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Resumo: O glicerol é o principal bioproduto obtido durante a sintese de oleos vegetais e gordura animal e é gerado em
grandes quantidades durante a producdo de biodiesel. Glicerol é um co-produto de muitos processos industriais tornando-
se um substrato potencialmente atrativo para a producdo bacteriana de produtos de valor agregado. Uma alternativa
para utilizacéo do glicerol é a sua conversao em bioprodutos como, 1,3-propanodiol, hidrogénio e outros. A transformacéo
do glicerol por processos biotecnologicos pode ser economicamente viavel ja que existe uma grande necessidade de
buscar alternativas para a utilizagdo deste produto evitando que se torne um problema no futuro devido a sua
acumulacdo. O presente trabalho teve como objetivo utilizar glicerol residual proveniente da producdo de biodiesel
como fonte de carbono para a producdo de subprodutos de valor agregado por via biotecnolégica. Nos experimentos
foram utilizados bioreatores submersos de volume de 2L com 70g/L de glicerol residual de grau de pureza 80,93%.
Os reatores foram inoculados com 10% de consércio microbiano ambiental, previamente tratado (20 min. a 90°C). A
andlise dos produtos formados foi determinada por cromatografia de alto desempenho (HPLC). Observou-se que houve
consumo total do glicerol residual ap6s 32 horas com uma producéo de 19,92 g/l de 1,3 propanodiol.
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1 Introducéo

O desenvolvimento de pesquisas para a producédo
de bio-combustiveis alternativos tem sido bastante
significativo nos ultimos anos, devido principalmente a
preocupacdo com a exaustdo das reservas de combustiveis
fosseis, como por exemplo, o petréleo. Desta forma a
producdo de biodiesel e bioetanol tém emergido como uma
das estratégias mais viaveis no que diz respeito a fontes
ndo convencionais de energia. Dentre os combustiveis
renovaveis mais promissores destaca-se o biodiesel. Este
produto é, em geral, obtido a partir da transesterificacdo de
Oleos vegetais com dalcoois (metanol e etanol), usando
catdlise bésica ou pela esterificacdo desses materiais na
presenca de catalisadores acidos. A grande producéo de
biodiesel leva também a formagdo de bioprodutos
secundarios, entre eles, o glicerol.

O glicerol é gerado em grandes quantidades
durante a producdo de biodiesel. Para cada 1000 kg de
biodiesel produzidos pela transesterificacdo de Oleos
vegetais e gordura animal, 100 kg de glicerol sdo gerados.
Logo, com o aumento evidente da producdo deste
biocombustivel no Brasil e no mundo, o glicerol residual

vai passar a ser um subproduto excedente. Este grande
aumento na producdo de biodiesel j& surgiu efeito no
preco do glicerol, o qual caiu drasticamente nos Gltimos
dois anos (Yazdani & Gonzalez, 2007). A composi¢do do
glicerol residual varia dependendo do tipo de semente
utilizada e do processo de produgdo do biodiesel.
Geralmente, a producéo de residuos contendo altos niveis
de glicerol é gerada, na maior parte, de industrias que
usam gordura animal ou OGleos vegetais como matéria-
prima. Por exemplo, a indistria olequimica gera residuo
contendo de 55 a 90 % de glicerol (Yazdani & Gonzalez,
2007).

A conversdo microbiana de glicerol a varios
compostos tem sido investigada com foco particular na
produgdo de 1,3 propanodiol, o qual pode ser aplicado
como ingrediente na producgdo de poliesteres. Entretanto, a
producdo biolégica de H, e etanol de glicerol sdo também
atrativos porque o H, é considerado uma fonte de energia
limpa e etanol poderd ser usado como material bruto e
como um suplemento para gasolina (lIto et al, 2005).

Ha pelos menos 50 anos sabe-se que glicerol é
fermentado por bactérias anaerodbias facultativas a 1,3-
propanodiol, etanol, 2,3 butanodiol, &cido acético e latico.
Destas substancias 1,3-propanodiol merece destaque como
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mondémero para producdo de poliésteres, poliéteres e
poliuretanos, entre eles um novo tipo de poliéster,
politrimetileno tereftalato, conhecido como PTT. Pode ser
usado também como um extensor de cadeia para a sintese
de poliuretanos, lubrificantes, solventes e precursores na
indGstria quimica e farmacéutica (Deckwer, 1995). 1,3
propanodiol tém sido principalmente produzido através da
conversdo quimica da acroleina, o qual requer altas
temperaturas, altas pressoes e catalises de alto custo (Biebl
et al., 1992, Chen et al., 2003). Com isso, a utilizacdo de
microrganismos para a sua producdo poderia diminuir
grandemente o0s custos de produgdo. Somente poucos
organismos, a maioria deles bactérias, sdo capazes de
formar o 1,3 propanodiol, entre eles, enterobactérias do
género Klebsiella (K.pneumoniae), Enterobacter (E.
agglomerans), e Citrobacter (C.freundii), lactobacilos (L.
brevis e L. buchneri) e clostridiums dos grupos C.
butyricum e C. parteurianum (Chen et al., 2003, Cheng et
al., 2005, Barbirato et al., 1998, Biebl et al., 1992).

O hidrogenio é uma fonte de combustivel ideal,
pois quando queimado no ar, produz energia limpa sem
poluicdo e sem producdo de gases do efeito estufa (Cheong
& Hansen, 2007). Para a producdo de hidrogénio e etanol,
poucos estudos tém sido realizados utizando glicerol
residual como fonte de carbono. O trabalho desenvolvido
por Ito et al (2005), é um dos Unicos artigos voltados
especificamente para a producgéo de etanol e H, a partir do
glicerol residual proveniente da producdo de biodiesel.
Neste trabalho, os autores utilizaram o microrganismo
Enterobacter aerogenes HU-101, isolado de um lodo
metanogénico. Os resultados com fermentacdes batelada
mostraram bons rendimentos de etanol e H, com glicerol
residual (0,67 mol/mol glicerol e 0,71 mol/mol glicerol,
respectivamente), quando comparados com ensaios com
glicerol puro (0,89 mol/mol glicerol e 0,86 mol/mol
glicerol, respectivamente).

Varios trabalhos publicados citam a utilizagao de
lodo de tratamentos domesticos ou industriais como
substrato para a producdo fermentativa de hidrogénio e
subprodutos, como etanol e acidos. O lodo oferece varias
vantagens sobre 0 uso de outras fontes de biomassa, pois é
disponivel a pouco ou nehum custo e é produzido em
grandes quantidades (Massanet-Nicolau et al., 2008,
Cheong & Hansen, 2006 ). Um grande nimero de éspecies
de bacterias (isto €, anaerébios obrigatérios e facultativos,
aerdbios, cinobactérias e bactérias fotossintéticas) tém se
mostrado produtores de hidrogénio (Cheong & Hansen,
2006).

O presente trabalho teve como objetivo utilizar
glicerol comercial e glicerol residual, proveniente da
producdo de biodiesel, como fonte de carbono para a
producdo de subprodutos como 1,3 Propanodiol e
hidrogénio utilizando consércio microbiano ambiental.

2- Materiais e Métodos

2.1- Obtencdes do lodo e do glicerol residual

O lodo foi obtido de um reator UASB proveniente
de uma empresa local (Solae Company, Brazil). O glicerol
residual foi obtido da empresa BsBios (Passo Fundo, RS,

Brazil). O glicerol residual continha: 80,93% de glicerol,
6,65% NaCl e o restante era composto de umidade e
cinzas. O pH éde 7,26.

2.2- Cultivos em bioreatores

Nos experimentos foram utilizados bioreatores
submersos de volume 2L com 70g/L de glicerol residual
de grau de pureza 80,93%. Um experimento controle com
glicerol comercial foi realizado nas mesmas condig@es. Os
reatores foram inoculados com 10% de consdrcio
microbiano ambiental, previamente tratado (20 min. a
90°C). As condigdes de operacdo foram: T: 35°C, pH 7,0,
250 rpm. O meio de cultivo utilizado continha: 4 ¢
(NH4),S04; 0,125 g K;HPO,; 0,12 g MgSO,. 7H,0;
0,025g FeSO,. 7H,0; 0,005 g CuSO,. 5H,0; 0,125 g
CoCl,.6H,0. Os reatores operaram em anaerobiose com
adicdo inicial de nitrogénio.

2.3 — Analises cromtatograficas

A analise dos produtos formados foi determinada
por cromatografia de alto desempenho (HPLC),
equipamento Shimadzu equipado com uma coluna
Aminex HPX-87H (Bio-Rad) e detector de indice de
refragdo, fase movel acido sulfdrico 0,005 M (0,8
mL/min) na temperatura de 65°C. Andlises de hidrogénio
foram realizadas por cromatografia gasosa utilizando uma
coluna Poropag Q.

3- Resultados e discussao

Os ensaios realizados em bioreator com
consorcio microbiano ambiental tiveram bons resultados
com relacdo a utilizagao do glicerol. Ambos os cultivos,
com glicerol residual e comercial, consumiram a
quantidade total de glicerol em 48 horas. As figuras 1e 2,
mostram o0s cultivos realizados com glicerol comercial e
glicerol residual, respectivamente.
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Figura 1. Cultivo anaerébio com glicerol comercial. Os
simbolos indicam: (- m - ) glierol residual, (-e-) 1,3 propanodiol,
(-o-) &cido acetico, (-A-) &cido butirico.
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Figura 2. Cultivo anaerébio com glicerol residual. Os simbolos
indicam: (- m -) glierol residual, (-e-) 1,3 propanodiol, (-o-) acido
acetico, (-A-) acido butirico.

De acordo com a figura 1, pode-se observar o total
consumo do glicerol comercial em 32 horas com uma
producdo de 1,3 Propanodiol maxima de 22,84 g/l. A
producdo com glicerol residual foi um pouco menor, 19,92
g/l, mas houve um consumo total de glicerol ap6s 32 horas
de cultivo. As tabelas 1 e 2 mostram os resultados dos
cultivos em bioreatores.

Tabela 1: Cultivo com glicerol comercial.

Tempo | Glicerol | 1,3propa | Acido Acido

(h) (a/h) nodiol Acético butirico
(9/1) (9/1) (9/1)

0 58,24 0 0 0

4 41,65 0 0 0,04

8 37,65 0,46 0 0,04

12 33,4 3,99 0,14 0,03

24 9,6 17,77 0,3 0,32

32 0,1 22,84 0,34 0,45

48 0 22,66 0,38 0,47

72 0 20,73 0,44 0,5

Tabela 2: Cultivo com glicerol residual.

Tempo | Glicerol | 1,3propa | Acido Acido

(h) (a/h) nodiol Acético butirico
(9/1) (9/1) (9/1)
0 57,83 0 0 0
4 44 0 0 0
8 37,24 0 0 0
12 30,94 2,33 0 0
24 19,4 6,4 0 0
32 0,6 19,92 0,4 0
48 0 18,29 0,4 0,26
72 0 15,4 0,39 0,35

Os rendimentos foram de 0,40 mol/mol com glicerol
comercial e 0,44 mol/mol com glicerol residual mostrando-
se proximos aos resultados obtidos por outros autores
(Zeng et al., 1997). Houve a producdo de acidos em
pequenas quantidades durante a fermentacdo, como
mostrado nas figuras 1 e 2. Estes acidos estdo relacionados
com os bioprodutos de fermentagao das bactérias existentes
noconsdrcio microbiano. Enterobactérias, como klebsiella

pneumoniae e Citrobacter freundii tem como principais
bioprodutos &cido acético e etanol. J& espécies de
Clostridium sdo conhecidas por formar somente &cido
butirico como bioproduto. Isto indica que o consorcio
microbiano utilizado neste trabalho continha ambas as
espécies citadas.

A producdo de hidrogénio foi realizada em
apenas uma coleta de amostra do bioreator com glicerol
residual, em 24 horas de cultivo. Foi observado um
rendimento de 0,3 mol/mol de hidrogénio com uma taxa
de produtividade volumétrica de 0,62 mmol.I*.h™. Os
resultados de produtividade para o hidrogénio variam
muito na literatura, sendo que a maior parte das
publicactes utiliza agticar como fonte de carbono.

4. Concluséo

A degradacdo do glicerol residual pela acdo de
microrganismos presente no lodo foi totalmente
satisfatoria, visto que ocorreram 100% de degradacdo do
mesmo, somado ao fato da producdo de 1,3-propanodiol,
produto altamente utilizado como precursor na indistria
guimica e farmacéutica. No presente processo o lodo
utilizado torna-se uma alternativa viavel para diminuir
custos de producédo e impacto ambiental.

4. Proximas etapas

De acordo com os resultados obtidos nos bioreatores, as
etapas seguintes que j& foram realizadas foram o
isolamento das bacterias do lodo em experimento idéntico
ao apresentado neste artigo com glicerol residual e a
selecdo das bactérias isoladas também ja foram realizadas.
Cultivos com as bactérias isoladas estdo em andamento
para identificar as mehores produtoras de 1,3 propanodiol
e hidrogénio. As préximas etapas a serem realizadas
serdo:

¢ Identificacdo das bactérias produtoras por técnica
de 16S rRNA e testes bioquimicos;

e Estratégias em bioreatores batelada e batelada
alimentada com controle de pardmetros como
pH, temperatura e aeracéo;

e Planejamento experimental para otimizar as
condigdes de cultivo;
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