de 65 °C, detector de indice de
refracdo e fase movel constituida de é&cido sulfarico 0,005 M (0,8 mL/min). Para a

aquisicéo dos dados foi utilizado o sistema “Lc Solution”.

As andlises do gas hidrogénio (H,;) foram realizadas num cromatégrafo
Agilent modelo 6890N equipado com detector de condutividade térmica e valvula de
injecdo para gases de 10 vias, configurada com reverséo de fluxo. A coluna utilizada
foi uma PoropaK Q, 80 a 100 mesh, em ago inoxidavel com 6 pés de comprimento e
1/8"de didmetro externo, nas seguintes condi¢des de analise: Temperatura do forno:
80 °C (isotérmico); temperatura da valvula (valve box): 60 °C; Temperatura do
detector: 150 °C; Fluxo na coluna (N2): 18 mL/min; Fluxo do gés de referéncia (N>):
18 mL/min. Para a aquisicdo dos dados foi o utilizado o sistema “TotalChrom
Client/Server”. As amostras foram coletadas em ampolas de vidro (Figura 6),
confeccionadas e adaptadas para a coleta do gas na saida do condensador do

bioreator.
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Figura 6. Ampola utilizada para coleta do gas produzido no bioretor.

4.14.3 Determinacéo da Densidade Optica (DO)

A avaliacdo da turbidez de uma cultura microbiana constitui um método rapido
de estimar a concentracdo celular. Um feixe de luz focado numa suspensao
microbiana € parcialmente desviado (dispersdao da luz) pelas células, e a
percentagem de luz ndo desviada (transmitancia, T) € medida por recurso a um
espectrofotdmetro. Este método € utilizado para acompanhar o crescimento
microbiano com base no aumento da DO medida a um comprimento de onda

particular’’. Todos os inéculos foram padronizados em DO = 1.

A medida de DO de células foi realizada num espectrofotobmetro (Modelo

Ultraspec 3100 pro, marca Amersham Biosciences) a 600 nm.
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4.14.4 Determinagao do pH

O pH das amostras foi determinado em pHmetro (PHTEK, PHS 3B) com
eletrodo de vidro combinado e padroes depH 4 e 7.

4.14.5 Determinacgao dos Sélidos Suspensos Volateis (SSV)

Os solidos suspensos volateis (SSV) foi determinado de acordo com

“Standard Methods for Examination of Water and Waster and Wastewater”.*°

Os SSV sdéo determinados pela diferenca dos valores obtidos pelos solidos
suspensos totais (SST) e dos sélidos suspensos fixos (SSF) em mg.L™. SST é a
matéria que fica retida apds a passagem de um volume de amostra por um filtro de
fibra de vidro (material que ndo perde peso a temperatura de 550 °C) a 105 °C. J4 o
SSF é a matéria que permanece retida no filtro apds uma ignicdo do mesmo a uma
temperatura de 550 °C. O procedimento experimental consistiu em colocar um
cadinho de porcelana juntamente com filtro (micro filtro fibra de vidro GH 30 — AH ¢
47 £ 0,5 mm) em estufa a 105 °C durante 1 hora. Depois foi colocado em
dessecador durante 20 minutos e o conjunto (cadinho + filtro) foi pesado em balanga
analitica obtendo-se a massa (M;). Apds, 10 mL de lodo foi filtrado em aparelho de
filtracdo através do filtro de fibra de vidro utilizando vacuo, em seguida o filtro foi
colocado novamente no cadinho e na estufa a 105 °C por mais 1 hora, pesou-se
novamente e obteve-se a M. Por ultimo colocou-se o filtro e o cadinho em uma
mufla a 550 °C durante 30 minutos. Logo apés ter esfriado pesou-se novamente o
conjunto e obteve-se a M3. Os solidos suspensos volateis foi 0 que evaporou do

filtro. O calculo foi realizado conforme a equacéo (3).

Equacéao (3):

SSV =SST-SSF  (mg/L);
onde SSV = sdlidos suspensos volateis;
SST = solidos suspensos totais; SSF = sdélidos suspensos fixos.
SST = (M2 — M;) / volume da amostra e SSF = (M3 -M;) / volume da

amostra,; M = massa.
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4.15 ANALISE ESTATISTICA

O software Statistica 7.0 (Statsoft, USA) foi usado para andlises gréficas e de
regressdo dos dados. A andlise estatistica do modelo foi realizada pela andlise de
variancia (ANOVA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DEGRADACAO DO GLICEROL

Os ensaios realizados em bioreator com consércio microbiano ambiental
tiveram bons resultados em relacdo a utilizagdo do glicerol comercial e
residual. A (Figura 7) e (Figura 8) mostram os cultivos realizados com glicerol
comercial e residual, respectivamente. De acordo com a (Figura 7), pode-se
observar o consumo total do glicerol comercial em 32 horas, onde a produgéo
méaxima de 1,3 - propanodiol foi de 22,84 g.L™*. Para o cultivo com glicerol residual
(Figura 8), a producéo do 1,3-propanodiol foi um pouco menor, 19,92 g.L™, com um
consumo total de glicerol. Também foi verificado em ambos os cultivos a producéo
de &cidos em pequenas quantidades durante a fermentacdo. Estes &cidos estdo
relacionados com os bioprodutos de fermentacdo das bactérias existentes no
consorcio microbiano. Enterobactérias, como Klebsiella pneumoniae e Citrobacter
freundii tem como principais bioprodutos o acido acético e o etanol. Ja a espécie
Clostridium € conhecida por formar somente &cido butirico como bioproduto,
indicando que o consorcio microbiano utilizado neste trabalho continha ambas as

espécies citadas.
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Figura 7. Degradacdo do glicerol comercial, producdo de &cidos e de
1,3-propanodiol em cultivo anaerdébio realizado em bioreator no periodo de 72 horas,
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(e) 1,3 - propanodiol, (o) acido acético e (A) acido butirico. 1,3-PD= 1,3-propanodiol.
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Figura 8. Degradacgdo do glicerol residual, producéo de &cidos e de 1,3-propanodiol
em cultivo anaerébio realizado em bioreator no periodo de 72 horas, empregando
consorcio microbiano ambiental: (m) glicerol residual, (e) 1,3 - propanodiol, (o) acido

aceético e (A) acido butirico. 1,3PD= 1,3-propanodiol.
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Ap0s 24 horas de cultivo, foi determinada a producédo de hidrogénio, através
da coleta de amostra do gas produzido pelo bioreator, utilizando glicerol residual. A

andlise revelou uma produgéo de 0,3 % mol de hidrogénio.

Um consércio microbiano € uma complexa populacdo de espécies diferentes
de microorganismos que atuam juntos em uma comunidade. Em um consorcio
microbiano podem se encontrar organismos com diferentes capacidades
metabdlicas. Isto inclui organismos que s&o proteoliticos (capazes de degradar
proteinas e aminodcidos) organismos que sdo sacaroliticos (capazes de degradar
varios agucares); organismos que séo lipoliticos (capazes de digerir lipidios ou
gorduras); e organismos que tem capacidade de degradar celulose.** Estas
diferentes capacidades metabdlicas permitem que o consoércio trabalhe junto na
degradacdo de uma variedade de residuos. Muitos pesquisadores tém utilizado
consorcio microbiano para a producdo de hidrogénio a partir de varias fontes de
carbono como, por exemplo, sacarose, celulose, glicose, etc.*™ *°2 O trabalho de Ito
e colaboradores foi 0 Unico encontrado na literatura que utilizou glicerol de biodiesel
para produzir hidrogénio e alcool etilico, fazendo uso de uma Enterobacter
aerogenes HU-101, cujos resultados foram superiores ao encontrado no presente
trabalho.” Este fato motivou o isolamento de microorganismos do consorcio
microbiano do presente trabalho, de modo a obter uma cepa de melhor capacidade
de degradacdo do glicerol e consequentemente maior producdo de hidrogénio e

etanol.

5.2 SELECAO E ISOLAMENTO DOS MICROORGANISMOS

O isolamento das bactérias em bioreatores utilizando glicerol residual do
biodiesel foi realizado para selecionar as bactérias que poderiam usar esta fonte de
carbono para produzir hidrogénio e etanol. Trinta e dois tipos de coldnias
bacterianas foram isoladas e repicadas em placas em meio LB. As cepas
apresentaram caracteristicas de bactérias gram-negativas exceto a cepa 18 que foi
caracteristica de gram-positiva. Logo ap0s o isolamento, os testes em agitador
orbital para avaliacdo da degradagdo do glicerol bem como da capacidade de
formacdo dos produtos hidrogénio e etanol, nas condi¢cdes aerdbias e anaerdbias,

mostraram que das trinta e duas bactérias selecionadas, quatro apresentaram

36



capacidade de degradacao do glicerol e producéo de hidrogénio e etanol. As outras
bactérias ndo apresentaram capacidade de produzir H, e etanol, nem de degradar o
glicerol. A (Figura 9) e (Figura 10) apresentam graficos de barras com as médias e
os desvios padrdo dos resultados de glicerol ndo degradado apés 24 horas de
cultivo, bem como a formacéo de hidrogénio e etanol para os isolados 1; 5; 31 e 33.
A producdo de hidrogénio s6 ocorre na auséncia de oxigénio, ou seja, em
anaerobiose. A (Figura 9) apresenta os resultados referentes ao cultivo anaerdbio,
onde foi observado a maior producdo de hidrogénio para o isolado 1 com uma
producdo de 31,16 % mol de hidrogénio seguido pela isolado ndmero 5 com
18,95 % mol de hidrogénio. O glicerol do meio foi quase que totalmente consumido
pelo isolado 1, apresentando uma degradacéo de em torno de 88%. Os isolados 1 e
5 foram os melhores produtores de etanol, com uma producdo em g.L" de 2,52 e
2,36 respectivamente. J& em condi¢cbes de aerobiose (Figura 10) os resultados
observados demonstraram que o maior consumo do glicerol ocorreu pelo isolado 5
com uma degradagéo em torno de 93 %. A produgé&o de etanol foi mais baixa do que
no cultivo anaerdbio com um resultado mais expressivo também pelo isolado 5 com

uma produgédo de 1,9 g.L ™"
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Figura 9. Ensaio anaerdbio realizado em agitador orbital para os quatro isolados que
apresentaram capacidade de degradacdo do glicerol, producdo de H, e etanol
depois de 24 horas de cultivo, nas condigbes de operagdo: temperatura 35 °C e 150
rom. Quantidade de glicerol ndo degradado (g.L™), etanol (g.L™") e hidrogénio (%

mol) produzidos.
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Figura 10. Ensaio aerdbio realizado em agitador orbital para os quatro isolados que
apresentaram capacidade de degradacdo do glicerol, producdo de H, e etanol
depois de 24 horas de cultivo, nas condigbes de operagdo: temperatura 35 °C e 150
rpom. Quantidade de glicerol ndo degradado (g.L™), etanol (g.L™") e hidrogénio (%

mol) produzidos.

No cultivo anaerdbio juntamente com os produtos formados foi observada a
formac&o de 6,88 g.L™ de 1,3—propanodiol e pequenas quantidades de acido acético
e acido latico. A (Figura 11) apresenta exemplo de dois cromatogramas de HPLC
para determinacdo dos compostos em fase liquida referente ao cultivo anaerdbio da
bactéria isolada 1, nos tempos 0 e 24 horas de cultivo. Na (Figura 11A), referente a
0 hora, observa-se apenas o pico do glicerol (30 g.L™). Os dois picos em torno de
5 e 6 minutos referem-se aos sais do meio de cultivo. Na (Figura 11B), referente a
24 horas de cultivo, percebe-se a degradacdo do glicerol, uma vez que ha
decréscimo da area do pico correspondente a este composto (10,17 minutos), cuja
area correspondeu a concentracdo de 3,69 g.L'. A formacdo de etanol foi
observada, através do pico cromatografico em 16 minutos (tempo do padrdo de
etanol). Como mencionado foi também verificada a presenca de outros subprodutos
tais como acido latico, acido acético e 1,3-propanodiol, picos correspondentes aos

tempos de 9,66; 11,08 e 13,09 minutos, respectivamente.
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Figura 11. Cromatogramas das andlises dos produtos de fermentagdo do cultivo
anaerobio para o isolado 1 realizado em agitador orbital com a seguintes condicdes
operacionais: 35 °C e 150 rpm utilizando glicerol como fonte de C. (A) zero hora de
cultivo; (B) 24 horas de cultivo. Condi¢gbes cromatograficas: fase movel - &cido
sulfarico 0,005 M; temperatura do forno - 65 °C; detector - indice de Refrac&o;
coluna - Aminex-HPX87H Biorad.

5.3 IDENTIFICACAO DOS MICROORGANISMOS

Um seqlienciamento dos isolados 1, 5, 31 e 33 foi realizado no Laboratério
ACTGene. As cepas dos quatro novos isolados produtores de hidrogénio e etanol
foram identificados baseados em testes bioquimicos e testes de caracterizacédo
apropriado do gene 16S rDNA. Os resultados dos exames mostraram com 96 % de
confianga para o isolado 1 (Figura 12) e 83 % de confianga que os isolados 5
(Figura 13) e 31, que os mesmos pertencem a espécie Klebsiella pneumoniae. Ja o
isolado 33 apresentou 93 % de confianca pertencer a espécie Pantoea agglomerans.
A bactéria 1 nomeada Klebsiella pneumonie BLb01 foi selecionada para novos
estudos visando melhorar a produgéo dos subprodutos.
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Figura 12. Bactéria isolada 1 crescida em Agar McConkey.

Figura 13. Bactéria isolada 5 crescida em Agar Nutriente.

5.4 FERMENTACAO EM BIOREATOR

Experimentos em bioreator foram conduzidos com o novo isolado
denominado BLbO1 em pH controlado. Sob condicbes de aerobiose foram
detectados no meio de cultura a formagéo de alguns subprodutos em concentragdes
variadas (Figura 14): etanol; acido latico; acido acético e 1,3 — propanodiol,

indicando que a via metabdlica de glicerol para o etanol ndo foi totalmente inibida em
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condi¢gbes aerdbbicas. Verifica-se o total consumo do glicerol em 20 horas de cultivo.
A producdo de etanol foi 3,80 g.L™" e a taxa de converséo de glicerol a etanol foi de
0,25 mol/mol. A formagé&o de todos os produtos aumentou até as 15 horas de cultivo.
Apls este tempo de cultivo, todos os produtos apresentaram decréscimo de
producgéo. Isto ocorreu pelo fato de ter esgotado a fonte de carbono (glicerol) e o
microorganismo passou entdo a utilizar os produtos formados para continuar o seu
crescimento. No experimento anaerdbio ndo foi observado este comportamento, no
momento em que esgotou a fonte de carbono todos os produtos formados

mantiveram-se constantes.

A maior producdo de etanol foi encontrada no experimento de fermentacdo
anaerébia (Figura 15), com 4,98 g.L™" e uma taxa de conversédo de glicerol a etanol
de 0,43 mol/mol em 22 horas de cultivo. No estudo relatado por Ito e colaboradores
houve um rendimento de 0,85 mol/mol em condicbes anaerébicas.” Com o
decréscimo da aeracao, a formacdo de acido acético e acido latico, foi menor em
comparacdo com condicbes aerobicas. E provavel que os &cidos produzidos no
inicio foram sendo utilizados até o final da fermentacé&o, indicando que a formacéao

de subproduto dependia das condi¢des de aeragéo.

Os resultados para o etanol em condigbes anaerodbicas foram satisfatorios.
Estudos de otimizagdo da producédo de etanol podem ser feitos em pesquisas

futuras.

O subproduto 1,3 — propanodiol também apresentou melhores resultados em
condigbes de anaerobiose, apresentando uma produgdo maxima em torno de
11 g.L* em aproximadamente 15 horas de cultivo. Foi observada a producéo de
hidrogénio em torno de 12 horas de cultivo, cuja producao foi de 1,289 % mol. Antes

e apos este periodo ndo foi observada producgédo de H,.
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Figura 14. Ensaios realizados em bioreator apés 35 horas de cultivo em condi¢des
de Aerobiose com isolado BLbO1, expressos em g.L™. (a)- (m) glicerol consumido; (e)
formacgéo de 1,3 - Propanodiol, (A) Biomassa formada; (b)- produtos de fermentagéo

formados: (o) etanol; (A) acido acético e (¢) acido latico.
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Figura 15. Ensaios realizados em bioreator apés 35 horas de cultivo em condi¢gdes
de Anaerobiose com isolado BLb01, expressos em g.L™. (A): (m) glicerol consumido;
(A) formacdo de 1,3 - Propanodiol, (e) Biomassa formada. (B): produtos de

fermentacéo formados: (o) etanol; (A) acido acético e (¢) acido latico.
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5.5 ESTUDO DAS CONDICOES DE CULTIVO

5.5.1 Planejamento Plackett-Burman

Depois de selecionado o microorganismo de estudo, um planejamento
experimental do tipo Plackett-Burman foi utilizado para avaliar o impacto das
variaveis: glicerol, pH, temperatura, extrato de levedura, peptona, NH4Cl, (NH;)2SO4,
KH2PO4, KoHPO4, FeSO4. 7H20 e MgSOa. 7H20, na produgédo do hidrogénio pela
bactéria isolada 1. A tabela V mostra o planejamento experimental Plackett-Burman
para os 20 experimentos e a producdo correspondente de hidrogénio (% mol) que
variaram entre 2,80 e 29,82 % mol. Esta variacdo reflete a importancia de se
otimizar os ensaios para alcancar maiores producdes de hidrogénio. As variaveis e
seus respectivos valores foram selecionados de acordo com estudos prévios na
literatura. Embora a cinética tenha sido realizada até 48 h, as producfes mais
elevadas de hidrogénio foram sempre observadas em 24 h de cultivo. Apos este
periodo, os resultados apresentaram-se constantes. Os resultados obtidos para as
producdes de hidrogénio sugerem que uma aplicacéo futura a nivel industrial podera
ser viavel com uma condicdo otimizada minimizando assim 0s custos energéticos

operacionais.
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Tabela V. Ensaios do Planejamento Plackett-Burman tendo como resposta a producéo de hidrogénio em % mol depois de 24 horas de cultivo.

Variaveis/Niveis Resposta

Ensaios X]_ X2 X3 X4 X5 Xe X7 Xg Xg XlO X]_]_ D]_ D2 D3 D4 Hz(%mol)

(gL  (eH o)  (@LhH (@LH @LYH @LhH @LH (@LH @LhH  @L?h

1 G)-1 @1 @51 ©O-1 ©G1 ©G1 6G1 @)1 31 @©On1 @©-1 -1 -1 -1 1 13,09
2 @51 @-1 (25-1 (-1 @©-1 @©-1 ©)-1 @1 31 @©H1 @©21 1 1 -1 -1 2,85
3 G)-1 ©®1 @1 -1 ©O-1 G1 G1 @©O-1 @©-1 @©O11 @©21 1 -1 1 -1 2,80
4 @51 @®1 @51 (-1 G1 ©-1 @©-1 @©-1 @©-1 @©O1)1 @©-1 -1 1 1 1 8,04
5 G-1 @1 @GNl ©O-1 ©G1 -1 G1 @©O-1 @1 @©-1 @©21 -1 1 1 -1 17,22
6 @51 @1 @BN1 (-1 ©O-1 G1 (-1 (@©-1 ()1 (-1 (0) -1 1 1 1 1 24,91
7 G)-1 ©®1 @GNl @©O-1 ©O-1 -1 G1 @1 ©-1 (-1 () -1 1 1 -1 A 17,55
8 @51 @®1 @1 ©O-1 ©G1 ©G1 o1 @1 ©-1 @©-1 @©2»1 -1 -1 -1 -1 28,90
9 G-1 @1 @51 G1 ©G1 G1 (-1 (1 (©-1 (-1 () -1 1 1 1 -1 12,48
10 @51 @1 @51 G1 O-1 ©©-1 G1 @1 ©-1 @©-1 @©21 -1 -1 1 1 18,23
11 G-1 ©®1 @1 G1 ©O-1 1 @©O-1 @©O-1 @1 @©-1 @©021 -1 1 -1 1 15,61
12 @51 ©®1 @51 G1 ©G1 -1 G1 @©0-1 @)1 (0)-1 (0) -1 1 1 -1 A 18,06
13 G-1 @1 @GNl G1 G1 ©0©-1 @©O-1 (@©-1 @©-1 @©1 @©21 1 -1 -1 1 17,84
14 @51 @1 @31 GB1 O-1 31 G1 (@©-1 @©-1 @©On1 ©-1 -1 1 -1 -1 23,87
15 G-1 ©®1 @GNl G)1 ©O-1 ©-1 (@©O-1 @)1 31 @©On1 @©-1 -1 -1 1 -1 20,82
16 @51 ©®1 @1 G)1 ©G1 ©G1 G131 31 @©O1 @©21 1 1 1 1 29,03
17(C) (2000 (6)0 (31)0 (2550 (00 (0O (00 (150 (L50 (0050 (@010 O 0 O 0 19,61
18(C) (2000 (6)0 (31)0 (250 (00O (0O (00 (150 (L50 (0050 (@010 O 0 O 0 18,00
19(C) (2000 (6)0 (31)0 (250 (0O (0O (00 (150 (L50 (0050 (@010 O 0 O 0 20,04
20(C) (2000 (6)0 (31)0 (250 ()0 (0O (00 (1,50 (L50 (0050 (010 O 0 O 0 19,59
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A Tabela VI mostra as andlises estatisticas das varidveis estudadas para a
producdo de hidrogénio. Quando o sinal do efeito da variavel testada for positivo, a
influéncia da variavel na produg&o do hidrogénio € maior em um nivel elevado (+1);
quando o resultado do efeito for negativo, a varidvel em baixo nivel (-1) ter4& mais
importancia na producdo de hidrogénio. As varidveis que apresentaram um p < 0.05
apresentam 95 % de confianga, e por isto, sdo consideradas significativas na
producgéo de hidrogénio.

Nove varidveis apresentaram 95 % de confianga. O glicerol é a variavel mais
importante estudada, e ele mostrou efeito positivo na produgéo do hidrogénio. As
maiores producOes de hidrogénio foram alcangadas quando a concentracdo de
glicerol foi fixada no nivel elevado com o valor de 35 g.L™, mostrando que a bactéria
isolada 1 apresentou uma grande capacidade de degradar o glicerol em
concentragdes elevadas. Existem poucos trabalhos que utilizam o glicerol da sintese
do biodiesel como fonte de carbono para produzir o hidrogénio.”?” A maioria dos
artigos usa glicose como a fonte de carbono.>* >* > Além da fonte de carbono, a
fonte do nitrogénio apresentou ser um parametro importante para a produgdo do
hidrogénio. Neste experimento, encontrou-se que o NH4Cl teve um efeito positivo na
producéo de hidrogénio. Este resultado esta de acordo com estudos de Liu e Fang
que também utilizaram planejamento experimental do tipo Plackett-Burman para

otimizar a produgéo de bio-hidrogénio a partir de residuo de biodiesel. #

Duas fontes organicas de nitrogénio foram testadas: peptona e extrato de
levedura. Somente o extrato de levedura apresentou efeito significativo. O extrato de
levedura apresentou maiores produ¢des de hidrogénio no nivel elevado com o valor
de 5 g.L™". A adicdo de extrato de levedura é fundamental para o crescimento das
bactérias, sendo uma fonte rica de nitrogénio, favorecendo a alta conversao do
substrato. Pode também ser responséavel pela producdo de um produto de interesse

especifico originado do metabolismo do microorganismo.

O pH inicial e a temperatura influenciaram positivamente a produgdo de
hidrogénio. Ambos apresentaram melhores resultados no nivel elevado com pH 8 e
temperatura de 37 °C. Os resultados de producédo de hidrogénio mostraram que um
pH inicial mais elevado é necessario, uma vez que apés 24 horas hd um decréscimo
do mesmo para aproximadamente 4,5 a 5,0, impedindo a formagéao do hidrogénio. O

pH é um dos pardmetros chave para a produgcdo de hidrogénio porque ele afeta
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diretamente a atividade da enzima hidrogenase bem como a rota metabdlica dos
microorganismos.®® Além disso, com o aumento da temperatura pode-se obter
melhores rendimentos de H, A temperatura pode afetar o crescimento especifico do
microorganismo, bem como a taxa de utilizagdo do substrato o que acarreta a

mudanca dos produtos formados.>*

As variaveis NH4Cl (Xg), KoHPO4 (Xg), KHPO4 (Xo) tiveram efeito positivo.
Seus efeitos serdo discutidos no experimento fatorial fracionario. As variaveis
FeS0,. 7H,0 (X10) € MgSO,4. 7H,0 (X11) tiveram efeito negativo e foram excluidos,

pois seu nivel mais baixo era de 0 g.L™.

Zuo e colaboradores executaram uma série de experimentos para investigar
os efeitos de diversos fatores na producdo de bio-hidrogénio em processos
anaerbbicos e os resultados mostraram que diversos fatores, assim como a
concentracdo do substrato, temperatura e o pH inicial podem afetar a produgéo
anaerdébica de bio-hidrogénio em diferentes niveis. ° Muitas espécies identificadas
para a producdo de hidrogénio (Enterobacter, Klebsiella, Bacillus e Clostridium)
podem ter seu metabolismo representado por rotas bioquimicas. Assim, as rotas de
fermentacdo que produzem o acetato e o butirato sdo responsaveis pela produgéo
do hidrogénio. As variagbes na relacdo do acetato/butirato sdo causadas pelas
alteragbes metabdlicas devido as mudancgas do pH. Quando o pH estd em 4,5 ou
abaixo deste valor, a rota de fermentagéo para a producdo de hidrogénio pode se

deslocar para a producéo de &cidos organicos seguindo para a producéo de &lcool.”®
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Tabela VI. Resultados estatisticos e efeitos das variaveis estudadas para a

producéo de hidrogénio para o planejamento Plackett-Burman.

Variaveis Parametros Efeitos P
X1 Glicerol 3.434 0.004652*
X, pH 2.413 0.012637*
X3 Temperatura 12.248 0.000108*
Xy Extrato de 6.196 0.000826*
levedura
Xs Peptona 1.126 0.087190™*
Xs NH,CI 2.636 0.009884*
X7 (NH4)2S04 -0.074 0.878285"*
Xs K;HPO, 2.946 0.007219*
X KH,PO, 2.608 0.010179*
X10 FeS0O,. 7H,0 -3.203 0.005682*
X1 MgSO,. 7H,0 -1.916 0.023657*

* Efeitos significativos a 95 % de confianca;

P = Valor estatistico da probabilidade;

"> N&o significativo ao nivel de 95 % de confianca .

5.5.2 Planejamento Fatorial Fracionério

A tabela VIl apresenta as respostas de hidrogénio em % mol apds 24 horas
de cultivo. Cada variavel independente foi avaliada em alto nivel (+1) e baixo nivel
(-1). As analises dos pontos centrais (C) foram incluidas na matriz e a anélise
estatistica foi usada para identificar o efeito de cada variavel na producdo de

hidrogénio.
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Tabela VII. Ensaios do delineamento Fatorial Fracionario 2°2 em niveis codificados
tendo como resposta a produgéo de hidrogénio em % mol realizadas em agitador

orbital depois de 24 horas de cultivo.

Ensaio Xi(g.L™) Xao(pH)  Xs(°®C) Xa(g.L™) Xs(g.L™)  Xe(g.L™) H,(%mol)

1 @-1 M1 @GH-1  E-1 @1 H-1 16,96
2 Gl ®-1 @Y1 @E-1 ®)1 m-1 24,34
3 @GY-1 91 @Y1 ©-1 ®)1 ®)1 22,53
4 Go1 @1 @E-1 E-1 @O ®)1 14,42
5 @Y1 M1 @1 ©-1 ®)1 ®)1 37,45
6 Go1 ®»-1 ©Gn1 -1 @1 ®)1 30,74
7 @-1 91 @EN1 E-1 @1 m-1 32,79
8 G1 @1 @1 @1 ®)1 m-1 38,53
9 @Y-1 M1 @Y1 (N1 H-1 ®)1 14,11
10 GOl -1 @1 M1 (51 (5) 1 13,75
11 @Y1 (91 @GH-1 (N1 (5)1 1 -1 9.44
12 G191 @Y1 (M1 1 -1 1 -1 7.69
13 @Y1 M1 @1 M1 ®)1 H-1 25,54
14 1 -1 @M1 M1 @)1 (1)-1 26,73
15 GY-1 91 @1 M1 H-1 ®)1 40,16
16 (50) 1 91 (31 (N1 )1 (5)1 36,63
17(¢) (490 (80 (340 (50 ©Y ®0 15,71
18(C) (490 (80 (340 (50 ©Y ®0 16,91
19(C) (490 (80 (340 (50 ©Y ®)0 14,97
20(C) (400 (80 (340 (50 ©Y ®)0 15,37

X1 — Glicerol; X, — pH; X3 — Temperatura; X4 — Extrato de Levedura; Xs — K;HPOy,
Xe— KH2POy,
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Os resultados do delineamento apresentaram resultados que variaram entre
7,69 e 40,16 % mol de hidrogénio. Observa-se que estes resultados apresentaram
valores superiores ao experimento realizado anteriormente. Os pontos centrais

apresentaram boa reprodutibilidade dos experimentos.

A tabela VIII mostra as analises estatisticas das variaveis estudadas para a
producdo de hidrogénio utilizando o delineamento fatorial fracionario. As variaveis
que tiveram maior efeito na produgdo de hidrogénio foram identificadas para o

isolado com base em niveis de confianca acima de 95 % (p< 0,05).

Tabela VIII. Efeitos estimados para a produgdo de hidrogénio resultante do

delineamento fatorial fracionario.

Varidveis Parametros Efeitos P
X1 Glicerol -7.798 0.004652*
Xz pH 2.493 0.010925*
X3 Temperatura (°C) 19.090 0.000027*
X4 E.levedura -4.5421 0.001947*
Xs KoHPO,4 4.001 0.002822*
Xe KH,PO, 4.395 0.002144*

* Efeitos significativos a 95 % de confianga

P = Valor estatistico da probabilidade

Neste experimento, todas as variaveis avaliadas foram significativas na
producéo de hidrogénio. O glicerol apresentou efeito negativo, indicando que o
aumento da concentracéo de 30 para 50 g.L™ n&o é interessante, pois quando usado
concentragdo muito elevada de substrato podera ocorrer inibicdo do crescimento das

bactérias pelas impurezas presentes no glicerol gerado da fabricacdo de biodiesel,
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como sais de acidos graxos e acidos graxos livres.” Neste segundo experimento de
otimizacdo, a faixa de pH estudada foi maior do que no primeiro estudo de
otimizagdo usando o P-B, e a variavel pH apresentou efeito positivo, ficando
evidente a necessidade de um pH inicial elevado, pois ao longo do processo
fermentativo ele é reduzido. O extrato de levedura apresentou efeito negativo. Este
composto utilizado como fonte de nitrogénio, € um dos nutrientes necessarios ao
crescimento do microrganismo. A adicdo de concentragbes muito elevadas néo foi
significativa para o crescimento do microrganismo e ndo € interressante no ponto de
vista econdmico, pois se deseja obter um processo com maior produgdo de
hidrogénio, reduzindo o gasto de reagentes de custo elevado. As demais variaveis
estudadas apresentaram efeito positivo. Com o aumento da temperatura de 31 °C
para 37 °C foi observado o aumento da produgéo de hidrogénio. A temperatura pode
afetar a rota metabdlica resultando na mudanca dos compostos formados. O efeito
da temperatura para a producgéo de hidrogénio foi avaliado em muitos estudos, dos
quais a maioria demonstrou aumento da produgédo de hidrogénio com o aumento da

temperatura.

Ling e Chang avaliaram o efeito da temperatura na faixa de 15 a 34 °C e
obtiveram a maxima producéo e hidrogénio na temperatura de 34 °C usando hexose
como substrato.”® JA4 Yu e colaboradores, que avaliaram a temperatura na faixa de
20 a 55 °C, obtiveram a méxima producado de hidrogénio na temperatura de 55 °C
utilizando efluente de uma vinicola como substrato.®® Os fosfatos s&o necessarios a

producéo de hidrogénio pela sua capacidade tamponante.®

5.5.3 Caminho de Ascendéncia Maxima

O méximo de producao de hidrogénio atingido com este planejamento foi na
temperatura de 41 °C usando 4 g.L™* K;HPO,4, com uma producédo de H, de 41,78 %
mol, E observado na Tabela IX que com o aumento da temperatura acima de 41 °C
e 0 aumento de fonte de fosfato implicaram drasticamente na queda da produgéo de

hidrogénio.
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Tabela IX. Planejamento dos experimentos pela metodologia de caminho de
ascendéncia méxima e resposta de producdo de hidrogénio em % mol em 24 horas

de cultivo.

Ensaio Temperatura (°C) K,HPO, (g.L™) Hx(%mol)

1 37 3 27,94
2 41 4 41,78
3 45 5 3,36
4 49 6 0,13
5 53 7 0,03

5.5.4 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Conforme as condigdes utilizadas no planejamento DCCR para otimizagdo do
meio de cultivo, para a produgéo de hidrogénio, seus resultados variaram de 0,57 a
48,19 % mol, respectivamente, conforme os resultados ap6s 24 horas de cultivo
observado na tabela X. Os pontos centrais apresentaram uma variagdo pequena,

indicando uma boa repetibilidade do processo.
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Tabela X. Valores codificados, variaveis reais e resposta da producéo de hidrogénio
(% mol) para os ensaios do Delineamento Composto Central Rotacional realizado

em agitador orbital depois de 24 horas de cultivo.

Variaveis®niveis®

Ensaio Xi(Temperatura) Xo (KoHPOy) Xa(KH2POy) H, (% mol)
1 @7 -1 (2)-1 (22)-1 40,32
2 @7 -1 (2)-1 (5.8) +1 41,02
3 @7 -1 (5.8 +1 (22)-1 39,83
4 @7 -1 (5.8 +1 (5.8) +1 40,01
5 @5) + 1 (22)-1 (22)-1 33,66
6 @5) + 1 (22)-1 5,8) + 1 35,10
7 @5) + 1 (5.8 +1 (22)-1 9,65
8 @5) + 1 5.8 +1 (5.8) +1 25,16
9 (35) - 1,68 4)0 4)0 39,57
10 (47) +1,68 4)0 4) 0 0,57
11 (41)0 (1)-1,68 4)0 45,56
12 (41)0 (5,8) + 1,68 4) 0 45,60
13 (41)0 4)0 (1)-1,68 48,19
14 (41)0 4)0 (5,8) + 1,68 42,35
15 (41)0 4)0 4)0 44,79
16 (41)0 4)0 4)0 37,85
17 (41)0 4)0 4)0 45,93
18 (41)0 4)0 4)0 41,63

2X;— Temperatura em (°C); Xo— KoHPO4 em (g.L™); Xs— KH.POsem (g.L ™)

® (+) alto nivel; (-) baixo nivel; (0) ponto central.

Através dos resultados obtidos foi possivel determinar os coeficientes de
regressao que estédo apresentados na tabela XI. Com excegéo de X3 (KH2PO.) e das
interacdes de temperatura com KH;PO,4 (X1 X3) e K;HPO4 com KH,PO,4 (X2 X3),

todos os parametros do modelo foram altamente significativos, podendo elaborar um
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modelo de equacgdo com as variaveis codificadas:

H, = 43,16 — 9,02X; — 8,79 X12-2,59X, — 4,05X;. X»

(4)

O coeficiente de regressdo do modelo (RZ:O,8727) mostrou que 87,27% da

variabilidade pode ser explicada pelo modelo.

Tabela XI. Coeficientes de regresséo para a resposta da produgéo de hidrogénio (%

mol)

Coeficientes de regressao Erro Padréo T(3) p - valor

Média 43,16643 1,132818  38,10536 0,000040
X1 (L) -9,02172 1,960769 -9,20223 0,002714
X1 (Q) -8,79996 1,962098 -8,96994 0,002924
X2 (L) -2,59046 1,960769 -2,64229 0,077504
X1 X2 (L) -4,05488 2,561868 -3,16556 0,050654

R?= 0, 8727, p<0, 05, Erro puro=13,1263.

Analisando-se a Tabela XII para a resposta de produgéo de H; verificamos

que o valor de F calculado (22,29) foi maior que o F tabelado (3,18), refletindo a

significancia estatistica da equag¢do do modelo. Isto demonstra que o modelo, como

expresso pela equacdo (4) € um modelo adequado para descrever a resposta de

producéo de Hidrogénio pela bactéria isolada BLbO1.
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Tabela XIl. ANOVA para a resposta da produgéo de Hidrogénio.

Fonte de Soma Graus de Média F F
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regresséo 2390,88 4 597,72 22,29 3,18
Residuo 348,68 13 26,82
Falta de
) 309,31 10 30,93 2,36
ajuste
Erro puro 39,38 3 13,13
Total 2739,56 17

O delineamento composto central rotacional (DCCR) utilizado neste processo
foi muito interessante para avaliar os constituintes do meio de fermentagédo que
afetam a producéo de hidrogénio. Os modelos foram altamente significativos, sendo
possivel construir as superficies de respostas e definir as regides de interesse.
Através da analise das superficies de resposta (Figura 16) e (Figura 17), os valores
maximos obtidos para a producdo de hidrogénio (% mol) correspondem a
temperatura em torno de 39 °C. Ja para as concentragfes de fosfato (K;HPO, e
KH,POQ,) verificou-se que dentro da faixa estudada: (1 & 7 g.L™") a resposta n&o foi
afetada. E uma 6tima informacé&o, pois, os fosfatos podem ser mantidos na condicéo
mais conveniente, em termos operacionais e econdomicos.

O meio de fermentacdo deve conter: 30 g.L™ glicerol; 3 g.L™" extrato de
levedura; 3 g.L'l KoHPOy,; 1 g.L'l KH,PO,; temperatura 39 °C e pH 9,0. A validagéo
dos resultados do modelo foi feita pela resolugéo da equagéo (3) obtendo-se o valor
predito de 45,33 % mol de hidrogénio, que quando comparados com o valor

experimental (44,98 % mol) indicou que o modelo é valido para o intervalo estudado.

55



(a)

=
=
=

~

o
©

KoHPO, (g.L™)

2,2

Temperatura (°C)

Figura 16. Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a obtencédo da
producédo de H, (% mol), interacdo entre (T) x K,HPOq,,
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KH,PO4(g.L™)

Temperatura (°C)

Figura 17. Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a obtencdo da
producédo de H, (% mol), interacdo entre (T) X KH,POq,
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5.6 PRODUCAO DE HIDROGENIO X PRE-TRATAMENTOS DO LODO

A (Figura 18) mostra um grafico de efeito dos diferentes métodos de pré-
tratamentos na producdo cumulativa de hidrogénio nos testes em batelada. O
hidrogénio € produzido sem nenhum tratamento conforme observado no
experimento controle, mas a aplicacdo dos pré-tratamentos resultou em melhoria na
producdo de H, Os resultados observados no grafico demonstram que o tratamento
dessecacdo apresentou o mais elevado potencial de produgdo de hidrogénio,
seguido pelo tratamento térmico com 34,98 e 27,32 % mol respectivamente,
usando glicerol como substrato. Isto ocorreu porque o calor facilita a supresséo de
bactérias ndo formadoras de esporos, permitindo o crescimento de bactérias que
formam esporos, que sédo importantes para a producdo de hidrogénio. Wang e Wan,
conduziram um estudo com cinco métodos de pré-tratamento do lodo.* A
fermentagcdo para a produgdo de hidrogénio utilizando glicose como substrato
mostrou que o tratamento térmico apresentou o mais elevado potencial de producéo
de hidrogénio com 215,4 mL. Nos estudos de Mu e colaboradores foi demonstrado
que a producdo cumulativa de hidrogénio pelo pré-tratamento térmico do lodo
também foi a mais elevada entre todos os pré-tratamentos aplicados em seu estudo
utilizando sacarose como substrato.®> Os autores citados utilizam agucares como
substrato nas fermentacdes, mas o0s pré-tratamentos sdo similares aos
apresentados no presente trabalho, onde os tratamentos que utilizaram calor, como
o tratamento térmico e dessecacao, foram os melhores pré-tratamentos testados em

todos os estudos.
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Figura 18. Efeito da produgdo cumulativa de hidrogénio pelos tratamentos:

dessecacéo, térmico, congelamento, acido, base e controle.

5.7 DEGRADACAO DO SUBSTRATO X PRE-TRATAMENTOS

A eficiencia de degradagdo do substrato foi calculada pela razédo da
quantidade de glicerol consumida pela quantidade inicial de glicerol. A (Figura 19)
mostra a taxa percentual de degradacdo do substrato com os diferentes pré-
tratamentos depois de 36 horas. Os resultados mostram que todos os pré-
tratamentos tiveram uma degradag&o superior ao controle, exceto para o tratamento
bésico que apresentou uma degradacdo em torno de 24%, néo utilizou boa parte da
fonte de carbono glicerol, portanto teve a producao de hidrogénio mais baixa do que
0s outros tratamentos. De todos os testes com o lodo, os tratamentos dessecacao e
térmico obtiveram as taxas méaximas de degradagdo do glicerol utilizado como

substrato, em torno de 66%, confirmando o0s resultados mais expressivos de
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producédo de H, de todos os outros tratamentos em estudo e estdo em acordo com a
literatura que diz que os pré-tratamentos que utilizam calor sédo os mais eficientes.
Ambos pré-tratamentos utilizam calor por isto seu resultados foram bastante
parecidos. Mohan e colaboradores obtiveram uma taxa maxima de 87% de
degradacé&o do substrato em seu estudo, usando a glicose como fonte de carbono.®?
Torna-se bastante dificil a comparacdo de nossos resultados, pois ndo existem
relatos de estudos com lodo na literatura utilizando glicerol como substrato. Uma
razdo para a menor degradacdo do substrato pode ser pela elevada concentracdo
inicial de glicerol que pode causar a inibicdo das bactérias por excesso de substrato.

il

Controle Dessecagao Congelam. Térmico Acido Base

[ee]
o

Taxa de degradacao do
substrato (%)
c 5888883

Pré-tratamentos

Figura 19. Efeito da degradacé&o do glicerol depois de 36 horas de cultivo com os

diferentes pré-tratamentos.
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5.8 BIOMASSA X PRE-TRATAMENTOS

O SSV (Solidos Suspensos Volateis) foi usado neste estudo para representar
a biomassa. A (Figura 20) mostra o efeito da biomassa nos diferentes pré-
tratamentos depois de 36 horas. Os resultados mostram que a biomassa dos lodos
pré-tratados com dessecacao, com tratamento térmico, com congelamento e com
base, independentemente, foram superiores ao controle durante a fermentagéo para
a producao de hidrogénio, usando glicerol como substrato. Além disto, o tratamento
dessecacdo obteve a maior biomassa, que pode explicar a maior capacidade de
producdo de hidrogénio, e maior degradacdo do substrato glicerol. Contudo a
biomassa do lodo com pré-tratamento acido foi menor que o teste controle.

7000
6000 |
5000 |
<4000 -

g’SOOO 1

5| I 1R .

Controle Dessec. Congelam. Térmico  Acido Base

Pré-tratamentos

Figura 20. Efeito dos sélidos suspensos Volateis (SSV) versos métodos preé-

tratamentos do lodo.
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5.9 EFEITO DO PH FINAL SOBRE A ROTA METABOLICA

A (Figura 21) mostra o efeito no pH final dos diferentes métodos de pré-
tratamento em estudo. E observado que devido ao processo de fermentacdo o pH
final de todos os testes foram menores que o pH inicial 7,0. Em todos os testes o pH
final oscilou de 4,58 a 5,90. O pH final dos testes em batelada, neste estudo ficou
dentro da faixa apresentada nos estudos de Zhang e Shen. ** Em seus estudos o pH
final nos testes em batelada foram 5,3 e 4,6, respectivamente. J4 os estudos de
Ren e colaboradores demonstraram que quando o pH do sistema de fermentagéo
cai abaixo de 4,5, o etanol pode ser produzido durante a fermentacéo. ®°

7
6
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4
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Controle Dessec. Congelam. Térmico  Acido Base
Pré-tratamentos

Figura 21. Gréfico do pH final em fungéo dos diferentes tratamentos.
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5.10 METABOLITOS SOLUVEIS FORMADOS EM FUNCAO DOS
DIFERENTES PRE-TRATAMENTOS

A Tabela Xlll resume o efeito dos diferentes métodos de pré-tratamento sobre
os tipos e concentragdes dos metabdlitos soliveis. Os resultados mostram que 0s
principais subprodutos formados durante a fermentacdo nos diferentes pré-
tratamentos aplicados foram: acido aceético, acido butirico e
1,3 — propanodiol. N&o foi observada a formacéo de etanol, pois o pH depois de 36
horas para nenhum tratamento foi abaixo de 4,5, condicdo para que ocorra a
formacdo deste subproduto. As concentracdes de acido acético e acido butirico
foram relativamente pequena comparada a formacdo do subproduto
1,3 - propanodiol no tratamento térmico que apresentou 5,65 g.L'. Destas
substancias 1,3-propanodiol merece destaque como monémero para producdo de
poliésteres, poliéteres e poliuretanos, entre eles um novo tipo de poliéster,
politrimetileno tereftalato, conhecido como PPT. Pode ser usado também como um
extensor de cadeia para a sintese de poliuretanos, lubrificantes, solventes e

precursores na indGstria quimica e farmacéutica.®®

Tabela XIll. Metabdlitos soluveis formados pelos diferentes pré-tratamentos.

Concentracdo dos metabdlitos soltveis (g.L™)
Pré-tratamento

Acido acético Acido butirico 1,3 - Propanodiol
Controle - 0.80 3.95
Dessecacéo 2.10 1.83 4.74
Bésico - - 1.97
Térmico 1.78 2.04 5.65
Congelamento 1.60 1.00 4.94
Acido - 1.14 3.33

“-“nao detectado
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu inferir as seguintes conclusdes:

A ) A bactéria que melhor apresentou capacidade de degradacdo do glicerol
(98%) e producdo simultdnea de hidrogénio e etanol foi a bactéria isolada

denominada de Klebsiella pneumoniae BLb01

B) A aplicagdo de planejamento experimental do tipo Plackett-Burman,
Fatorial Fracionario e Delineamento Cental Composto Rotacional permitiu a
proposigcdo de um modelo para trabalhar em condi¢des otimizadas de fermentagéo.
A otimizacdo do processo aumentou a producéo de H, de 29,8 para 44,9 % mol de
Ha..

C) Os métodos de pré-tratamento (dessecacgdo; térmico; &cido; bésico e
congelamento), aplicados ao consoércio microbiano ambiental utilizando o subproduto
glicerol, para o enriquecimento da producdo de hidrogénio, mostraram que é
possivel utilizar outras fontes de carbono como substituto do acucar, ou do amido
para producdo de hidrogénio. Os pré-tratamentos com calor, tais como, o de
dessecacdo e o térmico acusaram os melhores resultados na producdo de

hidrogénio, e eficiéncia de degradacéo do glicerol.
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