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RESUMO

COELHO, D. G. Campinas: UNICAMP, agosto, 2014. 152 fls. Projeto de Tese (Doutorado em
Engenharia Quimica)- Departamento de Desenvolvimento de Processos Quimicos da Faculdade

de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas.

Para a evolugdo da ciéncia e melhoramento na qualidade de vida, o uso da tecnologia é
imprescindivel para solucionar os problemas relacionados com o uso desenfreado dos recursos
naturais e poluicdo ambiental. A substituicdo de recursos ndo renovdveis tem se apresentado
como uma solucao alternativa, na qual uma nova rota para a producio de 4cido propanodico estd
inserida nesses preceitos. Atualmente a larga escala de produgdo do 4cido propandico advém da
rota petroquimica, e a utilizacdo da glicerina para a producio de dcidos organicos se tornou uma
alternativa para amenizar os danos sensiveis ao meio ambiente. No entanto, a tese apresentada
retrata de uma alternativa de sintese do 4cido propandico por rota fermentativa, neste sao
apresentadas as etapas do processo, desde a matéria-prima ao produto final. Neste ambito surgem
os estudos de andlise e selecdo do meio de cultura apresentando o direcionamento na escolha de
alguns sais, do extrato de levedura e da concentragdo de glicerina em relacdo ao rendimento,
eficiéncia e conversdao em 4cido propandico, nesse estudo foi possivel obter um rendimento de
80% na producdo do acido propandico, uma eficiéncia de 99 % e conversdo de 67 % para as
concentracoes de 20 g/ para a glicerina, 15 g/LL para o extrato de levedura, 3 g/L para o
NH4H,PO,4 (g/L) e 1 g/L. de KH,PO4 (g/L); o desenvolvimento de um processo inovador e de alto
potencial industrial que foi realizado através de um processo de fermentacdo anaerdbica parcial
na qual houve um consumo total do reagente alimentado e 100% de rendimento, obtendo como
produto final da fermentacdo o dcido propandico e o dcido succinico, quando comparada com a
fermentacdo convencional no qual foi obtido apenas o dcido propandico e apresentado residuo
no final do processo, o substrato; o estudo da influéncia do efeito combinado da concentragdo de
acido propandico e da temperatura no processo fermentativo em que foi possivel obter de 83 a 97
% de rendimento e uma conversdao de 100% utilizando a temperatura de 30 °C; a escolha do

modelo e estimativa dos parametros cinéticos em funcdo da temperatura, onde os parametros
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cinéticos foram calculados para o modelo ndo estruturado e ndo segregado através do método de
otimizagdo por algoritmo genético obtendo uma maior reprodutibilidade para as faixas de estudo;
e a separagdo do 4cido propandico do meio fermentado utilizando um sistema evaporativo, neste
o meio fermentado obtido foi facilmente separado através do pré-tratamento por separaciao
sOlido-liquido e obtida a separagdo do acido propandico dos demais componentes do meio

fermentado no condensador externo na pressdo de 100 mbar e temperatura de 130 °C.

Palavras-chave: glicerina; dcido propandico; fermentacdo; modelagem matemadtica; separagdo.

viii



ABSTRACT

COELHO, D. G. Campinas: UNICAMP, agosto, 2014. 152 fls. Projeto de Tese (Doutorado em
Engenharia Quimica) - Departamento de Desenvolvimento de Processos Quimicos da Faculdade

de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas.

For the evolution of science and improvement in quality of life, the use of technology is essential
to solve the problems related to the rampant use of natural resources and environmental pollution.
The substitution of non-renewable resources has emerged as an alternative solution, in which a
new route for the production of propionic acid is inserted in these precepts. Today the large scale
production propionic acid comes from petrochemical route, and the use of glycerin to produce
organic acids has become an alternative to mitigate the environmentally sensitive damages that
are a priori, a requirement for actually possible remain competitive in the market. However, the
thesis presented portrays an alternative synthesis of propionic acid by fermentative route, this are
the steps of the process, from raw material to finished product. In this context the study of
analysis and selection of culture media presenting the guidance in the choice of some salts, yeast
extract and glycerin concentration in relation to the performance, efficiency and conversion in
propionic acid, this study arise was possible to obtain a yield 80% propionic acid in the
production of an efficiency of 99% and 67% conversion for the concentration of 20 g / L
glycerin, 15 g / L of yeast extract, 3 g/LL NHsH,PO4 to (g/L) and 1 g / L of KH,PO,4 (g/L); the
development of a novel and high potential industry process was carried out through a process of
anaerobic fermentation part in which there was complete consumption of the supplied reagent
and 100% yield, obtained as an end product of fermentation propionic acid and succinic acid
compared with conventional fermentation in which was only obtained propionic acid and the
residue submitted at the end of the process the substrate; the study of the influence of the
combined effect of concentration and temperature propionic acid in the fermentation process it
was possible to obtain 83-97% conversion and a yield of 100% using a temperature of 30 °C; the
choice of the model and estimation of kinetic parameters depending on the temperature, where
the kinetic parameters were calculated for the model unstructured and not segregation by the

method of optimization by a genetic algorithm for obtaining greater reproducibility study tracks;
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and separating propionic acid fermentation broth using an evaporative system, in the fermentation
medium was readily obtained by separate treatment by solid-liquid separation and separation of
the obtained propionic acid from the other components of the fermentation broth external

condenser at a pressure of 100 mbar and temperature of 130 °C.

Key-words: glycerin; propionic acid; fermentation; mathematic model; separation.
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CAPITULO I — Introducio

CAPITULO I - INTRODUCAO

Em anos recentes, pesquisas na busca de processos que sejam inovadores,
vidveis e que ndo causem danos sensiveis ao meio ambiente sdo, a priori, uma exigéncia

para que de fato seja possivel se manter na concorréncia do mercado.

Dentro deste ensejo que uma gama de processos surge como alternativas na
obtencdo de produtos anteriormente derivados de processos petroquimicos. Os
biocombustiveis, como o etanol e o biodiesel, estdo entre a maioria das fontes promissoras
para a substitui¢cdo de combustiveis fosseis (Posada et al., 2012). No entanto, o excesso de
glicerol gerado desta producdo, na qual compreende cerca de 10% em massa, pode tornar-

se um problema ambiental, uma vez que ndo é processado pelo meio ambiente.

Apesar do fato de que vdrias alternativas emergentes t€ém sido propostas para
valorizar o glicerol proveniente da produc¢do de biodiesel, o grande pilar é encontrar
alternativas que fornecam uma solucio rapida em curto prazo, para evitar o descarte ou
venda de glicerol em bruto (Leoneti et al., 2012). A maioria das aplicacdes comuns de
glicerol faz uso em sua forma purificada/destilada ou bruta do produto. No entanto, devido
ao baixo custo do glicerol bruto, a sua utilizacdo como glicerol purificado deve ser

justificado devido ao custo de purificacdo ou destilagdo ser elevado (Leoneti et al., 2012).

Nesta gama limitada de aplicagdes o glicerol estd inserido em dois pilares
segundo Leoneti et al., (2012), um grupo que inclui a conversiao quimica ou bioquimica do
glicerol em produtos de valor agregado, seja ele bruto ou purificado, que nesse contexto
estd inserido os produtos quimicos (1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, dcido succinico,
acido propandico, acido citrico, pigmentos, biossurfactantes), aditivos de combustivel,

producdo de hidrogénio, o desenvolvimento de células a combustivel, e producio de etanol
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CAPITULO I — Introdugio

ou metanol citados pelos autores Posada et al. (2012), Leoneti et al., (2012), Chatzifragkou
et al., 2011; e a outra alternativa que compde um cendrio de transicdo a curto prazo, tais
como a alimentacdo animal, co-digestdo e co-gaseificacdo e tratamento de residuos, que
possui uma aplicacdo pratica, sem qualquer outro tratamento de glicerol como o elemento

chave.

Em virtude de muitos estudos apontarem a rota por conversdo quimica ou
bioquimica ser invidvel conforme citado por Leoneti ef al., (2012), estudos realizados por
Posada et. al. (2012) mostrou, com base em critérios técnico-econdmico da produgdo de
nove produtos de valor agregado a partir de glicerol e a purificagdo da glicerina, que ndo sé
os requisitos de qualidade foram alcangcados com éxito, mas que todos 0s processos eram

rentaveis.

Dentro deste ensejo, sendo a utilizacdo da glicerina purificada uma rota rentavel
na obtencdo de produtos de valor agregado vdrios sdo os produtos quimicos que podem ser
obtidos, a depender do tipo de micro-organismo, conforme apresentado por Papoutsakis e
Meyer (1985), Barbirato et al. (1997), Himmi et al. (2000) e Yazdani e Gonzalez (2007). A
escolha do dcido propandico como objeto de estudo circunda no fato de ser um produto
quimico também proveniente atualmente da rota petroquimica Paik e Glatzer (1994) e
Playne (1985) e por apresentar uma gama de aplicagdes seja em sua estrutura como acido
ou em forma de sal tendo uma gama de aplicagdes, tais como conservantes em alimentos,
racdes para animais, quimica fina, produtos farmacéuticos dentre outros, conforme citados

por Playne (1985).

No entanto, para a fermentagdo propidnica, a rota mais conhecida e estudada € a
que utiliza a propionibacteria como micro-organismo a qual foi estudado por Wood e
Werkman (1935); Barbirato et al. (1997); Himmi et al. (2000) e Zhang e Yang (2009)

utilizando o glicerol como substrato, seja em bruto ou purificado.

N3ao obstante a dificuldade de processos biotecnoldgicos para a fermentaciao da
glicerina circunda na dificuldade de obtenc¢do de altos rendimentos, conforme estudado por

Posada et al., (2012), no qual através de estudos, notou que as despesas de consumo se
Tese do Doatorads - ﬂa/m do Gusmi Coilho
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elevam com o aumento do rendimento global da fermentacdo e com a diminui¢do da
concentracdo de glicerol nos meios de fermentacdo. Este comportamento pode ser
explicado pelo ineficiente uso de glicerol, durante o processo de fermentacdo e de maior
exigeéncia dos servigcos. Por isso a necessidade de se estudar um processo que aumente o
rendimento, € como a propionibacteria € uma bacteria anaerdbica facultativa, exploracao

maior da rota torna-se uma op¢ao.

Uma alternativa é o estudo de uma rota do micro-organismo através da nao
restricdo do oxigénio que € a producdo de acido propandico por processo de anaerobiose
parcial, ou seja, o processo biotecnoldgico ocorre sem adi¢do de nitrogénio no meio
fermentativo o que diminuiria o gasto com nitrogénio e poderia ser capturado mais
facilmente pelas industrias, pois viabilizaria a produ¢do do 4cido propandico em dornas de
fermentagdio aerdbicas. E importante ressaltar que uma recente publicacio estudou o
metabolismo aerdbico da Propionibacteria acidipropionici no xarope de cana de agucar e
em virtude da presenca de um composto presente no xarope seria responsavel por simular o

metabolismo anaerdbico (Bassalo, 2013).

Porém, para o desenvolvimento de um produto se faz necessario avaliar todas
as etapas inerentes ao processo, ndo somente a etapa de produgdo. Portanto, estudos
realizados por Goswani e Srisvastava (2000a), Feng et al. (2000), Coral (2008) avaliaram
os perfis cinéticos dos micro-organismos, porém utilizando a rota convencional, com
restricdo de oxigénio, e foi possivel representar o processo de forma eficaz. Desta forma a
avaliacdo e modelagem deste processo pela rota ndo convencional também se faz

necessario para uma boa reprodutibilidade do processo.

Por outro vértice, o processo de separacdo e purificacdo em processos
biotecnoldgicos no espectro global corresponde ao custo de uma parcela de 10% do custo
total de um processo (Dechow, 1989). Portanto, serd apresentado uma alternativa de
separacdo, a destilagdo molecular, com o objetivo de obter o produto mais concentrado

avaliando a resposta do processo.
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OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Levando em conta as tendéncias comentadas objetivou-se neste trabalho um
estudo da aplica¢do do glicerol purificado, glicerina, na obtencdo de um produto de alto
valor agregado o dcido propandico, indicando rotas alternativas e inovadoras para obtencao

de seu produto final.

Portanto, o objetivo principal abarca o estudo da produgdo do acido propandico
utilizando um processo de anaerobiose parcial e a purificagdo do dcido propandico do meio
fermentado utilizando o evaporador de passo curto como opg¢des inovadoras, com a
modelagem e simulacdo deste processo. Para tanto, na producdo do dcido propandico foram
investigados os efeitos dos componentes do meio de cultura em escala de bancada (shaker),
executada a fermentacdo em escala de bancada (biorreator) comparando com a fermentagao
convencional, e realizada fermentacdes com variacdes na concentracdo de glicerol e
temperatura do processo; na modelagem foram determinados os pardmetros do modelo
matematico do processo através dos dados experimentais; e para a purificacdo do 4cido
propandico foram avaliadas a influéncia das varidveis de operacdo, temperatura e pressao,

do evaporador de passo curto utilizando o meio sintético e o meio fermentado.

1.1.2 Objetivos especificos

Para atingir os objetivos gerais deste trabalho, as seguintes etapas, ou objetivos

especificos foram realizados:

i. Estudo do efeito dos componentes do meio de cultura na fermentacao
propionica. Foram estudadas a influéncia das varidveis que compdem o meio
de cultura (glicerina, extrato de levedura, KH,PO4, NHsH,PO,4), quanto ao
rendimento, eficiéncia e conversdo em produzir 4cido propandico no processo
de fermentacdo propidnica utilizando a Propionibacteria. As andlises foram

realizadas através do software STATISTICA 7.0.
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ii. Propor um processo fermentativo alternativo e comparar com o
método existente via estudo do perfil cinético da fermentacio e nas analises
de consumo de CHN Nesta etapa, foram avaliadas as fermentacOes em
condi¢des de anaerobiose parcial, proposto, e anaerobiose total utilizando as

condi¢des do meio de cultura avaliadas anteriormente.

iii. Levantamento dos dados cinéticos da fermentacdo propionica. Para a
execucdo, e avaliagdo dos perfis cinéticos foram realizadas 13 bateladas, na
qual foram avaliadas para cada ensaio a producdo de &cido propandico,
consumo de substrato e crescimento microbiano de uma linhagem de bactéria

P. acidipropionici.

iv. Estudo das variaveis na fermentacio propionica. Através dos ensaios
realizados na etapa anterior avaliar o consumo de glicerina, concentragdo de
acido propandico produzido, conversio e rendimento da fermentacio
propidnica para as variacOes na temperatura no intervalo de 30 a 36 °C e

concentracoes de glicerina de aproximadamente 20, 40 e 60 g/L.

v. Modelagem da cinética de fermentacdo. Utilizando um modelo
matematico existente, os parametros cinéticos foram estimados utilizando os
dados experimentais da etapa anterior. Para o ajuste dos parametros do modelo
utilizou-se uma sub-rotina de otimizagdo, algoritmo genético, desenvolvida no
MATLAB 7.0.

vi. Estudo da separacao do acido propandico do meio fermentado e do
meio cinético. Apresentar um método que promovesse a separagdo de dcidos
organicos do meio fermentado, para este estudo foi utilizado o evaporador de
passo curto.

Vii.
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1.2 ORGANIZACAO DO TRABALHO

Esta tese de doutorado foi dividida em capitulos, nos quais sdo abordados os

seguintes temas:

O capitulo 2 apresenta a “Revisao Bibliografica” onde sdo abordados os
processos fermentativos dando énfase a fermentacdo propidonica quanto as matérias-primas
e as varidveis de processo. Apresentam-se também neste capitulo os modelos cinéticos dos

processos fermentativos e as técnicas de separacdo mais utilizadas em bioprocessos.

No capitulo 3, “Estudo da influéncia do meio de cultura na fermentacgao
propidnica”, foi apresentado um anélise da influéncia do meio de cultura, a saber: glicerina,
extrato de levedura, KH,PO,, NHsH,PO, com o intuito de avaliar o rendimento, a
eficiéncia e a conversdo da fermentacdo propidnica por Propionibacterium acidipropionici
utilizando a glicerina como substrato. Visando tracar as concentragdes do meio de cultura a

ser utilizado no processo fermentativo.

No capitulo 4, “Fermentagdo da glicerina para a produgdo de acido
propanoico”, foi apresentada a metodologia e os perfis cinéticos das fermentacdes em
condi¢des de anaerobiose parcial e anaerobiose total para a identificacdo do processo com
maior consumo de CHN e, portanto mais vantajoso para um processo industrial.
Apresentam-se também neste capitulo o levantamento dos dados cinéticos e o estudo da
influéncia da temperatura e da concentracio de glicerina na fermentagdo propidnica para o

processo escolhido.

No capitulo 5, “Modelagem matematica”, foram otimizados os parametros
cinéticos de um modelo matemético ndo segregado e ndo estruturado existente, utilizando o
algoritmo genético com dados de fermentacdo anaerdbica parcial em funcdo da
temperatura. Para tanto, utilizou-se o como ferramenta o software MATLAB 7.0 e o

método de Runge-Kutta para a simulacdo do modelo.
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No capitulo 6, “Avaliacdo da purificacdo do acido propandico utilizando um
sistema evaporativo” foi apresentada toda a metodologia empregada no procedimento de
preparacdo para a separacdo do sistema liquido-liquido na qual abrangeu a separacdo
sOlido-liquido do meio fermentado e a neutralizacdo do caldo fermentado. Com base nas
etapas preliminares, promoveu a separacdo de alguns componentes do meio fermentado do
dcido propandico através da investigacdo da separacdo na purificacdo do 4dcido propandico

proveniente do meio fermentado e do meio sintético.

O capitulo 7, “Conclusdes” apresenta as conclusdes obtidos durante o

desenvolvimento de todo o trabalho.

No capitulo 8, “Sugestdes para trabalhos futuros” apresentam as sugestdes para

os futuros trabalhos tendo como base o trabalho e resultados discutidos.

No capitulo 9, “Referéncias” estdo apresentadas as referéncias utilizadas no

decorrer do trabalho.

A Figura 1.1 apresenta uma visdo ampla do objetivo da tese de doutorado

circundando desde os processos quanto as matérias-primas e produtos.
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Figura 1.1 - Fluxograma do projeto destacando cada uma de suas etapas e seus produtos
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1.3 DESAFIOS CIENTIFICOS E TECNOLOGICOS

O grande desafio para tornar o processo do 4cido propandico competitivo em
potencial consiste em propor solucdes que tratem da limitacdo da conversao provocada pela
considerdvel inibicdo da reacdo pelo produto principal, resultando em uma baixa
concentracdo final de dcido propandico, bem como apresentar processos alternativos que
maximizem o consumo de substrato, e que diminua o tempo de fermentacdo reduzindo

portanto, os custos a ele relacionados.

O fato da concentragdo do produto desejado ser baixa eleva os custos na etapa
de purificacdo. Desta forma, a necessidade de busca de processo fermentativo alternativo
bem como determinar as condi¢des Otimas de operacdo que possam contribuir para um
aumento da conversdo € imprescindivel para o desenvolvimento de um processo eficiente e

competitivo, bem como a purificacdo do produto desejado do meio fermentado.

A motivacdo desse trabalho se baseia na ideia de desenvolver um processo
alternativo utilizando como substrato uma fonte verde e renovdvel, a glicerina, na obtengao
do 4cido propandico via processo fermentativo e executar a separacdo do dcido propandico.
Portanto, serdo apresentadas as técnicas no desenvolvimento da sintese do dcido propandico
por uma rota inovadora de processo por ser um processo biotecnoldgico, na qual atualmente
¢ obtido da via petroquimica, bem como por utilizar um processo ndo convencional pela

propionibacteria a anaerobiose parcial.

Tese de Doutorads - ﬂa/a/m de fa‘x’mfa Costho



CAPITULO II — Revisdo bibliogrifica

CAPITULO II - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FERMENTACAO

A fermentagdo por defini¢do do diciondrio Aurélio consiste “na transformagao
quimica provocada por fermento vivo ou por principio extraido de fermento”. Ou seja, de
uma forma mais abrangente, fermentacdo é o termo designado ao processo que ocorre
quando um micro-organismo degrada e se reproduz a partir de uma fonte de nutrientes
organicos, visando a obtencao de energia produzindo diversos bioprodutos. Os bioprodutos
sdo definidos a partir do tipo de micro-organismo, do substrato, e das condi¢des de

processos.

Virios sdo os processos fermentativos e destes podemos citar a fermentacao
alcodlica, fermentacdo ldtica, fermentacdo acética, fermentacdo citrica, fermentacio

propidnica, das quais sdo nomeados de acordo com o produto majoritario da reacao.

O trabalho em questdo fard mencdo ao processo de fermentacdo propidnica,

pois € o caso de estudo.
2.1.1 Fermentacao propionica

A fermentacdo propidnica € o processo de fermentacdo que tem como produto
majoritario o 4cido propandico, e tem grande potencial industrial devido a gama de 4cidos
carboxilicos que pode formar; podendo produzir como produtos secunddrios ou
intermedidrios o acido acético, dcido succinico, 4cido acrilico, dcido fumarico e propanol
(Papoutsakis e Meyer, 1985). Ao mesmo tempo, a competitividade da producdo do acido
propandico por rota microbiana frente a rota petroquimica pode ser limitada devido ao

baixo rendimento devido ao nivel elevado de co-produtos (Himmi et al., 2000).
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Para um processo que utiliza como micro-organismo a propionibacteria, os
principais substratos (glicose, glicerina e dcido lético), bioprodutos e enzimas envolvidas
estdo apresentados na rota propionato-succinato na Figura 2.1 segundo Zidwick et

al.(2013).

GLICERINA

NAD* —. | — ATP
MADH + H* -—/\1;--- ADP

DHAP ra GLICOSE

NAD* —. ADP  ATP
NADH + H* =—|— ADP
= ATP

ACIDO PROPANOICO | |ACIDO ACETICO|| CO2|  ppp

I I " —ADP
| ATP =} NADH + H *‘

| \ NAD+ | —= ATP
A

\\5 ADP s \ Pyruvate <7TI ACIDO LATICO I

~— Propionyl CoA

/  L———= bioinCO, —|, FLH, FL
." —————— biotin =~
J, (S)-Methylmalonyl CoA
CoA transferase 7 Oxalacetate
| (R}-Methylmalonyl CoA — NADH + H*
| —= NAD+*
III'.. 6 B1E-I"|1L.Itaﬁe Malate
\ 3
\ Succlnyl CoA J\t H,0
SR 4 2H
Succinate - —————- Succinate - ’/ < Fumarate
ATP ATP

Figura 2.1 - Fermentacdo da glicose, 4cido latico e glicerina (enzimas envolvidas 1 (S)-
methylmalonyl- CoA-pyruvatetranscarboxylase, 2 malatedehydrogenase; 3 fumarase, 4
fumaratereductase, 5 CoAtransferase, 6 (R)-methylmalonyl-CoAmutase, and 7 methylmalonyl-

CoAracemase) (Adaptado de Zidwick et al. 2013).

Através da rota propionato-succinato, temos o processo de glicdlise, onde os
nutrientes sao degradados para a formacdo de piruvato e posteriormente seus bioprodutos

(Zidwicket al., 2013; Papoutsakis e Meyer, 1985; Playne, 1985).
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Desta forma as equacdes estequiométricas para os substratos na producdo do
dcido propandico segundo Zidwick et al.(2013); Papoutsakis e Meyer (1985); Zhang e
Yang (2009); Sherman e Shaw (1923), seguem abaixo.

e Fermentacdo propidnica tendo como substrato a glicose:

1,5 glicose—2 4cido propandico + 1 4cido acético+ 1CO,+1H,0

e Fermentacdo propidnica tendo como substrato o dcido l4tico:

3,0 4cido latico—2 4cido propandico + 1 4cido acético+ 1CO,+1H,0

e Fermentacdo propidnica tendo como substrato o dcido maélico:

3,0 4cido malico—2 4cido propandico + 1 4cido acético+ 4CO,+1H,0

e Fermentacao propidnica tendo como substrato a glicerina:

1,0 glicerol—1 4cido propandico + H,O

Apesar da variedade de substratos, uma maior eficiéncia da fermentacio
propidnica pode ser esperada em virtude de possuir um maior nivel de redu¢do (Himmi etz.

al., 1999).

De uma forma mais detalhada da rota da fermentacdo propidnica utilizando

como substrato a glicerina, temos a Figura 2.2.
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Figura 2.2 - Producdo de 4cido propandico pela fermentacdo da glicerina por P. acidipropionici.

(Adaptado Zhang e Yang, 2009).
2.1.2Matéria-prima para producao de acido propanéico por rota fermentativa

Existe uma vasta gama de matérias-primas disponiveis para a producdo de

acido propandico tanto em relagdo ao substrato, quanto a0 micro-organismo.

A fermentacdo propidnica ocorre por bactérias de diversos géneros. Entretanto,

as mais estudadas estdo apresentadas na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Micro-organismos e substratos utilizados na fermentag¢ao propionica.

Micro-organismo Substrato Referéncias
Clostridium propionicum Lactato Leaver, et al.,1955; Barbirato et al.,
1997
Propionibacterium acidipropionici Lactose Sherman e Shaw, 1923; Lewis e
Yang, 1992a; Lewis e Yang, 1992a;
Goswani e Srisvastava, 2000a;
Goswani e Srisvastava, 2000b; Hsu
e Yang, 1991
Glicerina Wood e Werkman, 1935; Barbirato
et al., 1997; Himmi et al., 2000
Glicose Papoutsakis e Meyer, 1985;
Woskow e Glatz, 1991; Lewis e
Yang, 1992a; Himmi et al., 2000
Lactato Lewis e Yang, 1992a
Sacarose Quesada-Chanto et al.,1994
Hemicelulose Ramsay et al., 1998

Melaco da cana-de-
actcar

Glicerol bruto

Coral, 2008

Zhang e Yang, 2009

Propionibacterium arabinosum Lactato Leaver, et al. 1955
Glicose Wood et al., 1936
Propionibacterium jensenii Sacarose Quesada-Chanto et al., 1994
Propionibacterium thoenii Glicose Guet al., 1988
Propionibacterium acnes Glicerol Barbirato et al., 1997
Propionibacterium freudenreichii Glicerina Himmi et al., 1999; Feng et al.,2011
Himmi et al., 2000
Glicose
Quesada-Chanto et al.,1994
Sacarose
Propionibacterium pentosaceum Glicose Wood et al., 1936;
Glicerina Wood e Werkman, 1938
Propionibacterium shermanii Sacarose Quesada-Chanto et al.,1994

14
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Pode ser observado pela Tabela 2.1 que a Propionibacterium acidipropionici é
a mais estudada e isso se justifica pela grande escala de fontes de carbono que ela pode
sintetizar bem como pelo alto rendimento quando comparado com as demais cepas. Em
estudos realizados por Barbirato et al. (1997) na qual estudou as cepas P. acidipropionici,
P. acnes e P. propionicium foi obtido um maior consumo de glicerol, em torno de 100% e,
um menor tempo de fermentacdo de fermentacdo, aproximadamente 6,57 vezes menor
quando comparado com a cepa P. acnes e de 1,09 vezes menor em relacdo a A.
propionicum; e um rendimento de 84,4 % para a P. acidipropionici em relacdo a 77,0 % e

79,6 % quando comparada as demais cepas, respectivamente.

Barbirato et al. (1997) comparando os trés substratos, glicerina, glicose e 4cido
latico utilizando esta bactéria obteve um rendimento 1,71 vezes menor que a glicose porém,
a quantidade de carbono consumido para a geracdo dos produtos foi de 7,5 % maior. Em
estudos posteriores Himmi et al. (2000) utilizando a glicose e o glicerol como substrato
obteve 79 % de rendimento quando comparado com 53 % utilizando a glicose como

substrato.

O elevado rendimento apresentados pelos autores quando comparados com 0s
demais substratos, pode ser explicado pelo alto grau de reducdo do glicerol bem como a via
metabolica anaerdbia envolvida na sintese do dcido propandico, pois possui um portencial
redox equilibrado e pela sintese de ATP, obtendo um potencial energético. Sendo seu nivel
elevado de conversdo de glicerol em dcido propandico ser também explicado pelo baixo

rendimentos de biomassa conforme apresentado por Barbirato et al. (1997).

No entanto, uma fonte de matéria-prima bastante inovadora € a utilizagdo do
glicerol bruto presente em 4guas residudrias estudadas por Zhang e Yang (2009) no qual
utilizou uma espécie mutante de P. acidipropionici ATCC 4875, fornecendo uma matéria-
prima de baixo custo, porém foi obtida uma baixa produtividade e concentracdo final de

acido propandico.

Tese de Doutorads - ﬂa/m de fa‘s’mfo Cotho
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2.1.3Influéncia das variaveis de processo
2.1.3.1 Concentragdo de substrato

Segundo os autores, Himmi (2000) e Lewis e Yang (1992a) tanto a fonte de
carbono quanto sua concentracdo € capaz de afetar a produtividade, o rendimento e o

metabolismo celular.

Desta forma, a concentracao de dcido propandico na fermentagdo € limitada,
devido a inibicdo quando em altas concentragdes, conforme estudados realizados por
Solichien et al. (1995). Uma alternativa, segundo Zhang e Yang (2009), é a utilizacdo de

células imobilizadas.
2.1.3.2Meio de cultura

A composi¢do do meio de cultura é um fator primordial na definicio de um
processo biotecnoldgico. No entanto, este ird depender do mecanismo do micro-organismo,

de seu metabolismo e os produtos envolvidos no processo.

Quesada-Chanto et al. (1998) demonstrou a importancia das diferentes fontes
de vitaminas em nitrogénio no crescimento celular e na produ¢do do acido propandico na
fermentacdo da sacarose utilizando a P. acidipropionici. Neste foi observado uma inibi¢ao
no crescimento celular para todas as fontes estudadas, e em menor escala para o extrato de

levedura.
2.1.3.3 Temperatura

A escala 6tima de temperatura para a propionibacteria, por ser mesofilica,
encontra-se na faixa de 30 a 45 ° C segundo Blanch e Clark (1997), porém a faixa que tem
sido estudada pelos pesquisadores e considerada a faixa 6tima de operagcdo encontra-se no
intervalo de 30 a 37°C em virtude das altas temperaturas propiciar uma redug¢do na
assimilacdo do substrato pelo micro-organismo (Sherman e Shaw, 1923; Blanchard e

MacDonald, 1935; Johns, 1952; Woskow e Glatz, 1991; Lewis e Yang, 1992b; Barbiratoet
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al., 1997; Guet al., 1998 Ramsay et al., 1998; Molina e Giannuzzi, 2002; Goswani e
Srivastava, 2000a; Himmiet al., 2000; Suwannakham, 2005; Feng et al., 2011; Liu et al.,
2011; Zhu et al., 2012; Sabra et al., 2013).

Na qual, o valor mdximo de temperatura utilizado foram o de Sherman e Shaw

(1923), e Blanchard e MacDonald (1935) de 37 °C e a de Liu er al. (2011) de 35 °C.

2.2 MODELAGEM MATEMATICA PARA BIOPROCESSOS

Os modelos matemaéticos sdo expressdes matematicas que descrevem um dado
processo. Estes modelos podem ser fenomenoldgicos (baseada nas relacdes matematicas),
empiricos (baseada em dados experimentais) ou hibridos (combinacdo dos modelos

fenomenoldgicos e empiricos) (Bonomi e Schmidell, 2001).

Segundo Hiss (2001), € importante analisar o perfil cinético da concentracdo de
substrato, concentracdo de células e produtos para que, com base em dados experimentais
de concentracdo em funcdo de tempo, possa ajustar os parametros as curvas a eles
relacionados. Estes parametros por sua vez podem ser divididos em velocidades
instantineas (ry, s € 1p), velocidades especificas (p, Ws € ) € fatores de conversdao (Yys,
Yx/p € Yp/s)-

2.2.1 Modelos cinéticos para um sistema em batelada

Os modelos cinéticos das células, substrato e produto para um modelo ndo
segregado e ndo estruturado em um processo em batelada estdo apresentados nas equagdes
2.1,2.2e2.3.

Concentragdo de células

409 _

X
dt Hx
(equagdo 2.1)
Concentragdo de substrato

dS Hx
—=—|>——+my].X
(equacdo 2.2)
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Concentragdo de produto

dp
o (ux-Yp/x + my). X

(equagdo 2.3)
Algumas expressdes encontradas na literatura a respeito da taxa de crescimento

microbiano sao apresentadas nas Tabelas 2.2 e 2.3.

Tabela 2.2 - Modelos cinéticos de crescimento em fungio do substrato

)
Teissier (Citado por Hiss (2001)) Hx = Hm- (1 e ( Ks))
S
Contois e Fugimoto (Citado por Bonomi ef al. Hx = Hm- (W)
(2001))
S
Powell (Citado por Bonomi et al. (2001)) Hx = Um- (m)
(573 (. 5s)
. ‘Ll = ll . .
Hiss (2001) X m\Ks+ S/ \K;s+ S
S1 S2
Dunn ef al. (1992) Uy = oy (K e ) ity >
$17T 21 Ksz + S, + 2
_ ( S51.5, )
Megee et al. (1972) Hx = HUm- (Ks; + S1) + (Ks3+S,)

Tabela 2.3 - Modelos cinéticos considerando inibi¢do pelo substrato.

S Ky
Aiba e Shoda (1969) Hx = Um- (Ks +S) (Kp + P)
: = — —Kp.P
Aiba et al. (1968) Hx =t T 1) exp(—Kp.P)
S P
Ghose e Tyagi (1979) Hx = Hm (Ks+95)° (1 - Pmax)
-y (1 ()
Blanch e Clark (1997) Hx = Um (Ks +S) P

Tese de Doutorads - ﬂa/m de fa‘s’mfo Cotho
18




CAPITULO II — Revisio bibliografica

A modelagem matematica de um processo deve ser a mais simples e robusta,
bem como deve ter boa reprodutibilidade. No entanto varios sao os modelos cinéticos
utilizados em bioprocessos conforme apresentados pela Tabela 2.2, porém cada modelo tem
suas restri¢des e representa um dado processo.

Dentre as expressdes apresentadas a de Aiba e Shoda (1969) € a mais utilizada
na fermentagdo propidnica por se tratar de substrato limitante no crescimento e o produto
como inibidor.

Dentre os trabalhos estudados, tem o apresentado pelo pesquisador Goswani e
Srivastava (2000a) na qual utilizou o modelo para descrever a fermentacdo propidnica,
através da obtencdo dos parametros cinéticos, utilizando a lactose como substrato para um
processo em batelada alimentada; Goswani e Srivastava (2000b) na qual determinou os
parametros cinéticos de um processo em batelada para a fermentag¢do propidnica utilizando
lactose como substrato; e Coélho (2011) na qual descreveu o modelo da fermentagdo
batelada através da determinacdo dos parametros cinéticos da fermentacdo propionica em 5
temperaturas do processo. No entanto, pouco se tem encontrado na literatura sobre a

modelagem cinética da fermentagdo propidnica.

2.3 TECNICAS DE SEPARACAO E PURIFICACAO DE PROCESSOS
BIOTECNOLOGICOS

Separagdo € a técnica que visa particionar um ou mais componentes de uma
mistura (Noble e Terry, 2004). Em processos biotecnoldgicos, em comparagdo com o0s
fluxos de alimentacdo para os processos de recuperacdo no processamento quimico
convencional, é um sistema muito mais diluido e resulta da combinagdo de insoluveis, o
fluido nutriente, os metabdlitos soluveis, e da biomassa gelatinosa (Dechow, 1989).

A maioria dos caldos de fermentacdo € instavel uma vez que quando o caldo
deixa o ambiente controlado e asséptico do fermentador, o crescimento de biomassa a partir
de uma cultura serd repentinamente privado de oxigé€nio e vai experimentar uma rapida
queda concentracdo de nutrientes, sendo exposto, portanto, a uma drdstica mudanca de
condi¢des. Isto frequentemente produz uma rdpida mudanca nas propriedades fisicas,

levando a destrui¢ao de produto desejado (Dechow, 1989).
Tese do Doatorads - ﬂa/a/m do Gusmi Coilho
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Os vérios métodos para o tratamento do caldo de fermentacdo podem ser
divididos em opera¢des mecanicas ou quimicas. Como processos fisicos de separagao tém-
se a filtracdo, centrifugacdo, cristalizacdo, evaporacdo, secagem, osmose reversa € a
ultrafiltracdo; e como processos fisicos podem ser citados a adsorcao, troca i0nica, coluna
cromatografica, cromatografia por afinidade, extracdo com solventes e a eletrodidlise

(Dechow, 1989; Noble e Terry, 2004).
3.7.1 Operacoes mecanicas
3.7.1.1 Filtracdo

A filtracdo € normalmente o primeiro passo no isolamento de qualquer produto
a partir do caldo de fermentagdo. Este processo separa as células de biomassa, os detritos

celulares e qualquer precipitado a partir do fluido de caldo (Dechow, 1989).
3.7.1.2 Centrifugacdo

Células em suspensdo em meio liquido sedimentam pela acdo da gravidade,
porém por a particula sdlida se tratar de bactérias, o tempo de decantagdo deste processo
tornaria demasiadamente grande. No entanto, a centrifugacdo possui vantagens, frente aos
demais processos, esta permite efetuar separagdes que seriam impossiveis em condi¢des
gravitacionais; alcanca uma sedimentacdo mais rapida; obtém suspensdes de células mais

concentradas em relacdo a original (Geankoplis, 2003; Noble & Terry, 2004).

Centrifugacdo, embora amplamente utilizados para recuperacdo celular, ndo é
tdo onipresente quanto a filtracdo. Este processo tem como objetivo aumentar a
concentracdo dos solidos em suspensdo no caldo de fermentacdo através da forca

gravitacional por sedimentagdo (Dechow, 1989).
3.7.1.3 Evaporacdo

A evaporagdo € uma operagdo unitdria que tem como finalidade concentrar o

fluxo da alimentagcdo pela remocdo do solvente através de vaporizacdo do solvente. Os
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fluidos fermentativos sdo fluxos com grandes quantidades de dgua o que pode colocar em
risco a qualidade do produto, podendo ser destruidas ou danificadas, ao serem expostas a
altas temperaturas durante um tempo prolongado.

Um exemplo de processos, o qual utiliza a filtracdo e evaporacdo do licor
fermentado € na purificacdo de acido latico, representando 50% dos custos de produgao e

produzindo uma grande quantidade de residuos sélidos (Kumar e Babu, 2006).
3.7.1.4 Cristalizacdo

A supersaturacdo da solucdo, que precede a cristalizacdo, é normalmente
realizado através da remocdo de solvente ou baixando a temperatura da solucdo. A
conducdo vigor para a formacdo e crescimento dos cristais estd relacionada como grau de
supersaturacdo. Dados de equilibrio de fase sdo essenciais na determina¢do do método mais
eficiente de criar o supersaturacdo da solucdo e do grau 6timo de supersaturagao (Dechow,

1989).
3.7.1.5 Secagem

A secagem tem como objetivo remover a umidade ou solvente das particulas
sOlidas, enquanto a evaporacdo € a remog¢ao de umidade ou solvente de uma soluciao (Noble
e Terry, 2004).

A secagem € geralmente a ultima etapa da recuperacdo de uma célula de
fermentacdo da biomassa ou outros produtos. A secagem é uma parte dificil do processo de
recuperacdo uma vez que temperaturas elevadas podem causar inativagdo de calor de

materiais. (Dechow, 1989).

3.7.1.6 Processos por membranas

Microfiltracao, ultrafiltracdo e osmose reversa sao processos de membrana de
separacdo em que se baseia em diferencas na capacidade de fluir através de uma barreira

fina que separa dois fluidos (Dechow, 1989).
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3.7.2 Operacoes quimicas

3.7.2.1 Adsorcdo, troca ionica, cromatografia de coluna, e cromatografia de
afinidade

Adsorcao, troca idnica, cromatografia de coluna, e cromatografia de afinidade
podem ser agrupados como a técnica de recuperacdo na qual, o composto removido, ou
soluto, estabelece um equilibrio entre os sitios do material s6lido e da solu¢ao (Dechow,
1989).

Na adsor¢do, as espécies removidas sdo ligadas ao material em fase sélida pela
polaridade ou ligagdes quimicas fracas. Ja a troca i0nica recupera o material pela troca de
ions entre as fases liquida e s6lida. Na cromatografia em coluna pode usar a troca, adsor¢ao
de ions ou peneira molecular para separar os solutos que sdo os primeiros ao sair em uma
coluna de separacdo do material e, em seguida eluida de tal maneira que os solutos
individuais sdo coletados em fracOes separadas. E na cromatografia de afinidade, as
espécies removidas estdo vinculadas com um alto nivel de seletividade dos ligantes

covalentemente ligado a uma matriz sélida (Kumar e Babu, 2006).
3.7.2.2 Eletroforese e eletrodidlise

Eletroforese e eletrodidlise € a técnica que separam moléculas carregadas ou
fons usando um campo elétrico. Eletroforese separa componentes com pequenas diferencas
na mobilidade idnica em um campo elétrico usando um fluido transportador em

movimento. (Dechow, 1989; Kumar e Babu, 2000).
3.7.2.3 Extragdo com agente liquido e com agente sélido

Na extracdo com solvente, o composto removido estabelece uma distribui¢do de

equilibrio entre solventes imisciveis, geralmente dgua e um liquido organico.

Desta forma, o soluto que € solivel em ambas as fases ird distribuir entre as
duas fases em uma proporc¢ao definida. A separagcdo desejada € conseguida através do ajuste
dos pardmetros quimicos do sistema: selecdo de pH, solvente ou formacgdo de pares de ions

(Dechow, 1989;Noble e Terry, 2004).
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Virios sistemas de fermentacdo extrativa, com base na extracdo com solventes
também tém sido estudados para a producdo de 4cidos organicos, pois neste tipo de
fermentacdo a remocdo do produto inibitério, dcido do reator, proporciona um melhor
controle de pH no reator e resulta em maior taxas de reacao. Além disso, os produtos estao
presentes em formas relativamente puro e concentrado. Assim, a economia dos custos a

jusante de recuperagdo e purificacdo pode ser realizado (Kumar e Babu, 2006).

A extracgdo liquido-liquido do 4cido propandico a partir de solu¢des aquosas foi
estudada por diversos pesquisadores (Cehreli, 2005; Kirbaslarer al., 2006; Kirbaslaret al.,
2007, Ozman, 2006, Hsiehet al., 2008, Bilgin&Arisoy, 2006; Keshaver al., 2008, Keshavet
al., 2009, S61imo et al., 1997; Uslu&lInci, 2007; Wang et al., 2009; Ozmen, 2007, Mohsen-
Niaet al., 2009). Mas, para ser possivel fazer a escolha do agente mais adequado para a
extracdo do dcido propandico a partir de solucdes aquosas, dados experimentais de

equilibrio liquido-liquido s3o necessarios.

Além de trabalhos com agente de separagdo liquido também sdo estudados
agente de separador solido. Segundo Banat (2003), para um nimero relativamente limitado
de sistemas, que existe um sal solivel e efetivo, maiores vantagens sdo obtidas no uso do
sal, apesar de que as restricoes nos limites de solubilidade para a escolha do sal é mais
provavel que um agente liquido efetivo e soluvel exista para um dado sistema. Sendo sua

maior vantagem, no caso de destilacdo extrativa (Banat, 2003).
3.7.3 Destilacao molecular e evaporacao de passo curto

O processo de Destilagdo Molecular foi desenvolvido em meados da década de
30 nos Estados Unidos e na Europa, e somente teve seu desenvolvimento na América
Latina, no Brasil, com o trabalho de Batistella(1996) com execucdo no Laboratério de
Desenvolvimento de Processos de Separacdao (LDPS), da Faculdade de Engenharia

Quimica da UNICAMP (Martins, 2006; Pinto, 2010).

A destilagdo molecular € a evaporagdo e condensagdo a curta distancia e como

0 processo ocorre a alto vdcuo, em temperaturas reduzidas e tempo de residéncia curto
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(minimiza as perdas por decomposi¢ao térmica) ndo ocorre o retorno das moléculas da fase
vapor para a fase liquida impedindo que se estabeleca o equilibrio de fases como nos

processos convencionais (Martins, 2006; Pinto, 2010; Moraes, 1999).

Estas condi¢des de operacionalidade promove a este processo, uma gama
aplicabilidade no fracionamento, recuperagao e purificacdo; direcionando os pesquisadores

para estudos através deste processo.
3.7.3.1 Condicdes de processo

Segundo Martins (2006) quanto maior o peso molecular, maior a temperatura
de ebulicdo, desta forma, como a degradacdo dos compostos € exponencial com a
temperatura e linear com o tempo, o destilador molecular deve ser projetado com o intuito

de atender essas condicoes.

A temperatura de operacdo do equipamento de destilacdo molecular é
selecionada em funcdo da mistura e das propriedades dos componentes que se deseja
separar. Pois, ao se diminuir a pressdo do sistema, com alto vacuo (10-3-10-4 mmHg)

menor € a temperatura de ebuli¢do da substancia (Martins, 2006).

No caso de processos fermentativos, que possuem sais no caldo fermentado, o
sal ajuda na separagdo, pois ele se dissocia em fons na mistura e tendem a atrair as
moléculas do solvente mais polar, deixando assim as moléculas do solvente menos polar

escapar para a fase vapor alterando as volatilidades relativas (Banat et al., 2003).

O sal dissolvido na mistura liquida se dissocia, e tendem a atrair as moléculas
do solvente mais polar, deixando assim as moléculas do solvente menos polar escapar para
a fase vapor. Por conseguinte, quanto mais sal € dissolvido no liquido, mais moléculas de
dgua da mistura sdo atraidas pelos fons de sal formando complexos dgua/cétions e,

portanto, enfraquecendo a intera¢do adcido/dgua (Banat et al., 2003).

3.7.3.2 Projetos
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Existem na atualidade dois tipos de equipamentos que sdo utilizados no

processo, o destilador molecular centrifugo e o de filme descendente (Pinto, 2010).

Destilador molecular de filme descendente

O destilador molecular de filme descendente utiliza a forca gravitacional e o

sistema de agitacdo para que o liquido flua através do evaporador (Pinto, 2010).

O liquido a ser destilado € primeiramente submetido a um pré-aquecimento, até
a temperatura de alimentacdo necessdria, e alimentada pela parte superior do evaporador.
No entanto através da forca gravitacional, o liquido escoa pela parede externa do
evaporador, onde € parcialmente vaporizado, € o vapor gerado € condensado pelo
condensador. Na parte inferior do destilador sdo recolhidos, através de chicanas, o residuo e

o destilado (Pinto, 2010). A Figura 2.3 mostra os cortes das vistas superior e lateral do

equipamento.

Alirmentacao = Evaporador Fluido
3 — Evaporador
[}
§ ﬂ » Condensador ‘;‘..
ol O‘is

—¥ Vacuo ... Co’r:;l;rr:‘soador S
I o..x..c‘
Residuo N
O

Destilado — Agitadores

Figura 2.3 - Destilador molecular de filme descendente (a- destilador, b-fluxo de materiais).

A taxa de evaporacdo provoca um gradiente de concentracdo de todos os
componentes na superficie do liquido, e a taxa de evaporacdo provoca um gradiente de
temperatura na superficie de evaporacio no balanco de massa e energia respectivamente. E
a partir destes dados pode-se determinar a quantidade de destilado e residuo resultantes da

destilacdo (Moraes, 1999).

Destilador molecular centrifugo

No destilador molecular centrifugo, o liquido a ser destilado € aquecido até a

temperatura de alimentagdo, desgaseificado em um recipiente anterior ao destilador e entra
Tese do Doatorads - DR/MR do Gusmi Coilho
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num funil conico, o evaporador. O corpo do equipamento € mostrado na Figura 2.4 (Pinto,

2010; Martins, 2006).

Ewaporadar

Figura 2.4 - Destilador molecular centrifugo (a- destilador, b-fluxo de materiais).

Ao entrar no sistema o liquido € conduzido até o centro do rotor aquecido que
gira a alta velocidade, onde pela forca centrifuga gerada pela rotacdo do disco, o liquido
destilante € espalhado na forma de uma pelicula muito fina. Com o fornecimento de calor,
as moléculas mais volateis que se encontram sobre o disco aquecido evaporam, € ao
encontram o condensador se condensam na parte inferior do equipamento. Aonde sdo
retirados do sistema; e o liquido restante sobre o evaporador € conduzido até as bordas do

rotor, no qual é coletado por uma calha e retirado do sistema (Pinto, 2010; Martins, 2006).

2.4 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O planejamento de experimentos € uma poderosa ferramenta para melhoria de
processo onde o resultado depende de diversas varidveis ou da combinacdo destas. O
sucesso de um planejamento de experimentos dependerd em grande parte da forma com que
este € estruturado e como serd realizado, entender claramente quais sdo os objetivos de
realizar um experimento € necessario antes de qualquer acdo para executd-lo (Neto et al.,

1996)
2.4.1 Planejamento experimental em bioprocessos

O planejamento de experimentos é uma técnica que através de um numero
determinado de varidveis e suas variacdes méiximas e minimas determina a influéncia

quantitativa ou qualitativa destas na varidvel independente (Bruns et al.,2003).
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Existem uma gama de planejamentos que podem ser executados e o que ird
definir o planejamento a ser realizado serd o nimero de varidveis e o objetivo de estudo. Os

planejamentos, em geral, podem ser divididos segundo Rodrigues e Ilemma (2009) em:

1. Planejamento de Plackett € Burman - quando se tem um nimero extenso de
varidveis independentes no processo a ser estudado. Neste caso se calcula os
efeitos principais e é obtida uma indicagdo das varidveis que devem ser
incluidas nos delineamentos seguintes, bem como definicio da nova faixa que

deve ser estudada para cada varidvel.

2. Planejamento fatorial fraciondrio e completo — quando o numero de
varidveis independentes ndo € muito extenso. E realizado o cdlculo dos efeitos
principais e indicagdes das varidveis que devem ser incluidas nos

delineamentos seguintes faixas das varidveis.

3. Delineamento composto central rotacional (DCCR) — quando se deseja
otimizar o processo. Neste caso se conhece as varidveis significativas do
processo e sabe-se o intervalo que possue o seu ponto 6timo do processo e

entdo é realizado o calculo dos efeitos e andlise das superficies de resposta.

7z

O planejamento de experimentos €, portanto uma técnica que tem sido
disseminada em diversos campos de estudo principalmente em bioprocessos por diminuir
custos ao se comparar um estudo que utiliza uma varidvel por vez tais como os trabalhos de
kolicheski e Soccol (1995), Quesada-Chanto er al., (1998), Nascimento et al. (2007),
Himmi et al. (1999), Cofré et al. (2012).

Porém, na fermentacdo propidnica muito se tem estudado sobre o substrato
mais adequado para obtencdo de um maior rendimento do processo conforme trabalhos
realizados por Sherman e Shaw (1923), Leaver, et al. 1955, Meyer (1985), Quesada-Chanto
et al., (1994), Papoutsakis e Meyer (1985), Zhang e Yang (2009), Zidwick et al.(2013),

bem como em técnicas para diminuir a inibi¢do pelo produto segundo trabalhos publicados
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por Woskow e Glatz (1991), Lewis e Yang (1992b), Solichen et al. (1995), porém pouco se

tem utilizado a técnica de planejamento de experimentos.

No entanto, sabe-se que a composicdo do meio de cultura, bem como
hormoénios de crescimento e os ions sdo os que conduzem os resultados na formacgdao da
maioria dos produtos por organismos. Desta forma, os requisitos qualitativos e
quantitativos nutricionais de células precisam ser determinadas para otimizar o crescimento
e formacdo do produto (Shuler e Kargi, 1992). Portanto, dd-se a necessidade de
compreender e identificar as varidveis significativas do processo, bem como seus efeitos na
resposta do processo, onde o planejamento de experimentos torna-se uma ferramenta

bastante util.
2.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Foram apresentados neste capitulo a revisdo bibliografica e os principais
conceitos a ele pertinentes. Embora a literatura apresente vdérios relatos de pesquisas
realizadas envolvendo a glicerina como fonte de substrato em processos fermentativos, nao
ha trabalho divulgado sobre o processo de fermentacdo propidnica em processo de
anaerobiose parcial bem como o desenvolvimento deste tipo de pesquisa, desde a produgao,
modelagem e purificacdo do 4cido propandico utilizando o sistema evaporativo de passo

curto. E desta forma que este trabalho se apresenta com uma op¢ao inovadora de processo.
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CAPITULO III — ANALISE DA INFLUENCIA DO MEIO DE
CULTURA NA FERMENTACAO PROPIONICA

Neste capitulo € apresentado um estudo das concentragdes dos componentes

majoritdrios do meio de cultura visando maximizar a producdo do dcido propandico,
através da andlise estatistica da influéncia da concentracdo dos sais NH4H,PO4 e KH,POy,
glicerina e extrato de levedura no rendimento, eficiéncia e conversdao na producio do acido

propandico.

No entanto, foram utilizados intervalos das varidveis com base nos trabalhos
apresentados na literatura a cerca da fermentagdo propiodnica e foi realizado o estudo dos
efeitos das varidveis que se apresentam estatisticamente significativas, sendo possivel
definir a condicdo a ser utilizada na fermentacdo visando a médxima produgdo de dcido

propandico.
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3.1 INFLUENCIA DO MEIO DE CULTURA NA PRODUCAO DO
ACIDO PROPANOICO ATRAVES DO GLICEROL POR
Propionibacterium acidipropionici

Em virtude do seu alto valor agregado surge o interesse no desenvolvimento de
processos biotecnoldgicos que sejam competitivos ao processo ja existente. No entanto, em
virtude de parte do alto custo de processos fermentativos estar inserido no custo do meio de
cultura é necessdria a realizacdo de uma investigacdo sistemdtica para a defini¢do do meio
mais adequado, neste sentido a utilizacdo de técnicas de planejamento experimentais torna-

se uma ferramenta importante.

Levando isso em consideracdo, empregou-se o planejamento fatorial completo
24, em escala laboratorial, com o intuito de avaliar a influéncia da concentracdo dos sais
((NH4)H,PO4 e KH,POy), de glicerina e do extrato de levedura, no rendimento, eficiéncia e
conversdao de &cido propandico na fermentacdo com base nas faixas das varidveis

apresentadas na literatura.

Podemos citar, dentre alguns trabalhos publicados: Barbirato ef al. (1997) no
qual utilizou 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L. de glicerina e 1.5 g/l KH,POy,, e obteve
uma concentracdo de 13,6 g/L. de acido propandico; Goswani e Srivastava (2000a) que
utilizou 10 g de extrato de levedura, numa faixa de estudo de 37 g/L a 57 g/L de lactose
obtendo uma concentracdo de 16 g/L a 25.35 g/L respectivamente; Himmi et al. (2000)
que utilizou o meio de cultura modificado de Lewis e Yang (1992), na qual foi realizado
com 20 g/L de glicerina, 10 g/l extrato de levedura e 1.5 g/l de KH,PO, produzindo 12 g/L
de 4cido propandico; e Coral (2008) o qual realizou os ensaios com 15 g/L. de glicerina, 5

g/L de extrato de levedura, 2 g/L. de (NH4)H,PO,, obtendo 8.98 g/L de 4cido propandico.

Os trabalhos apresentados acima foram todos em anaerobiose, em temperaturas
diferentes, e utilizando substratos diferentes nao podendo, portanto ser comparados. Porém,
se tratando do meio de cultura pode-se notar a amplitude nas concentragcdes e a necessidade

de um estudo que mantenha essas varidveis constantes para que se possa avaliar a sua
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influéncia na concentracdo, rendimento, eficiéncia e conversdao da glicerina em &cido

propandico na fermentagao propionica.

3.1.1 Introducao

A utilizagdo de processos biotecnoldgicos surgiu como fonte alternativa para
obtencdo de produtos de alto valor agregado e na substituicdo de matérias-primas nao
renovaveis e desta forma, tem despertado o interesse dos pesquisadores. No entanto, em
virtude da baixa efici€ncia dos processos fermentativos este processo ainda ndo se tornou
um pilar cientifico. Deste ensejo, surgiu a necessidade do estudo da glicerina como fonte de

carbono na producdo de 4cidos organicos através de processos fermentativos.

No entanto, a dependéncia das condicdes da fermentagcdo, tais como
temperatura, pH, condi¢des de meio de cultivo; bem como a utilizacdo de processos
alternativos, processos continuos, extrativos e a utilizacdo de células imobilizadas sdo de

suma importancia para que seja possivel maximizar o processo.

Estudos realizados com o intuito de diminuir a inibicdo do 4cido propandico,
tem-se realizado, porém o estudo dos componentes do meio de cultura que possibilite um
maior rendimento de 4cido propandico com base nas necessidades do micro-organismo

pouco se tem estudado (Feng et al., 2011, Liu et al.,2011, Zhu et al., 2012).

Portanto, o principal desafio para aplicacdo em larga escala estd o custo do
processo. Neste ambito, este estudo visa a simplificacdo e identificacdo da significancia dos

componentes do meio de cultura.

Neste trabalho, foi utilizada a bactéria Propionibacterium acidipropionici na
fermentacdo da glicerina para producdo do 4cido propandico, tendo como objetivo um
estudo preliminar da influéncia para selecdo dos constituintes do meio de cultura na
utilizacdo nas demais etapas do processo. Para tanto, foi utilizado, o planejamento fatorial
2k que se faz util, quando se deseja conhecer e identificar a influéncia de determinados

fatores sobre o processo (Rodrigues e lemma, 2009).
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7z

O objetivo do estudo € selecionar as varidveis significativas, analisar a
influéncia e determinar os niveis dos fatores ((NH4)H,PO4 e KH,POy, glicerina e extrato de
levedura) avaliando o rendimento, a eficiéncia e conversao do processo através do estudo

gréifico e dos resultados impressos no Software STATISTICA.

Nos ensaios foi aplicado o planejamento fatorial completo e foram estudados
dois niveis de confianca. O estudo foi baseado na interpretacdo dos valores dos efeitos

apresentados no grafico de Pareto para a selecdo das varidveis de estudo do processo.

3.1.2 Materiais e métodos

3.1.2.1 Micro-organismos e materiais de cultivo

O micro-organismo utilizado foi a Propionibacterium acidipropionici NRRL
B-3569 obtido pela Colecdo de Culturas da Fundacdo André Tosello Pesquisa e
Tecnologia. A ativacio da cepa foi realizada no meio de cultura, previamente esterilizado
em 121 °C e 15 psi por 15 minutos, que tinha como composicao: 1 g/LL K,HPO, (Ecibra); 2
g/l (NH4)H,PO4 (Ecibra); 0.01 g/ MgS0O4.7H,O (Ecibra); 0,0025 g/ MnSO4.H,0
(Ecibra); 0,005 g/LL FeSO4.7H,O (Ecibra); 0,01 g/ CaCl.6H,O (Ecibra); 0,01 g/L
CoCl.6H,0 (Ecibra); 10 g/L extrato de levedura (Difco); e 20 g/L glicerina (Chemco). Ao
meio foi adicionado o inéculo transferido em tubos de ensaio em 10% (v/v) e

posteriormente incubado por 30 h a 30 °C.
3.1.2.2 Fermentagdo

A fermentacdo em batelada foi realizada na camara incubadora refrigerada com
agitacdo orbital, “shaker”, (Marconi), no qual o meio de cultura foi distribuido em
“Erlenmeyers” de 250 ml na proporcao de 150 ml por frasco. Apds a esterilizacdo, o meio
foi resfriado a aproximadamente 30 °C e inoculado com 10 ml da suspensao ao atingir Aggo
~ 0,8 de absorbancia. Sendo, que o tempo final da fermentacdo para cada ensaio foi
definido através da medida de concentragdo da glicerina e/ou dcido propandico, quando os

mesmos se mantinham constantes no tempo.
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Quanto as condi¢des operacionais, estas foram realizadas a 30 °C de
temperatura, 150 rpm de velocidade de agitacdo, e o pH inicial foi ajustado para 6,0, pela

adicao de NaOH 5 M, conforme estudo realizado por Coélho (2011).
3.1.2.3 Planejamento experimental

Com o objetivo de aumentar a producdo de dcido propandico, foi realizada uma
andlise preliminar da influéncia dos constituintes do meio de cultura utilizando a técnica de
planejamento experimental. Contudo, foram analisados os fatores (KH,PO., NHsH,HPO,,

extrato de levedura e glicerina), através da realizacdo do planejamento fatorial 2X (k= 4).

As varidveis foram avaliadas nos niveis, inferior (-1) e superior (+1),
correspondendo a uma variacdo de * 50% nos valores de cada varidvel, conforme

apresentado na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Valores utilizados no delineamento 2*

Varidveis Cdodigo Niveis
-1 0 +1
Glicerina (g/L) X1 20 40 60
Extrato de levedura (g/L) X2 5 10 15
NH4H,PO4 (g/L) X3 1 2 3
KH,PO, (g/L) X4 1 2 3

Em virtude da inconstancia dos processos biotecnoldgicos, para a andlise
estatistica, foi avaliado o nivel de significincia em 10 % inicialmente, e verificada sua
validade para tomada de decisdo de aumentar para 5 % ou reducgdo da significancia para 15

% conforme resultados apresentados no Apéndice II

3.1.2.4 Métodos analiticos

Durante o tempo de fermentagdo, aliquotas foram retiradas para mensurar a
massa celular e as concentragdes do dcido propandico e de glicerina. Para tanto, as amostras

foram centrifugadas em 1500 rpm por 10 minutos na qual a massa seca, o centrifugado, foi
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determinado por andlise gravimétrica; e os dcidos organicos e glicerina, presentes no

sobrenadante, através da andlise de Cromatografia de Alta Performance (HPLC).

Andlise gravimétrica

A concentragdo de células totais foi determinada pela andlise gravimétrica. As
amostras centrifugadas foram lavadas 3 vezes com dgua destilada e centrifugadas em 1500
rpm por 10 minutos e o solido foi transferido para tubos “eppendorff” previamente tarados.
Logo apés, as células foram transferidas para a estufa com circulacdo de ar e temperatura
de 60° C. A afericdo da massa foi realizada através de balanca analitica de precisdo de 5
casas decimais.

Determina¢do da concentragdo de dcidos orgdnicos e glicerina

O sobrenadante foi utilizado para quantificar as concentracdes de glicerina e
acido propandico, no qual foi filtrado com Membrana GS em éster de celulose com poro de

0,22 um e 13 mm de didmetro da marca Millipore, e direcionado para anélise em HPLC.

Para as andlises das concentracdes foram realizadas a diluicao necessdria das
amostras e analisadas pela Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC-“high
performance liquid cromatography”) modelo Varian 9010, coluna HPX-87H, mantida em
um forno com circulag@o de ar e temperatura controlada a 35°C, comprimento de onda de
105 nm, com um volume de injecdo de 50 uL, e numa taxa de fluxo de 0,6 ml/min. As
areas dos picos foram detectadas através dos detectores UV (ultravioleta) e RI (Indice de
refracdo) montados em série e determinados quantitativamente através do ajuste de curvas
dos padrdes dos componentes. A fase modvel utilizada foi uma solugdo de H,SO45mM,
preparada com dgua ultra-pura (Milli-Q) e filtrada com membrana em éster de celulose com

0,45 um de porosidade (Coélho, 2011)

3.1.3 Resultados e discussoes

No anexo A encontram-se as equagdes do estudo estatistico e na Tabela 3.2
apresenta a matriz do planejamento. Para gerar a matriz codificada, foi utilizado como

suporte o Software STATISTICA.
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Tabela 3.2 - Matriz do delineamento 2*

Ensaios X1 X2 X3 X4 Rendimento Eficiéncia Conversao
(%) (%) (%)
1 20(-1)  5(-1) 1¢-1)  1¢-1) 50,00 62,14 29,00
2 60(+1)  5(-1) 1(-1) 1(-1) 29,68 36,89 35,93
3 20(-1)  15(+1) 1-1)  1¢-1) 59,03 73,37 41,50
4 60(+1) 15(+1) 1(-1) 1(-1) 34,92 43,40 52,50
5 20(-1)  5(-1) 3+1)  1(-1) 68,29 84,88 41,00
6 60(+1)  5(-1) 3(+1) 1(-1) 16,81 20,90 37,67
7 20(-1)  15(+1) 3(+1) 1(-1) 80,30 99,80 66,00
8 60(+1) 15(+1) 3(+1)  1(-1) 50,67 62,98 37,17
9 20(-1)  5(-1) 1(-1) 3(+1) 57,31 71,24 41,00
10 60(+1)  5(-1) I(-1)  3(+1) 56,21 69,87 30,83
11 20(-1)  15(+1)  1(-1) 3(+1) 68,66 85,33 67,00
12 60(+1) 15(+1) 1(-1)  3(+1) 62,56 77,75 35,17
13 20(-1)  5(-1) 3+1)  3(+1D) 36,58 45,47 41,00
14 60(+1)  5(-1) 3(+1)  3(+1) 7,93 9,86 48,33
15 20(-1)  15(+1) 3(+1) 3(+1) 78,03 96,98 66,00
16 60(+1) 15(+1) 3(+1) 3(+1) 39,55 49,16 44,67
17 40(0) 10(0) 2(0) 2(0) 26,72 33,21 77,75
18 40(0) 10(0) 2(0) 2(0) 28,9 37,14 66,25
19 40(0) 10(0) 2(0) 2(0) 30,05 37,33 64,50

Nota: *Fatores codificados entre parénteses.
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3.1.3.1 Estudo da influéncia do meio de cultura no rendimento do dcido

propanoico

O célculo do rendimento foi baseado na concentragdo de reagente consumido
(diferenca da concentragdo de substrato final e inicial) e da concentragdo de produto gerado

(diferenca da concentracdo de produto final e inicial), e foi determinado pela equacao 3.1.

(P — P,) 100

Ypg(rendimento %) = S
)

(equagdo 3.1)

A Tabela 3.3 apresenta os efeitos padronizados dos fatores sobre o rendimento

do 4cido propandico para um nivel de significancia de 15 %.

Tabela 3.3 - Efeito do planejamento de experimentos para o rendimento da fermentagao propidnica

(p=0,15).
Fatores Estimativa  Erro t(2) p -valor Estimativa por
do Efeito  Padrao Intervalo (85%)
(%) (%) Limite Limite
inferior superior
(%) (%)
Média 46,43 0,39 119,66  0,00007 45,5 473
*X1 -24,98 0,85 -29,54  0,00114 -134 -11,5
*Xo 18,86 0,85 22,30  0,00200 8,4 20,4
*X3 -5,02 0,85 -594  0,02716  -34 -1,5
*X4q 2,14 0,85 2,53  0,12695 0,1 2,0

Nota: *Fatores significativos.

Conforme dado apresentados o grafico de Pareto para p =0,15 estd apresentado

na Figura 3.1.
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Gréafico de Pareto
Rendimento
p=0,15

(3)NH42PO4 y /// -5,94351
(4)KH2PO4 / 2,532015

Estimativa do efeito padrdo

Figura 3.1 — Grifico de Pareto: efeito padronizado para o rendimento como varidvel dependente

parap =0,15.

Foi obtida uma variagcdo de aproximadamente 8 a 80 % de rendimento do dcido
propandico para um rendimento tedrico maximo (rendimento estequiométrico) de 80,4 %,

no qual foi observado significincia em todos os fatores avaliados.

Através dos resultados obtidos, avaliando a concentragdo de glicerina e
mantendo os demais fatores constantes foi observado nos experimentos 1 € 2;3e4;5¢e 6;7
e 8; 13 e 14; 15 e 16 que com o aumento da concentracio de glicerina hd uma redu¢do no
rendimento da fermentacdo propidnica, conforme o valor do efeito ser negativo, -24,98. J4
nos ensaios 9 e 10; 11 e 12 € observado a reduc¢do no rendimento € menos expressiva com o
aumento da concentracdo de glicerina, nestes a concentragdo de NH4sH,PO4 € minima e a
concentracdo de KH,PO, € mdxima, concentracdes estas que favorecem um maior
rendimento no processo, obtidos pelos efeitos de -5,02 e 2,14 respectivamente, propiciando

desta forma uma queda menos significativa no rendimento.

Avaliando os pares de ensaios: 1 €3;2e4;5e7;6e8;9e11;10e 12; 13 e

15; 14 e 16 € observado um aumento no rendimento com o aumento na concentragdo de
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extrato de levedura, mantendo os demais fatores constantes conforme confirmado pela

estimativa do efeito ser de +18,86.

3.1.3.1 Estudo da influéncia do meio de cultura na eficiéncia do dcido

propanoico

A eficiéncia foi determinada pela razdo entre o nimero de mols do produto
formado pelo produto tedrico, conforme equacdo 3.2.
(P—Py) 100

1 (eficiéncia %) =
P

(equacdo 3.2)

A Tabela 3.4 apresenta os efeitos dos fatores padronizados sobre a eficiéncia do

acido propandico para um nivel de significancia de 15 %.

Tabela 3.4 - Efeito do planejamento de experimentos para a eficiéncia da fermentacao propidnica

(p = 0,15).
Fatores Estimativa Erro t(2) p -valor Estimativa por
do Efeito Padrao Intervalo (85%)
(%) (%) Limite Limite
inferior  superior
(%) (%)
Média 57,77 0,53 108,28  0,00008 56,5 58,9
*X1 -31,05 1,16 -26,70  0,00140 -33,7 -28,4
*Xo 23,44 1,16 20,16  0,00245 20,8 26,1
*X3 -6,24 1,16 -5,37  0,03297 -8,9 -3,5
*X4q 2,66 1,16 2,28  0,14921 0,009 5,3

Nota: *Fatores significativos.

O grafico de Pareto para p =0,15 estd apresentado na Figura 3.2.
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Grafico de Pareto
Eficiéncia
p=0,15

(4)KH2PO4 // 2,289559

p=,15

Estimativa do efeito padrao

Figura 3.2 — Gréifico de Pareto: efeito padronizado para a eficiéncia como varidvel dependente para

p=0,15.

Conforme os ensaios realizados, foi obtida uma variacdo de aproximadamente
10 2 99 % na eficiéncia da fermentacdo propidnica, na qual os 4 fatores apresentaram

significancia.

Através dos resultados obtidos, avaliando a concentragdo de glicerina e
mantendo os demais fatores constantes foi observado nos experimentos 1 e 2;3e4;5¢e 6; 7
e 8 9e10; 11 e 12; 13 e 14; 15 e 16 que a diminui¢do na concentracdo de glicerina

favorece um aumento na eficiéncia conforme o efeito calculado de -31,05.

Ao se avaliar os pares de ensaios: 1 €3;2e4;5e7;6e8;9e11;10e 12; 13 e
15; 14 e 16 € observado um aumento na efici€éncia com o aumento na concentragdo de
extrato de levedura, mantendo os demais fatores constantes conforme a estimativa do efeito

ser de +23,44.

Para os sais foi observado um aumento na eficiéncia com a diminuicdo da
concentracdo de NH4H,PO4 e com o aumento da concentragao de KH,PO4 (g/L).
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3.1.3.1 Estudo da influéncia do meio de cultura na conversdo do dcido

propanoico

Conforme os ensaios realizados, foi obtida uma variacdo de aproximadamente
29 a 78 % na conversdo propiodnica, a qual foi determinada pela razdo entre a concentragao
de substrato consumido pela concentragdo de substrato inicial conforme apresentado pela

equacao 3.3.

(So — S) 100

Xg (conversdo %) = S
0

(equacdo 3.3)
A Tabela 3.5 apresenta os efeitos dos fatores sobre a conversdao do dcido
propandico para um nivel de significincia de 15 %.

Tabela 3.5 - Efeito do planejamento de experimentos para a conversao da fermentagdo

propidnica (p = 0,15).

Fatores Estimativa Erro t(2) p -valor Estimativa por
do Efeito Padrao Intervalo (85%)
(%) (%) Limite Limite

inferior ~ superior

(%) (%)

Média 48,6 1,6 29,4 0,00115 44,8 52,4
*X1 -8,8 3,6 2,4 0,13489 -16,9 -0,6
*Xo 13,15 3,6 3,6 0,06736 4,9 21,4
X3 6,1 3,6 1,7 0,23147 -2,1 14,3
X4 4,1 3,6 1,1 0,36773 -4,0 12,4

Nota: *Fatores significativos.

Conforme dado apresentados o grafico de Pareto para p =0,15 estd apresentado

na Figura 3.3.

Tese de Doutorads - ﬂa/m de fa‘s’mfa Coitho
40



CAPITULO III — Anélise da influéncia do meio de cultura na fermentagdo propionica

Grafico de Pareto
Conversao
p=0,15

(4)KH2PO4 // 1,154126

Estimativa do efeito padrao

p=,15

Figura 3.3 — Gréafico de Pareto: efeito padronizado para a conversio como variavel dependente para

p=0,15.

Porém, pode-se avaliar que as varidveis, concentracio de glicerina e
concentracdo de extrato de levedura, influenciam na conversao da fermentacdo propidnica,
fato que se afirmam por serem os substratos da fermentacdo propidnica. Este resultado pode
ser avaliado observando o valor da estimativa do efeito de -8,8 para a glicerina e +13,15
para o extrato de levedura, na qual indica que para o aumento da conversio da fermentacao
propidnica menor deve ser a concentracdo de glicerina e maior a concentragdo do extrato de

levedura. Ja os sais ndo foram significativos nesta resposta do processo.

3.1.4 Conclusoes parciais

Sendo um estudo preliminar, realizado em “shaker” e sem controle de pH, este
estudo foi de extrema importincia para conhecer o comportamento dos componentes do
meio de cultura na fermentacdo propidnica. Porém, como € invidvel a utilizacdo de
fermentadores para a otimizacdo do meio de cultura, planejamento DCCR, tendo em vista o

numero significativo de ensaios e o tempo demasiado para cada fermentagado, este nao foi

Tese de Doutorads - ﬂa/m de fa‘s’mfo Coitho

41



CAPITULO III — Anélise da influéncia do meio de cultura na fermentagdo propionica

realizado. Porém, apesar de ser um estudo preliminar, foi possivel ter uma nocdo do

comportamento dos fatores frente as principais respostas do processo.

Nota-se que para o melhor resultado, em termos de processo, foi possivel obter
um rendimento de 80,3% na produgdo do 4cido propandico, uma eficiéncia de 99,8 %, e
uma conversio de 67 % onde a concentracdo de substrato, glicerina, apresentou-se no nivel

inferior de 20 g/L, o extrato de levedura em seu nivel superior de 15 g/L.

Se tratando dos sais, apesar dos resultados apresentarem que para o NH4H,PO4
o seu nivel inferior e para o KH,PO, em seu nivel superior o processo teria um maior
rendimento e uma maior eficiéncia foi observada nos ensaios que ndo acontece para todos
os pares de resultados em relacdo aos sais. Devendo, portanto haver interagdo entre esses
fatores. Dessa forma, foram selecionados os valores observando os resultados apresentados

em conjunto com o estudo da literatura.

A préxima etapa utilizard a concentracido minima de glicerina (devido a
inibicio em altas concentracdes), concentragdo méaxima de extrato de levedura (para
aumentar a concentragdo de nutrientes). E os sais serdo mantidos nas condi¢des de mdximo
e minimo para o NH4H,PO4 e 0 KH,PO,, respectivamente. Pois, referindo-se ao fosfato de
potéssio, reportado por Nascimento et al. (2007) quando este utilizado em altas
concentracdes pode ocasionar a reducdo de metais disponiveis no meio de cultura por
precipitacdo, durante o processo de esterilizacdo, desta forma para uma andlise posterior,
deve-se utilizar concentra¢des menores deste sal para aumentar o coeficiente de rendimento
do 4cido propandico; ao passo que deve-se conduzir com um aumento na concentracdo de
NH4H,POy, ja que o ion amodnio, em caso de esgotamento, inibe a absor¢do de aminoécidos

e a assimilacdo de nitratos.
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CAPITULO IV - FERMENTACAO DA GLICERINA PARA
PRODUCAO DE ACIDO PROPANOICO

z

Neste capitulo € apresentado um estudo detalhado a respeito do processo de
producdo do 4cido propandico com base nos resultados obtidos do estudo do meio de
cultura. Portanto, definido as concentracdes do meio de cultura, foram realizados dois
estudos do processo de fermentagdo propidnica.

Primeiramente foi realizado um estudo da influéncia da presenca do O, na
cinética da fermentacdo propiOnica, para tanto foram realizadas bateladas com e sem
presenca de oxigénio, ambos em duplicata, na temperatura de 30 °C e na concentracio de
20 g/L de substrato. Através deste estudo, foi definido o procedimento para a realiza¢do do
estudo da cinética da fermentacdo. Neste foram realizados ensaios em 5 niveis de
temperatura entre 30 e 36 °C nas concentracdes de aproximadamente 20, 40 e 60 g/L

totalizando 13 cinéticas do processo fermentativo.

4.1 ESTUDO DA CINETICA DA FERMENTACAO PROPIONICA
PERANTE CONDICOES DE ANAEROBIOSE PARCIAL E
ANAEROBIOSE TOTAL

A producgdo de 4cido propandico utilizando a rota biotecnoldgica ocorre em
processos anaerdbicos, podendo estes ser facultativa ou restritiva, a depender do tipo de
micro-organismo utilizado no processo. O objetivo desse estudo € avaliar a influéncia da

restri¢ao do oxigénio na cinética da fermentacdo propidnica.

Para tanto, foram realizadas dois tipos de fermentagdo, diferenciadas na
utilizagcdo do fermentador durante a reacdo. Uma com restri¢do total de oxigénio, ou seja,

foi adicionado nitrogénio antes e durante a fermentagdo propidnica para garantir a auséncia
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de oxigénio; e a outra foi realizada sem adicdo de oxigé€nio e nitrogénio, ou seja, foi

realizada a fermentac@o apenas com o oxigénio do ar presente dentro do reator.

4.1.1 Introducao

A fermentagdo propidnica € o processo de fermentacdo realizada para a
producdo de dcido propandico como produto prioritdrio. No entanto, varios sdo os

substratos e micro-organismos utilizados com esta finalidade.

O substrato escolhido para o processo de fermentacdo propidnica foi a glicerina,
em virtude de ser uma substincia de alto potencial de estudo, principalmente por se um
produto de larga producio ao se tratar de um subproduto advindo da rota da producio de

biodiesel.

Porém, existe uma gama de micro-organismos que sintetizam a glicerina para a
producdo do d4cido propandico, tais como: Propionibacterium acidipropionici,
Propionibacterium freudenreichii, Propionibacterium shermani, Clostridium, dentre
outros. O micro-organismo selecionado para este processo foi a Propionibacterium
acidipropionici que € uma bactéria anaerdbica facultativa, e por ser restrita, surgiu o
interesse de avaliar o perfil fermentativo da bactéria expondo a condic¢des diferentes de

sistema, condi¢Oes de anaerobiose e aerobiose.

4.1.2 Materiais e métodos

4.1.2.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado neste estudo foi a Propionibacterium
acidipropionici CTC 4843 (NRRL B-3569), obtida pela Colecdo de Culturas da Fundagao
André Tosello Pesquisa e Tecnologia e cultivada no Laboratério de Engenharia de

Bioprocessos (LEB) da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP.

4.1.2.2 Meio de manutengdo do micro-organismo

Para a conservagdo do micro-organismo foi utilizado o meio de RCM
(Reinforced Clostridial Medium), OXOID — CM 149 modificado, que tinha como
Tese de Doutorads - Dayara de Guswio Coitho
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composi¢ao: 10g/Lextrato de carne (Lab-Lenco); 10 g/L peptona(Oxoid); 1 g/LL amido
solivel (Synth); 0,5 g/L cloreto de cisteina (Synth); 5 g/L cloreto de sédio (Synth);3 g/L
acetato de sodio (Synth); 0,5 g/L dgar (Merck); 3 g/L extrato de levedura (Oxoid); e 5 g/L
glicerol (Chemco). Este foi previamente esterilizadona autoclave em 121 °C e 15 psi por 15
minutos e apds atingir a temperatura ambiente foi inoculado na camara de fluxo laminar e

incubado por 30 horas a 30 °C.
4.1.2.3 Ativagdo do micro-organismo

A ativacdo do micro-organismo foi realizada no meio de cultura que tinha como
composi¢do: 1 g/ KoHPO, (Ecibra); 3 g/ (NH4)H,PO4 (Ecibra); 0.01 g/L MgS04.7H,0
(Ecibra); 0,0025 g/ MnSO4.H,O (Ecibra); 0,005 g/L FeSO4.7H,0O (Ecibra); 0,01 g/L
CaCl.6H,0 (Ecibra); 0,01 g/LL CoCl.6H,0 (Ecibra); 10 g/L extrato de levedura (Oxoid); e
20 g/L glicerina (Chemco). Ao meio previamente esterilizado em 121 °C e 15 psi por 15
minutos, foi adicionado o in6culo proveniente do meio inclinado, o qual foi coletado com
alca de platina no interior da camara de fluxo laminar e transferido para tubos de ensaio em

10% (v/v) de in6éculo e posteriormente incubado por 30 horas a 30 °C.
4.1.2.4 Crescimento do micro-organismo

Apos a ativagdo foi realizado o crescimento microbiano através de nova
propagacdo do inéculo para um “Erlenmeyer”. O meio de crescimento foi o mesmo
utilizado para a ativacdo. O “Erlenmeyer” foi mantido em agita¢do por 30 horas a 30 °C em

incubadores do tipo “shaker”.
4.1.2.5 Fermentagdo

A fermentacdo em batelada foi realizada utilizando como indculo, as células
obtidas do crescimento microbiano. Para tanto, a solucdo contida no “Erlenmeyer” foi
centrifugada por 15 minutos numa rotacdo de 4000 rpm, e as células precipitadas eram
suspensas em agua destilada estéril e centrifugadas por 3 vezes, e completado o volume das
células com agua para 100 mL. Assim, as células diluidas em 4gua eram adicionadas ao

fermentador perfazendo um total de 10 % v/v.
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O meio de fermentagdo foi o mesmo utilizado para a ativacdo para um volume
de 900 ml e esterilizado na autoclave em 121 °C e 15 psi por 30 minutos. Deste meio foram
coletadas amostras para andlise em HPLC e identificar os picos, garantindo as condicdes e

concentracdes a serem realizadas no processo.
Fermentacdo anaerobica parcial

A fermentag@o por anaerobiose parcial ocorreu na presenga do ar, portanto esse
processo teve como objetivo submeter o micro-organismo em condi¢des de aerobiose,
porém sem adicdo de oxigénio para simular as condi¢gdes em processos em dornas

industriais.

O in6culo foi adicionado no meio de cultura que se encontrava presente no

fermentador sob agitacdo constante de 100 rpm até o término da reacao.
Fermentacdo anaerobica total

A fermentacdo anaerdbica ocorreu na auséncia de oxigénio. Portanto, 0 meio
de cultura foi esterilizado no fermentador e posteriormente foi adicionado nitrogénio
gasoso (ONU 1066) durante 15 minutos em 0,5 L/min. Em seguida foi adicionado o
in6culo e, no entanto, foi mantida uma taxa de fluxo de nitrogénio de 0,1 L/min. O fluxo foi
reduzido, pois em testes realizados anteriormente foi observado a formagdo de espuma e
também para reduzir os custos com o gis ji que o objetivo era o de apenas garantir o

fermentador em condicdes de anaerobiose.
4.1.2.6 Fermentador

As fermentagdes foram realizadas em duplicatas nos reatores, biorreator Bioflo
III - New Brunswick Scientific Co., Inc., e o Bioflo 3000 - New Brunswick Scientific Co..,
Inc., ambos com volume de trabalho de 1 L. O fermentador possuia um sistema de controle
de agitacdo, temperatura do tipo PID. A agitacdo foi por turbina de 6 pas planas, numa

rotacdo de 100 rpm; a temperatura foi controlada por recirculacao de dgua na cuba em 30
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°C; e o pH foi controlado por sensor previamente calibrado, para um pH de 6,0 utilizando

como controlador de base o hidréxido de sédio 10 N.

4.1.2.7 Métodos analiticos

Andlise gravimétrica e determinacdo da concentracdo de dcidos orgdnicos e

glicerina

Durante o tempo de fermentagdo, aliquotas foram retiradas para mensurar a
massa celular e as concentracdes do 4cido propandico e de glicerina. Para tanto, as amostras
foram centrifugadas em 1500 rpm por 10 minutos. No qual a massa seca, o centrifugado,
foi determinado por andlise gravimétrica; e os dcidos organicos e glicerina, presentes no

sobrenadante, através da anélise de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

A concentragdo de células totais foi determinada pela andlise gravimétrica. As
amostras centrifugadas foram lavadas 3 vezes com dgua destilada e centrifugadas em 1500
rpm por 10 minutos e o s6lido foi transferido para tubos “eppendorff” previamente tarados.
Logo ap6s as células foram transferidas para a estufa com circulagdo de ar e temperatura de
60° C. A afericdo da massa foi realizada através de balanca analitica de precisdo de 5 casas

decimais.

O sobrenadante foi utilizado para quantificar as concentracdes de glicerina,
acido propandico e 4cido succinico, no qual foi filtrado com Membrana GS em éster de
celulose com poro de 0,22 ym e 13 mm de didmetro da marca Millipore, e direcionado para

analise em HPLC.

Para as andlises das concentracdes foram realizadas a dilui¢cdo necessdria das
amostras e analisadas pela Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC-“high
performance liquid cromatography”) modelo Varian 9010, coluna HPX-87H, mantida em
um forno com circulag@o de ar e temperatura controlada a 35°C, comprimento de onda de
105 nm, com um volume de injecdo de 50 uL, e numa taxa de fluxo de 0,6 ml/min. As
areas dos picos foram detectadas através dos detectores UV (ultravioleta) e RI (Indice de

refracdo) montados em série e determinados quantitativamente através do ajuste de curvas
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dos padrdes dos componentes. A fase movel utilizada foi uma solucdo de H,SO4 SmM,
preparada com dgua ultra-pura (Milli-Q) e filtrada com membrana em éster de celulose com

0,45 um de porosidade (Coélho, 2011)
Analisador elementar CHN

Durante a fermentagdo aliquotas foram retiradas para a quantificagcdo do

carbono, nitrogénio e hidrogénio presentes na amostra.

Esta andlise foi realizada na central analitica, na qual foi utilizado o analisador

elementar CHN pelo equipamento Perkin Elmer — Serir 2400.

No preparo das amostras, estas foram submetidas a centrifuga em 1500 rpm por
10 minutos. No qual a massa seca, o centrifugado, foi removido e o sobrenadante foi
filtrado com Membrana GS em éster de celulose com poro de 0,22 um e 13 mm de
didametro da marca Millipore e congelado. Logo apds as amostras foram liofilizadas e

encaminhadas para a andlise.

4.1.3 Resultados e discussoes

No estudo das cinéticas microbianas da fermentacdo propidnica foram

realizados experimentos com e sem adi¢cao de nitrogénio no processo.

As cinéticas obtidas para o processo, onde ndo houve adi¢do de nitrogénio, foi
denominada de fermentacdo anaerdbica parcial e a que houve adicdo de nitrogénio foi
denominada de fermentacdo anaerdbica total e suas duplicatas de 1 e 2. As duplicatas foram
realizadas para garantir o comportamento da cinética do processo estudado. As variagdes
das concentracdes de substrato na duplicata encontram-se dentro do erro do método da

andlise quantitativa do HPLC.

Para o processo fermentativo anaerébico parcial, temos as seguintes cinéticas,

apresentadas pelas Figuras 4.1 e 4.2 para os produtos e para a glicerina.
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Fermentacao anaerdbica parcial 1
So=21,69 g/l
25,00 ‘
— 20,00
& [
o
!§ 15,00 L @ Acido succinico
g 10,00 [ B Glicerina
s u Acido propidnico
© 5,00 r L 2 4 ¢ . .
X 5¢ XX v X X X Células totais
0,00 #— 69 . = =
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
Tempo (h)

Figura 4.1 - Fermentacéo propidnica anaerdbica parcial da glicerina para a
concentracao inicial de substrato de 21,69g/1..
Fermentacao anaerodbica parcial 2
So=19,91 g/l

25,00
= 20,00 &
S
!go ..
% 15,00 i @ Acido succinico
:lé: 10.00 B Glicerina
g " Acido propiénico
S 5,00 | 7Y * Prop
> & & X X X Células totais
0,00 ¥ —$$¢ . e =
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
Tempo (h)

Figura 4.2 — Fermentacdo propionica anaerdbica parcial da glicerina para a

concentracdo inicial de substrato de 19,91 g/l..
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Conforme Papoutsakis e Meyer (1985) e Barbirato et al. (1997) vérios sdo os
produtos que a bactéria pode produzir, dentre elas, utilizando como substrato a glicerina os

produtos observados na fermentagdo foram apenas o dcido propandico e o 4cido succinico.

Entretanto, neste processo houve um consumo total do reagente alimentado, a
glicerina, ou seja, toda a glicerina foi consumida; e o rendimento do 4cido propandico
também é de 100 %, ou seja, a glicerina disponivel foi convertida totalmente em 4cido

propandico. E uma seletividade de 5,6.

Sabe-se que a agitacdo propicia a difusdo do oxigénio no meio fermentado.
Porém, como ndo houve oxigénio adicional esta transferéncia de oxigénio no meio foi
decrescente, pois a medida que a fermentacdo ocorria 0 micro-organismo assimilava o
oxigénio dissolvido e ndo havia entrada dele no mesmo. Direcionando 0 micro-organismo a

uma rota paralela de absor¢do do CO, presente no meio para formagao do dcido succinico.

Para um processo fermentativo em condi¢bes de anaerobiose total temos as

seguintes cinéticas, apresentadas pelas Figuras 4.3 e 4.4 tanto para os produtos quanto para

a glicerina.

Fermenta¢ao anaerdbica 1
So=23,57g/L

25,00
s T T
—
= 20,00 H. @ Acido succinico
o
'ga 15,00 .L‘ B Glicerina
Lo
g 10,00 m Acido propidnico
8 5,00 X Células totais
X XX X
0,00 X— ¥ —S66—0¢ &

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Tempo (h)

Figura 4.3 — Fermentagdo propidnica anaerdbica da glicerina para a concentra¢do inicial de
substrato de 23,57 g/L.
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Fermentacdo anaerdbica 2
So =23,08 g/L
25,00 *
- T | m # Acido succinico
< 20,00 =
° . .
,§ 15,00 [ | m M Glicerina
g 10,00 m Acido propidnico
§ X Células totais
S 500
0,00 % %K% s—3 s
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
Tempo (h)

Figura 4.4 - Fermentagdo propidnica anaerdbica da glicerina para a concentragfo inicial de

substrato de 23,08 g/L.

Na fermentacdo realizada em condicdes de anaerobiose foi observada a ndo
formacdo do 4cido succinico. No entanto, a producao de dcido propandico diminuiu. O que
indica que a via de produ¢do do dcido succinico estd relacionada com a da produgdo do
acido propandico, onde se obtém um maior consumo da glicerina direcionado tanto para a
manuten¢do do micro-organismo quanto para a formagdo do acido propandico. Para este

processo, foi obtida uma conversao de 64,86 % e um rendimento de 98 %.

No entanto, vale ressaltar que apesar deste processo ter obtido um rendimento
menor que a do processo anterior, produziu apenas o 4cido de interesse. Neste caso,
sugere-se que quase ou nenhum CO, estiveram presentes na fermenta¢do em condigdes de
anaerobiose, pois segundo Wood e Wekman (1938) o 4dcido succinico esta relacionado com

a presenca de CO,.

Para compreender sobre o consumo de carbono, nitrogénio e hidrogénio do
processo foram realizadas as andlises de CHN, obtendo como resultados as Figuras 4.5 para

o processo de anaerobiose parcial e 4.6 para anaerobiose total.
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Anaerobiose parcial

£ B Carbono

€ 20 - e

€ @ Hidrogénio

X

° 10 - O Nitrogénio
0 .

0,0 13,50 17,83 40,25 62,88 67,58
Tempo (h)

Figura 4.5 - Fermentacdo em anaerobiose parcial: quantificacio de carbono, hidrogénio e

nitrogénio.

Anaerobiose total

40
30 -
£
g 20 - M Carbono
X . -
10 W Hidrogénio
O Nitrogénio
0 .

0,00 16,58 22,03 39,50 43,17 48,07 68,33
Tempo (h)

Figura 4.6 - Fermentagdo em anaerobiose total: quantificagdo de carbono, hidrogénio e nitrogénio

Este procedimento analitico tem sido bastante utilizado para determinagdo do

C, pois este determina as duas formas: organica e a inorganica.

Através desta andlise foi possivel observar o consumo de carbono, hidrogénio e
nitrogénio, presentes no meio. Desta forma, foi obtido um maior consumo de carbono na
fermentacdo anaerdbica parcial, confirmando os resultados de rendimento do é&cido

propandico para este processo, também relatado no trabalho de Bassalo (2013) na qual
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houve uma mudang¢a no fluxo metabdlico quando disposto esta bactéria em condi¢des de

aerobiose na fermentacdo a depender da necessidade da bactéria para garantir o balango

redox.

O consumo de carbono, nitrogénio e hidrogénio, quando as concentragdes finais
de glicerol e 4cido propandico manteve-se constante, para os processos de anaerobiose
parcial foram maiores em relacdo da fermentagdo que ocorreu em anaerobiose total. Onde
foram obtidas as percentagens de consumo da fermentacio em anaerobiose parcial em
relacdo a fermentacdo em anaerobiose total de 159 % para o carbono, 202,03 % para o

hidrogénio e 42,44 %, conforme o grafico apresentado na Figura 4.7.

Consumo da fermentacao

0,4000 "
0,3500
0,3000
0,2500
0,2000
0,1500
0,1000
0,0500
0,0000

M Anaerobiose parcial

M Anaerobiose total

Carbono
Hidrogénio

Nitrogénio

Figura 4.7 - Consumo de carbono, hidrogénio e nitrogénio nas fermentagdes em anaerobiose

parcial e anaerobiose total.

Ou seja, para um processo em anaerobiose parcial foram obtidos maiores
consumos de CHN. Portanto, em virtude do estudo da glicerina pura como substrato ser um
degrau para o conhecimento e futura utilizacao do glicerol proveniente de rejeito industrial,
como por exemplo, da industria de biodiesel, 0 aumento do consumo dos elementos CHN

propicia um processo de maiores rendimentos e, portanto de maiores vantagens e

expectativas industriais.
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4.1.4 Conclusoes parciais

O trabalho avaliou o perfil fermentativo da Propionibacteria acidipropionici
em condi¢cdo de anaerobiose parcial e anaerobiose total e foi possivel observar a enorme
flexibilidade metabdlica capaz de redirecionar o fluxo de carbono para outro produto, no
caso em questdo para producdo de dcido succinico, a depender da necessidade de manter o
balan¢o redox. A fermentacdo anaerdbica parcial utilizando a glicerina como substrato foi
capaz de obter um rendimento superior ao observado em condi¢des de anaerobiose total.
Além de viabilizar a produgdo de acido propandico em dornas de fermentacdo aerdbica, o
que traria enormes beneficios e viabilizaria a producdo do &4cido propandico em sua

implantacdo numa plataforma industrial.

Portanto, como a fermentacio anaerdbica parcial apresentou maiores vantagens
operacionais e de processo frente a fermentacdo anaerdbica total, a préxima etapa teve
como objetivo, através dos resultados apresentados, avaliar as condi¢cdes operacionais € 0s

perfis cinéticos utilizando a fermentacdo aerdbica parcial frente as respostas do processo.
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42 EFEITO COMBINADO DA TEMPERATURA E DA
CONCENTRACAO INICIAL DE GLICERINA NA FERMENTACAO
PROPIONICA

Através do estudo da fermentacdo em anaerobiose parcial e anaerobiose total foi
definido para os proximos estudos o processo em anaerobiose parcial. Neste trabalho foi
estudada a influéncia da temperatura e da concentracdo na fermentacdo propidnica
utilizando ensaios em 5 niveis de temperatura entre 30 e 36 °C e concentracdes entre

aproximadamente 20, 40 e 60 g/L totalizando 13 cinéticas do processo fermentativo.

4.2.1 Introducao

Em processos fermentativos vdrios sao os fatores que influenciam no rendimento
do processo e no crescimento do micro-organismo. Estes fatores sdo: pH, temperatura,
meio de cultura, concentracdo de substrato. Em virtude de ja ter sido definido o pH e o

meio de cultura, o estudo serd direcionado para a temperatura e a concentracao de substrato.

Segundo Blanck e Clark (1997) os micro-organismos sdo classificados de acordo
com sua faixa de temperatura de crescimento. A propionibacteria é uma bactéria de
classificagdo mesofila e possui sua faixa 6tima de temperatura de crescimento de 30 a 45
°C. Porém, os estudos relacionados a propionibacteria apresentam resultados na escala de
30 a 36 °C, conforme Suwannakham (2005), Molina e Giannuzzi (2002), Zhang ¢ Yang

(2009), Himmi et al. (2000) e esta foi a faixa de estudo escolhida.

No entanto, é observado também que a fermentacdo propidnica € inibida pelo
acido propandico, quando em altas concentragdes (Solichien ef al., 1995). Desta forma, foi
inserida no estudo uma faixa de concentracao de substrato de 20 g/LL a 70 g/L nos intervalos
das temperaturas para identificar o comportamento cinético perante o aumento de

concentracdo de substrato no meio fermentativo.

z

Portanto, um dos objetivos do presente trabalho € avaliar o perfil cinético da

fermentagdo propidnica nas diferentes faixas de temperaturas e concentracdes de substrato.
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4.2.2 Materiais e métodos

Os materiais e métodos utilizados seguem aos do item 4.1.2 deste trabalho. Os
dados cinéticos que serdo apresentados nesse item foram obtidos de fermentagdes em

anaerobiose parcial conforme apresentado no item 4.1.2.6.
4.2.3 Resultados e discussoes

Sao apresentados a seguir os perfis de concentragdes de substrato fermentescivel
pela bactéria Propionibacterium acidipropionici, células, glicerina, 4cido acético
propandico e acido succinico para fermentacdes em batelada, cujas condigdes iniciais de

substrato e temperatura sao mostradas nos titulos das Tabelas 4.1 a 4.13.

Tabela 4.1 - Dados experimentais da fermentacio em batelada a 30 °C e SO =21,11g/L

Tempo (h) Concentragdo (g/L)
Células totais Glicerina Acido propanéico  Acido succinico

0,00 1,07 21,11 4,73 nd

12,00 2,47 13,55 10,23 nd

18,00 2,83 7,83 11,08 3,89
24,00 3,71 6,30 15,04 5,14
30,00 3,83 2,96 18,91 5,67
36,00 4,37 0,11 19,90 5,88
42,00 4,67 nd 22,56 6,50
54,00 4,97 nd 22,36 5,16
60,00 5,43 nd 22,34 3,89

*nd = ndo detectdvel pela andlise de HPLC.
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Tabela 4.2 - Dados experimentais da fermentagdo em batelada a 30 °C e Sy =37,82g/L

Tempo (h) Concentragdo (g/L)
Células totais Glicerina Acido propanéico  Acido succinico

0,00 0,11 37,82 nd nd

12,00 0,82 35,36 9,12 2,60
18,00 1,71 23,34 11,31 3,53
36,00 4,46 18,25 18,06 4,14
40,00 4,94 12,46 19,39 5,17
60,00 5,53 12,50 25,71 5,57
66,00 6,11 10,46 28,82 6,21
72,00 6,23 8,42 36,70 4,81
90,00 7,39 nd 36,80 4,99

*nd = nao detectavel pela anélise de HPLC.
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Tabela 4.3 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 30 °C e SO = 60,54 g/L

Tempo (h) Concentragdo (g/L)
Células totais Glicerina Acido propandico  Acido succinico

0,00 0,10 60,54 nd nd
6,00 0,38 58,82 nd nd
12,00 0,80 56,56 7,55 nd
18,00 0,90 50,26 7,67 nd
24,00 1,58 48,76 12,42 2,06
30,00 2,50 45,67 14,62 4,43
36,00 2,89 40,32 19,38 4,89
42,00 3,15 35,48 19,16 5,64
48,00 2,94 35,21 24,25 5,30
54,00 3,32 30,87 24,86 6,05
67,00 4,01 28,31 32,15 6,44
72,00 3,94 24,20 29,86 6,43
78,00 3,69 22,40 33,20 6,66
84,00 4,11 22,55 45,15 7,39
90,00 4,16 nd 37,78 8,57
114,50 4,18 nd 43,42 8,24
120,00 4,74 nd 43,76 9,28
138,00 4,93 nd 56,19 10,83

*nd = ndo detectdvel pela andlise de HPLC.
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Tabela 4.4 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 32 °C e SO = 23,60g/L

Tempo (h) Concentragao (g/L)
Células totais Glicerina Acido propandico  Acido succinico

0,00 0,17 23,60 4,73 nd

6,00 0,37 20,60 10,23 nd

24,25 1,64 15,90 11,08 2,10
30,00 2,35 13,50 15,04 5,14
47,15 3,33 4,34 18,91 5,67
50,30 3,59 2,57 19,90 5,88
53,45 3,67 1,57 22,56 6,50
71,45 3,27 nd 22,34 3,89

*nd = ndo detectdvel pela andlise de HPLC.
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Tabela 4.5 - Dados experimentais da fermentacio em batelada a 32 °C e Sy = 48,64 g/L

Tempo (h) Concentragdo (g/L)
Massa seca Glicerina Acido propandico  Acido succinico

0,00 0,76 48,64 nd nd

16,67 2,11 46,62 nd nd

19,50 2,61 39,10 10,16 3,54
22,00 2,84 36,34 12,93 5,32
26,50 3,46 33,18 18,96 6,29
40,50 4,58 29,32 21,31 6,92
45,00 4,85 25,93 22,13 7,43
48,00 5,04 18,88 26,60 7,38
64,50 5,41 18,30 29,95 7,48

*nd = nao detectavel pela anélise de HPLC.
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Tabela 4.6 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 32 °C e Sy =70,70g/L

Tempo (h) Concentragdo (g/L)
Células totais Glicerina Acido propandico  Acido succinico

0,00 1,27 70,70 nd nd
6,00 1,75 66,42 nd nd
14,00 1,80 61,85 nd nd
18,00 2,75 64,15 9,11 nd
24,00 3,48 59,96 11,86 nd
30,00 4,08 58,99 19,40 nd
36,00 4,10 49,41 18,56 nd
48,00 4,18 41,15 26,40 nd
54,00 5,11 34,23 32,31 nd
67,00 5,21 32,10 35,23 nd
72,00 5,34 31,03 41,08 nd
78,00 5,36 30,22 40,47 nd
84,00 5,53 25,18 41,47 nd
90,00 5,76 17,60 50,93 11,30
114,50 6,64 15,37 54,17 11,86
120,00 6,68 10,43 58,22 12,43
138,00 7,01 8,28 67,31 12,68

*nd = ndo detectdvel pela andlise de HPLC.

Tese de Doutorads - ﬂa/m de fa‘s’mfa Costho

61



CAPITULO IV — Fermentagio da glicerina para produgio de cido propanéico

Tabela 4.7 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 33 °C e Sy =43,14g/L

Tempo (h) Concentragdo (g/L)
Células totais Glicerina Acido propandico  Acido succinico

0,00 0,40 43,14 nd nd
18,00 1,06 36,82 6,90 nd
22,50 2,08 34,26 9,62 nd
39,92 2,25 27,56 13,53 nd
46,30 2,61 22,76 16,90 nd
64,00 2,84 17,58 21,41 nd
69,50 2,98 14,35 22,55 1,82
88,50 3,04 9,22 27,29 6,50
94,33 3,12 7,91 28,64 7,86
111,58 3,25 4,51 33,48 8,22
118,33 3,56 2,76 33,59 8,70
142,33 4,29 nd 37,86 9,94

*nd = ndo detectdvel pela andlise de HPLC.
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Tabela 4.8 - Dados experimentais da fermentacido em batelada a 33 °C e S0 = 61,37 g/L

Tempo (h) Concentragdo (g/L)
Células totais Glicerina Acido propandico  Acido succinico

0,00 1,91 61,37 nd nd
18,00 2,03 58,87 7,16 nd
22,42 2,37 51,19 14,34 nd
39,75 2,40 48,49 15,66 nd
46,25 2,26 42,37 20,24 nd
63,92 2,44 39,32 21,52 nd
69,45 2,46 35,93 25,52 nd
88,45 3,84 33,43 26,09 nd
94,28 4,31 30,15 30,75 nd
111,42 4,60 28,79 31,60 nd
118,25 4,69 23,48 32,59 nd

*nd = ndo detectdvel pela andlise de HPLC.
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Tabela 4.9 - Dados experimentais da fermentacio em batelada a 34 °C e Sy = 25,34g/L.

Tempo (h) Concentragdo (g/L)
Células totais Glicerina Acido propandico  Acido succinico

0,00 0,28 25,34 nd nd

6,00 0,55 20,80 1,47 nd

24,17 1,52 16,31 1,92 1,64
30,00 2,23 11,86 8,54 2,98
47,17 3,53 5,39 13,50 4,15
50,42 3,75 3,31 15,03 5,87
53,67 3,49 1,86 16,85 6,00
71,67 3,35 nd 18,74 9,68

*nd = ndo detectdvel pela andlise de HPLC.
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Tabela 4.10 - Dados experimentais da fermentagdo em batelada a 34 °C e S, =38,46g/L

Tempo (h) Concentragdo (g/L)
Células totais Glicerina Acido propanéico  Acido succinico
0,00 0,47 39,44 4,23 nd
16,50 1,73 37,66 6,63 nd
37,50 1,49 30,14 16,50 nd
40,50 2,18 25,73 19,82 nd
46,50 2,56 22,28 29,22 nd
61,50 2,51 20,64 26,22 3,54
64,50 3,16 16,80 30,43 7,07
70,50 3,53 12,95 35,85 8,06
88,50 4,07 10,72 36,71 8,75
95,50 3,18 9,16 34,03 9,07

*nd = ndo detectdvel pela andlise de HPLC.
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Tabela 4.11 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 34 °C e S, =66,32 g/L.

Tempo (h) Concentragdo (g/L)
Células totais Glicerina Acido propandico  Acido succinico

0,00 0,60 66,32 nd nd
8,00 0,23 67,66 nd nd
18,00 1,23 57,68 7,92 nd
22,00 1,04 59,77 9,61 nd
36,00 1,37 50,64 18,25 3,70
40,00 2,51 42,48 28,48 6,35
44,00 2,99 39,74 29,30 6,41
65,50 3,03 36,27 37,27 7,72
70,00 3,95 33,17 37,42 8,11
85,00 4,05 27,33 40,45 8,75
93,00 4,15 26,77 41,93 9,56
110,00 4,93 25,13 40,95 9,53
114,50 5,47 25,66 40,48 9,61

*nd = ndo detectdvel pela andlise de HPLC.
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Tabela 4.12 - Dados experimentais da fermentagao em batelada a 36 °C e S, =46,19g/L

Tempo (h) Concentragdo (g/L)
Células totais Glicerina Acido propandico  Acido succinico

0,00 0,90 46,19 nd nd

22,50 1,58 40,32 10,06 nd

37,50 1,34 31,88 16,12 4,43
40,58 1,55 29,06 20,14 5,35
46,58 1,59 22,55 23,16 6,02
61,67 1,70 21,52 25,56 6,81
64,58 1,90 20,57 26,78 7,28
70,58 2,08 18,72 28,93 7,83
88,67 2,13 17,99 29,04 8,14
94,58 2,27 17.40 28,72 8,30

*nd = ndo detectdvel pela andlise de HPLC.
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CAPITULO IV — Fermentagio da glicerina para produgio de cido propanéico

Tabela 4.13 - Dados experimentais da fermentagao em batelada a 36 °C e S, =71,83g/L

Tempo (h) Concentragdo (g/L)
Células totais Glicerina Acido propandico  Acido succinico

0,00 0,50 71,83 nd nd

8,00 1,04 66,33 nd nd
18,00 1,61 63,62 7,65 nd
22,00 1,68 62,63 9,64 nd
44,00 2,10 56,89 17,96 nd
65,50 2,07 47,77 27,39 6,35
70,00 2,18 45,71 29,63 7,16
85,00 2,45 44,21 30,09 7,37
93,00 2,60 41,27 31,29 8,60
110,00 2,99 40,99 30,39 9,34
114,50 3,35 39,08 29,98 8,69
120,00 3,54 40,47 30,65 8,87
128,50 3,63 40,77 30,98 10,26

*nd = ndo detectdvel pela andlise de HPLC.

Com os dados das cinéticas apresentadas foram calculados o consumo de glicerina,

a concentracdo de dcido propandico produzido, a conversdo e o rendimento da fermentacao

propidnica e estes estdo apresentados nos graficos apresentados nas Figuras 4.8 a 4.12.

Tese de Doutorads - ﬂa/m de fa‘s’mfa Costho

68



CAPITULO IV — Fermentagio da glicerina para produgio de cido propanéico

Temperatura 30 °C
120,00
Conversdo (%)

100,00 -
S % X
B 80,00 - X X Rendimento (%)
)
S
g 60,00 ‘ B Acido propandico produzido
[=

L
$ 40,00 - a (8/L)
S @ Consumo de glicerina (g/L)
20,00 - [
0,00
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
Concentragdo incial de glicerina g/L

Figura 4.8 - Consumo de glicerina, concentragdo de acido propandico produzido, conversio e

rendimento da fermentagdo na temperatura de 30 °C.

Temperatura 32 °C

120 Conversdo (%)

100
E X x X Rendimento (%)
X g0
2 o
§ 60 & n @ Consumo de glicerina (g/L)
5
§ 40 - B Acido propandico produzido
o (g/L)

20 a &
0
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
Concentracio inicial de glicerina g/L

Figura 4.9 - Consumo de glicerina, concentragdo de acido propandico produzido, conversdo e

rendimento da fermentag@o na temperatura de 32 °C.
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Temperatura 33 °C
120
100 Conversdo (%)
< X
80 X Rendimento (%)
g 60
] X @ Consumo de glicerina (g/L)
[}
g 40 ‘ ‘
o M Acido propandico produzido
20
(g/L)
0
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
Concentragdo inicial de glicerina g/L

Figura 4.10 - Consumo de glicerina, concentragdo de acido propandico produzido, conversdo e

rendimento da fermentagdo na temperatura de 33 °C.

Temperatura 34 °C
120 ~
Conversdo (%)

100
= .
E 20 X Rendimento (%)
) X X
s
© 60 X @ Consumo de glicerina (g/L)
s
c
£ 40 . o ) |
o ] M Acido propandico produzido
o

20 ‘ (8/L)
0
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
Concentragdo inicial de glicerina g/L

Figura 4.11 - Consumo de glicerina, concentracdo de acido propandico produzido, conversdo e

rendimento da fermentag@o na temperatura de 34 °C.
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Temperatura 36 °C
120
= % (o,
—~ 100 Conversdo* (%)
—
SN
= 80
S X Rendimento* (%)
g 60 X
g 40 X # Consumo de glicerina* (g/L)
s m [ |
© 20 ‘ "
M Acido propandico
0 produzido* (g/L)
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
Concentragio inicial de glicerina g/L

* Os dados da concentracdo de glicerina e da concentragdo de 4cido propandico, bem como da
conversdo e rendimento se encontram alinhados na Figura, devido a proximidade dos valores.

Figura 4.12 - Consumo de glicerina, concentragdo de acido propandico produzido, conversdo e

rendimento da fermentagdo na temperatura de 36 °C.

Houve um aumento no consumo de glicerina € um aumento na produgdo de
acido propandico quando a fermentacdo saltou da concentracdo de 20 g/L a 40 g/L e logo

apos foi obtido uma pequena reducio ao se aumentar para a concentragdo de 60 g/L.

Tem-se que a produgdo do 4cido propandico esta associada ao consumo de
substrato, ou seja, o micro-organismo utiliza o substrato para a producdo de dacido
propandico, e para sua manutencdo de formas simultdneas e por esse motivo houve um
aumento na concentracdo de 4cido propandico. Porém, ao se aumentar a concentragdo de
substrato inicial, o consumo deste substrato pela bactéria comeca a se reduzir devido a
incapacidade da bactéria em metabolizar grandes quantidades deste substrato sofrendo uma

limitacdo por altas concentracdes de glicerina.

Pode também ser observado que o aumento da temperatura leva a um menor
consumo de glicerina e da producdo de &4cido propandico quando se aumenta a
concentracdo de substrato. Ou seja, o consumo da glicerina torna-se mais lento e, portanto a
producdo de acido propandico torna-se mais lenta em virtude de temperaturas superiores

diminuirem o fluxo metabdlico do substrato na célula.
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CAPITULO IV — Fermentagio da glicerina para produgio de cido propanéico

Avaliando o rendimento do 4cido propandico nas temperaturas estudadas,
observa-se que hd um aumento deste ao se aumentar a concentracdo do substrato, porém
menor € a conversdo da glicerina. Tem-se que, o micro-organismo € limitante em relacio ao
substrato, entdo ao aumentar a concentracdo de glicerina na fermentacdo propidnica ha uma
diminui¢do na conversdo da reacdo, ou seja, nem toda a glicerina € consumida, porém o que

¢ consumido grande parte é convertido em produto aumentando desta forma o rendimento.

4.2.4 Conclusoes parciais

O estudo do comportamento cinético € importante para conhecer o processo e
obter informagdes no que diz a respeito ao direcionamento a ser seguido. Para obter um
processo com maior conversdo e rendimento foram estudadas a temperatura e a

concentracdo inicial de glicerina na fermentagdo propidnica.

Foi realizado um estudo da temperatura e da concentracdo inicial de glicerina na
fermentacdo propidnica em um processo em anaerobiose parcial. Deste foram avaliados 5
niveis de temperatura entre 30 e 36 °C, na qual para as temperaturas de 30, 32 e 34 °C
foram realizadas bateladas em 3 niveis de concentracdo entre aproximadamente 20, 40 e 60
g/L e para as temperaturas de 33 e 36 °C foram realizadas bateladas em 2 niveis de
concentracdo entre aproximadamente 40 e 60 g/L totalizando 13 cinéticas do processo

fermentativo.

Os resultados obtidos deste estudo foram o aumento na producdo de dcido

propandico ao aumentar a concentra¢do inicial do substrato, porém menor € a conversao.

Com a diminuicdo na conversdao implica um meio fermentado mais dificil de
separar, pois mais componentes t€m no sistema, no caso a glicerina que nao reagiu. Dessa
forma dentre as temperaturas estudadas a temperatura de 30 °C € a temperatura que mais se
adequa ao processo de anaerobiose parcial estudada. A qual apresentou uma conversao de
100% independente da concentracdo utilizada, sendo o substrato mais facilmente
metabolizado pela bactéria devido a baixa temperatura e alcancados os maiores

rendimentos, na faixa de 83 a 97 %.
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CAPITULO V — Modelagem matemitica

CAPITULO V-MODELAGEM MATEMATICA

Em processos, uma das etapas mais importantes € o desenvolvimento de
modelos matemadticos para que se possa avaliar e atuar no processo quando necessario, bem
como compreender o comportamento do mesmo. Porém estes devem ser representativos e
ao mesmo tempo simples. Para tanto, tendo as equacdes matemadticas que representem o
modelo se faz necessdrio otimizar os parametros cinéticos.

Portanto, este capitulo tem como objetivo, através do modelo de Aiba e Shoda
(1969) e da equacdo de Ahrenius, determinar um modelo global através da otimizagdo dos

parametros cinéticos do modelo dependentes da temperatura utilizando algoritmo genético.

51 MODELO MATEMATICO NAO ESTRUTURADO PARA A
FERMENTACAO PROPIONICA COM CELULAS LIVRES NA
ESTIMATIVA DOS PARAMETROS CINETICOS

5.1.1 Introducao

Hoje em dia, a instabilidade do mercado global quando se questiona 0s riscos
socio - econdmicos de uma possivel escassez de petrdleo, elevou as perspectivas para as
alternativas que tém cardter ambiental. Por isso, com base nestes pontos a producdo de
acido propandico por processos biotecnolégicos foi discutido por pesquisadores em
oposicdo a sintese quimica. Levando isso em considera¢cdo o uso de glicerol como matéria-
prima, tem sido bastante estudados, pois € uma fonte verde e atualmente acompanhada por
uma grande oferta no mercado, devido a sua producio em larga escala como subproduto da
industria do biodiesel. A fim de tomar decisdes sobre o desenvolvimento de um processo
eficiente, € muito util ter um modelo matematico representativo. Com isto em mente, foi
utilizado o algoritmo genético para a estimativa dos parametros cinéticos do modelo em

fun¢do da temperatura.
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CAPITULO V — Modelagem matemética

5.1.2 Materiais e métodos

Neste trabalho é proposto um modelo matemético deterministico nao-
estruturado e ndo segregado da fermentacdo propidnica utilizando a glicerina como
substrato com células livres de Propionibacterium acidipropionici para a estimativa dos

parametros cinéticos em funcdo da temperatura.

Para a realizacdo da modelagem considerou-se que apenas a glicerina foi

convertida em produto, formando exclusivamente o dcido propandico.

Foi realizada a modelagem seguida da otimizacdo dos parametros cinéticos.
Para a resolugdo das equagdes diferenciais ordindrias foi utilizado o método de Runge-

Kutta de 4° ordem e para a otimizagdo dos parametros foi utilizado o algoritmo genético.

O modelo € representado por trés equacgdes diferenciais ordindrias que
representam a concentragdo de biomassa, o dcido propandico, a glicerina como mostra as
equagoes (5.1, 5.2 e 5.3).

Concentragdo de biomassa:

dX
dat -

(equacdo 5.1)
Concentracdo de glicerina:
dS
a -

(equacdo 5.2)

Na qual’ Hs = Ys/xHx + my

Concentracdo de acido propanoico (Pirt, 1996):

dp

dc "

p
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CAPITULO V — Modelagem matemética

dP
E = IJ-XYP/X + my,

(equacdo 5.3)

O modelo de Aiba e Shoba (1969) modificado inclui os termos de inibicdo do
produto, e substrato limitante e por isso foi escolhido esse modelo para representar o

processo conforme andlises dos capitulos anteriores.

A taxa cinética pode também ser escrita conforme equacdo 5.4 :

— IJ.m-S KP
b= K +SKp + P

(equacdo 5.4)
5.1.2.1 Avaliagdo dos pardmetros do modelo

Para a otimizacdo do parametro cinético otimizacdo aplicados foi aplicado o
algoritmo genético com precisdo de 10, e usou o método de Runge-Kutta de 4 ° ordem
para as equacOes de 5.1 a 5.4. Ambos os algoritmos, estimativa de parametros e simulagao,
foram implementados em MATLAB versdo 7.0 linguagem de programacdo. A expressao
dos parametros cinéticos em fun¢do da temperatura foi obtido por dupla exponencial de
Arhenius, representada pela equagdo 5.5 (Andrade, 2000)

Parametros (Yp/s, Yx/s» Um) = A€Xp (?) + Cexp(g) (equacdo 5.5)

Para isto, como a representacdo destes sistemas deve ser em numeros binarios
deve conhecer o intervalo das varidveis. Assim, eles vao ser definidos pelo nimero de bits
que serdo utilizados. Se for usado para k bits a varidvel x;, na qual trabalha numa faixa
[inf;, sup;], na qual é definida como precisdo méxima que esta varidvel pode ter pela
equacgdo 5.6, e a conversdao do correspondente inteiro 7; pelo nimero bindrio pela equagao
5.7.
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sup; — inf;
C2k—1

(equacdo 5.6)
sup; — inf;

real = inf; + ST

* T

(equagdo 5.7)

O modelo foi ajustado com base nos dados cinéticos experimentais: a
concentracdo de substrato, concentracio de células, e a concentracdo de acido propandico,
tudo em fun¢do da temperatura. No entanto, as equagdes foram resolvidas simultaneamente
e como critério de concordincia entre os valores obtidos pelo modelo e os dados
experimentais, que minimizam a soma dos quadrados pelo método dos minimos quadrados

representado pela equacao 5.8.

2 ~
F =11 Yimodel — Yiexp| (equagio 5.8)

Na qual, Y;moael € 0 valor da varidvel obtida pelo modelo, e Yex, € 0 valor da

varidvel dos dados experimentais e o subindice 1 € a varidvel dindmica tempo.
5.1.3 Resultados e discussoes
5.1.3.1 Determinacgdo dos pardmetros cinéticos

Os parametros iniciais para a determinagdo dos parametros cinéticos estimados

My, My, kg, k;,, sdo mostrados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 - ParAmetros independentes da temperatura que foram estimados.

Varidveis Valores das constantes
my 0,35376
my 0,37283
kg 0,37243
k, 0,045823
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Com o objetivo de obter um modelo que se adequasse a maioria dos dados
experimentais e apresentados no item 4.2 foi escolhido os valores intermedidrios de cada
temperatura para a obtencao do modelo, em virtude de possuir muitas cinéticas € o tempo
de processamento ser grande. Dessa forma buscou-se um modelo que englobasse as
temperaturas estudadas. Os valores dos parametros cinéticos em fun¢do da temperatura

utilizando algoritmo genético estdo apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Parametros da equagdo de Ahrenius.

Parametros A B C D
Yx/s 0,05963 0,028 0,0206 0,0118
Vp/s 0,05819 0,0258 0,0820 0,0112
Wimax 11,4231 5,19148 8,02421 7,7903

Os perfis cinéticos para esses parametros nos niveis intermedidrios de

concentracdes estdo apresentados nas Figuras 5.1 a 5.5

40

35

30

25 Substrato
Biomassa

Acido propandico

20

Concentragdo g/l

~0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (h)

Figura 5.1 - Comparacdo do modelo experimental e do modelo predito para as concentragdes de (+)

acido propanoico, () células e (o) glicerina na temperatura de 30 °C e concentragdo inicial de

37,82g/L
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Substrato
M Biomassa ||
Acido propandico

Concentragdo g/l
B
T

Tempo (h)

Figura 5.2 - Comparacdo do modelo experimental e do modelo predito para as concentragdes de (+)
acido propandico, () células e (o) glicerina na temperatura de 32°C e concentracio inicial de
48,64g/L
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Figura 5.3 - Comparacdo do modelo experimental e do modelo predito para as concentragdes de (+)
acido propandico, () células e (o) glicerina na temperatura de 33°C e concentracio inicial de
70,70g/L
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Figura 5.4 - Comparacido do modelo experimental ¢ do modelo predito para as concentracdes de (+)
acido propandico, (=) células e (o) glicerina na temperatura de 34°C e concentracio inicial de 25,34

g/L
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Figura 5.5 - Comparacdo do modelo experimental e do modelo predito para as concentragdes de (+)
acido propandico, () células e (o) glicerina na temperatura de 36°C e concentracfo inicial de
46,19g/L
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CAPITULO V — Modelagem matemética

Para este estudo for possivel obter os parametros em funcdo da temperatura
utilizando dados experimentais e pode-se obter um modelo que representasse o processo na

faixa de temperatura estudada.

No entanto, para a obtencdo de um modelo mais global e representativo ¢é
necessario um modelo mais robusto. Uma alternativa seria a utilizacdo de redes neurais

para o ajuste dos pardmetros do modelo.
5.1.4 Conclusoes parciais

A avaliagdo cinética do processo foi estudada experimentalmente e os
parametros cinéticos foram calculados para o modelo ndo estruturado e ndo segregado

através do método de otimizagdo por algoritmo genético.

No que diz respeito a este mecanismo de reacdo observou-se uma reacdo de
inibicdo. No entanto, o dcido propandico produzido por fermentacdo da glicerina, ¢ um
substrato vidvel quando comparado com outras fontes de carbono e pode-se mostrar que é
possivel obter altas concentracdes de acido propanodico através do estudo das varidveis do
processo. E entdo, este estudo demonstrou a necessidade da representacdo do modelo para a
avaliacdo do processo, bem como se mostrou eficaz o uso do algoritmo genético como um
método de otimizagdo dos parametros dos modelos, o qual foi possivel obter modelos com

boa reprodutibilidade do processo.
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CAPITULO VI — Separacio de produtos biotecnolégicos

CAPITULO VI-SEPARACAO DE PRODUTOS BIOTECNOLOGICOS

Neste capitulo sdo apresentadas as etapas para a separa¢do do dcido propandico
do meio fermentado. O intuito desta etapa foi estudar um processo alternativo para a
separacdo do dcido propandico do meio fermentado aumentando sua concentracdo em uma

das correntes do processo de evaporagdo

Os processos de separa¢do abrangem, portanto os processos realizados com o
meio fermentado apds a fermentacdo propidnica. O presente estudo apresenta a avaliagdao
da purificacdo do 4cido propandico utilizando um sistema evaporativo, apresentando as
etapas do processo de separacdo que compreende a priori o tratamento do caldo bruto
através do processo de separacdo soOlido-liquido do meio fermentado e a posteriori o

processo de separacdo liquido-liquido utilizando a evaporacgdo de passo curto.

6.1 AVALIACAO DA PURIFICACAO DO ACIDO PROPANOICO
UTILIZANDO UM SISTEMA EVAPORATIVO DE PASSO CURTO

A utilizagdo de processos biotecnoldgicos como alternativa aos processos
quimicos ja existentes tem se intensificado ao longo dos anos. Porém o maior obsticulo
para garantir a viabilidade do processo encontra-se na obten¢do de um processo de
separa¢do de baixo custo, principalmente por se tratar de uma solucdo diluida, dificultando

o processo de separagdo e purificacdo do produto desejado.

Assim, foi apresentado um processo alternativo de separacdo do produto, dcido

organico, do caldo de fermentac¢do utilizando o evaporador de passo curto.

Tese do Doutorads - ﬂaywm de Gusnio Coclho
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O procedimento abrangeu as seguintes etapas: procedimento inicial para
tratamento do caldo e a separacao liquido-liquido do caldo fermentado tratado (evaporador

de passo curto de filme agitado) com um estudo prévio utilizando meio sintético.

6.2.1 Introducao

A escolha da técnica adequada para a separagdo e purificacdo do caldo da
fermentacdo estd relacionada com os seguintes itens: a localizacdo do produto, intracelular
ou extracelular; e o destino e aplicagdo do produto final. Desta forma a estabilidade
quimica e a solubilidade do produto vai ditar a técnica mais adequada de recuperacdo, em
virtude da maioria dos produtos microbioldgicos induzir a severas restricdes a temperatura,

aos reagentes e aos niveis de pH (Dechow, 1989).

Vérios sdo os métodos de separacdo estudados para a recuperacdo do acido
propandico, neste ambito tem-se a separacdo por solventes, separacdo com adi¢do de sal,

porém ambos tém gastos na recuperacao do solvente seja ele liquido ou solido.

Desta forma, o evaporador de passo curto surge como uma alternativa para o
processo de separacdo, pois se realiza em temperaturas reduzidas e um periodo curto de

exposicao do material a temperatura de operacao.

6.2.2 Metodologia experimental

Para o estudo do processo de separagdo o caldo de fermentagao foi inicialmente
tratado, para a separacdo dos sOlidos e para a liberacdo do d4cido propandico e

posteriormente foi direcionado para o evaporador de passo curto.

6.2.2.1 Preparagdo do meio fermentado

O objetivo desta etapa € preparar o meio fermentado para a separacdo. No
entanto foi promovida a separacio solido-liquido para a separagcdo do caldo fermentado da

biomassa e a posterior libera¢do do 4cido no caldo tratado pela reacdo de neutralizacio.

Tese de Doutorads - ﬂa/a/m de fa‘x’mfa Cotho
82



CAPITULO VI — Separacio de produtos biotecnolégicos

Nesta etapa o caldo fermentado bruto, logo apdés o fim do processo
fermentativo, foi submetido a dois processos fisicos para separacdo da biomassa do meio

fermentado, conforme apresentado na Figura 6.1.

Caldo fermentado
bruto

Centrifugaciio [—— Biomassa

Filtraciio

Caldo fermentado

Figura 6.1 - Esquema do tratamento do caldo fermentado.

Desta forma, foi utilizado o processo de centrifugacdo para o tratamento do caldo
fermentado bruto. Este foi destinado para a centrifuga para a remocdo/separacdo da
biomassa. Este, ficou por 15 min numa rotacdo de 8000 rpm. O sobrenadante, contendo o

produto desejado, foi removido para as demais etapas.

Posteriormente foi realizado o processo de filtracdo, precedido da reacdo de

neutralizacao para posterior remocao do sal.

A reacdo de neutralizacdo surge da reacdo de um acido com uma base originando

como produto sal e dgua. Conforme apresentado pela equacao 6.1
H,SO, (aq) + 2NaOH (aq) — Na,SO4 + 2H,0 (1) (equacdo 6.1)

Para este processo foi realizada a acidificagdo do meio fermentado com o 4cido
sulfurico até atingir pH 2,6 para garantir que toda a base (utilizada na fermentacdo para

controle do pH) fosse removida do meio fermentado.
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Ap6s a neutralizagdo do hidréxido com o acido sulfirico € necessdria a remocao

do sulfato de sédio. Para tanto, foi realizado o processo de filtracao.

Portanto, o sobrenadante do meio fermentado bruto foi disposto no sistema de
filtracdo a vdcuo com membrana ptfe para solventes organicos de 0,45 nm de diametro de

poro. No qual, o filtrado passou pelo sistema e o Na,SO,4 foi removido do processo.

Apo6s a filtracdo, o caldo fermentado foi resfriado a aproximadamente 5 °C,
aproximadamente para evitar sua degradacdo, pronto para ser utilizado para o estudo por

evaporacao de passo curto.
6.2.2.1 Separagdo por evaporagdo de passo curto

Em virtude de se tratar de um processo a pressdes inferiores a 100 mbar foi

utilizado o evaporador de passo curto.

Foi utilizado o evaporador do tipo filme agitado com vazdo de alimentacdo de

10 ml/min e velocidade de agitacdo de 750 rpm, conforme apresentado pela Figura 6.2.

Figura 6.2 - Evaporador de filme agitado (1- Alimentagdo; 2 - Condensador externo; 3 — Sistema
de resfriamento/aquecimento; 4 - Coletor de Residuos; 5 - Coletor de Destilado; 6 - Sistema de
Viacuo; 7 — Controle da vazdo de alimentacdo; 8 — Condensador externo, trape; 9 — Rotor do

evaporador.
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6.2.2.2 Estudo experimental

Com o objetivo de estudar o comportamento da separacdo do composto,
dgua/dcido propandico frente a evaporacdo de passo curto, foram realizadas variacdes na
temperatura do evaporador de 50 °C a 150 °C, com pressao de 100 mbar, utilizando o meio
sintético. Além disso, foram realizados estudos da influéncia da temperatura, variando de

110 °C e 130 °C utilizando o caldo de fermentacao.
Meio sintético

A producdo de 4cido propandico por fermentacdo € um processo demorado,
dependendo da concentracdo inicial do substrato pode-se levar em torno de 60 horas para
20 g/L de glicerina, e que gera baixas concentragdes do produto além de apresentar diluido
na solu¢do. Desse modo, para simular o caldo fermentativo foi preparada uma solucio de

acido propandico e dgua, denominado de meio sintético.

Para o estudo da separagdo do acido propandico do meio sintético, foi utilizada
uma solugdo de acido propandico (SIGMA, 99%) e dgua numa concentragdo de 17 g/L. A
escolha da concentracdo foi escolhida de modo a simular a concentracdo obtida do caldo

fermentado.
Meio fermentado

O meio fermentado consiste no meio fermentado bruto tratado pelo processo
anterior, separacao solido-liquido. Neste a biomassa ja foi removida do processo, bem

como a base NaOH, restando o sobrenadante do processo.
6.2.2.3 Método analitico

As amostras a serem destiladas, sdo pesadas e quantificadas analiticamente
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), para a realizacdo do balanco de
massa, bem como também destilado e o residuo obtido da destilagdo, depois armazenados

sob refrigeracdo para evitar degradacdo, até o momento da anélise no HPLC.
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Para as andlises das concentracdes foram realizadas a dilui¢do necessdria das
amostras e analisadas pela Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC-“high
performance liquid cromatography”) modelo Varian 9010, coluna HPX-87H, mantida em
um forno com circulacdo de ar e temperatura controlada a 35°C, comprimento de onda de
105 nm, com um volume de inje¢do de 50 puL, e numa taxa de fluxo de 0,6 ml/min. As
areas dos picos foram detectadas através dos detectores UV (ultravioleta) e RI (Indice de
refracdo) montados em série e determinados quantitativamente através do ajuste de curvas
dos padrdes dos componentes. A fase movel utilizada foi uma solugdo de H,SOs5SmM,
preparada com dgua ultra-pura (Milli-Q) e filtrada com membrana em éster de celulose com

0,45 um de porosidade (Coélho, 2011).
6.2.2.4 Cdlculo da recuperacdo do componente

A recuperacdo de um determinado componente, segundo Fregolente et al.

(2009) € determinado pela Equagao 6.2, modificada, onde N € o componente avaliado.

(Concentragido de Ac. Propandico). (Quantidade do destilado)

%Ry =
FoRN (Concentragao de Ac. Propanoico). (Quantidade do residuo)
%Re = 100 Correntey

0N = Alimentadoy

(equacdo 6.2)

6.2.3 Resultados e discussoes

6.2.3.1 Purificacdo do dcido propandico a partir do meio sintético por

evaporagdo de passo curto

No estudo da separagdo utilizando o meio sintético foi utilizado o condensador

externo, em virtude das perdas observadas durante o processo de purificagao.

As fragdes madssicas do material destilado e do material recolhido estdo
apresentadas na Figura 6.3, para cada temperatura estudada. Pode ser verificado que a

medida que a temperatura aumenta porcentagens maiores sdo obtidas no destilado, em
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virtude do aumento da temperatura proporcionar um aumento da transferéncia de calor
entre o evaporador e o fluido, permitindo que uma quantidade maior de massa seja

evaporada.

Fracao massica das correntes do processo
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Figura 6.3 - Porcentagem de dcido propandico no evaporador de passo curto.

Desta forma, a recuperagdo do acido propandico nas temperaturas estudadas

esta apresentada na Figura 6.4.

Recuperacao do acido propandico

70,00 - * *

L g © Recuperagdo residuo

M Recuperagdo destilado

0 50 100 150 200
Temperatura (°C)

Figura 6.4 - Recuperacgado do dcido propandico no evaporador.
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Temos que a recuperagdo na corrente do residuo € maior que a do destilado,

pois a temperatura do evaporador € alta o suficiente para que haja uma boa troca de calor.

Em relacdo a concentrag@o inicial de dcido propandico e a massa inicial da
alimentacdo, o que obteve maior recuperacdo de dcido propandico em massa foi operar em
altas temperaturas. Desta forma para reduzir o possivel efeito de degradagcdo do 4cido foi

realizado o estudo com variagdo na pressao no sistema.

6.2.3.2 Purificacdo do dcido propanoico a partir do caldo fermentado por

evaporagdo de passo curto

Nesta etapa foram feitos testes do comportamento da separagdo do acido
propandico do meio fermentado utilizando o condensador externo, para diminuir as perdas
do processo. O caldo de fermentacao utilizado foi o produzido da fermentagdo e utilizaram-

se pressoes no sistema de 10 e 100 mbar, conforme estudo anterior.

As fracdoes madssicas do material destilado e do material recolhido estdo

apresentadas na Tabela 6.4, bem como a perda do processo para cada temperatura estudada.

Tabela 6.3 - Porcentagem de 4cido propandico na destilagdo molecular.

Temperaturas (°C)  Press@o (mbar) Residuo Destilado Condensador
110 10 21,80 12,59 39,06
130 100 23,02 42,23 4,82

A Figura 6.4 apresenta as fracdes de dcido propandico no destilado, no residuo
e no condensador externo. No qual apresentou alta recuperacdo do dcido propandico, tanto

no destilado quanto no residuo.
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Recuperacao dos componentes do meio
fermentado
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Figura 6.4 - Recuperagdo dos componentes obtidos na destilacio molecular para o meio
fermentado com controle de pH (RAP- 4cido propandico no residuo, CEAP-dcido propandico no

condensador externo, DAP — dcido propandico no destilado).

A Figura 6.5 apresenta a recuperacdo do glicerol nas correntes do processo. Foi
observado que na corrente de residuo ndo houve presenca de glicerina, devido sua fragao

estar abaixo do limiar de detec¢cdo do equipamento, HPLC, sendo sua recupera¢do maior no

destilado.
Recuperacao dos componentes do meio fermentado
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Figura 6.5 - Recuperacdo dos componentes obtidos na destilacio molecular para o meio
fermentado com controle de pH (RG- glicerol no residuo, CEG — glicerol no condensador externo,

DG - glicerol no destilado).
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6.2.4 Conclusoes parciais

O estudo da purificagdo do dcido propandico foi realizado utilizando o
evaporador de passo curto de filme agitado para separacdo dos componentes, na qual
ocorreu em duas etapas. Primeiramente foi estudada a purificacdo utilizando o meio
sintético para defini¢do das varidveis de operagdo, bem como para o aprendizado do
comportamento da solu¢do no processo, e posteriormente foi realizado o estudo com o meio

fermentado.

No meio sintético, ndo houve arraste de solucdo para o trape, obtendo baixas
perdas, com altas recuperacdes de acido propandico na temperatura de 130 °C e pressdo de
100 mbar no residuo de aproximadamente 72%. Desta forma, operar em temperaturas mais

altas torna o processo mais eficiente.

Do estudo da purificagdo pode-se observar a diferenca no comportamento no
evaporador de passo curto para a matéria-prima alimentada no processo, a sintética e o

caldo fermentado.

Sabe-se, segundo Barbirato et al. (1997), que a purificacido do 4cido propandico
€ fortemente limitada pelo acido acético na solugdo. Assim, em virtude da auséncia desse

produto no meio fermentado a evaporacdo trouxe resultados satisfatorios.

A separacdo do caldo fermentativo mostrou-se efetiva em relagdo a separacao
acido propandico dos demais componentes do meio fermentado. Na corrente do
condensador externo, o acido se mostrou puro juntamente com a agua, para pressao de 100

mbar e temperatura de 130 °C.

Levando-se este ponto em consideracdo, foi possivel alcangar uma alternativa
para a separacdo destes compostos utilizando o evaporador de passo curto na pressido de

100 mbar e temperatura de 130 °C.
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CAPITULO VII - CONCLUSOES FINAIS

O grande desafio para tornar o processo do dcido propandico competitivo em

potencial consiste em propor solucdes que tratem da limitagdo da conversao provocada pela
considerdvel inibicdo da reacdo pelo produto principal, resultando em uma baixa
concentragdo final de acido propandico. O fato da concentracdo do produto desejado ser
baixa eleva os custos na etapa de purificacido. Desta forma, a necessidade de compreender o
processo fermentativo e determinar as condi¢des 6timas de opera¢ao que possam contribuir
para um aumento da conversdo, é imprescindivel para o desenvolvimento de um processo

eficiente e competitivo, bem como a purificacido do produto desejado do meio fermentado.

No capitulo 3 para o estudo do meio de cultura foi alcancada uma eficiéncia
maxima de 99 % e um rendimento de aproximadamente 80%, quando foi utilizado a
concentracdo de glicerina em 20 g/L e o extrato de levedura em 15 g/L. Estes resultados
indicam o caminho a qual deve ser direcionado o processo, ou seja, com concentragdes nao
muito altas para evitar a inibi¢do pelo produto. Neste caso, como o estudo foi realizado em
shaker uma das causas para a inibi¢do do processo foi provocado pela diminui¢do do pH,
em torno de 4,5, ocasionada pela formagdo dos produtos dcidos. Desta forma estudos do
processo em fermentadores com controle do pH foram uma alternativa para acompanhar e

avaliar o processo.

No entanto, no capitulo 4, sabendo que o0s processos convencionais
biotecnoldgicos para a produgcdo de éacido propandico utilizam a propionibacteria em
processos anaerdbicos, ou seja, com injecdo de nitrogénio durante o processo; e sabendo
que estd bactéria é anaerdbica facultativa foram estudados os perfis fermentativos para a
fermentacdo anaerdbica parcial e anaerdbica total. Os resultados mostraram a enorme
flexibilidade metabdlica em redirecionar o fluxo de carbono e, portanto, apesar de obter

produtos secunddrios foram obtidos um maior consumo de substrato € um maior
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rendimento para o processo de anaerobiose parcial até entdo ndo estudado para a

fermentagdo propidnica utilizando a glicerina como substrato.

Seguindo essa linha, no capitulo 5 foram avaliados os perfis da fermentagcao
propidnica através do estudo da temperatura e da concentracdo inicial de glicerina em um
processo em anaerobiose parcial. Deste foram avaliados 5 niveis de temperatura entre 30 e
36 °C, nos niveis de concentragdo entre aproximadamente 20, 40 e 60 g/L. Neste estudo foi
possivel verificar que o aumento da concentracdo inicial de substrato propiciou um
aumento no consumo de glicerina e na produ¢do de 4cido propandico. Foi também
observado que com o aumento da temperatura menor € o degrau no consumo de glicerina e

na producao de acido propandico, ao se aumentar a concentragdo de substrato.

Tendo estes parametros e perfis avaliados, ainda no capitulo 5 foram utilizados
0s ensaios experimentais para a estimativa dos parametros cinéticos através do modelo
matematico de Aiba e Shoda, modelo representativo para um processo de inibicao pelo
produto, utilizando o algoritmo genético como método de otimizagdo, onde o método de

Runge-Kutta de 4°ordem foi utilizado para a resolucio das equagdes diferenciais.

No entanto, definido a equacdo do processo com os parametros estimados foi
realizado o estudo da purificacdo do 4cido propanodico no capitulo 6, com o objetivo de
aumentar a sua concentracao no meio fermentado. Primeiramente foi realizado o tratamento
do caldo fermentado bruto através do processo de separacao sélido-liquido para remog¢ao da
biomassa e manter o pH do meio, e apds foram executados os estudos no evaporador para

aumentar a concentra¢ao do produto final.

Neste estudo utilizando o evaporador de passo curto, foi utilizado o meio
sintético com o objetivo de definir as condi¢des de processo, para condi¢des “ideais” ja que
no meio fermentado varios outros fatores interferem no processo de separa¢do em virtude
de ter varios compostos, tais como glicerina que nao reagiu, dcido propandico e o meio de

cultura.
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Deste estudo pode-se concluir a diferenca no comportamento do material
alimentado na separacdo do 4cido propandico. No meio sintético foi obtido alta recuperagao
na temperatura de 130 °C e pressao de 100 mbar, da qual foi de 72%. A separagdo do caldo
fermentativo proveniente da fermentacdo, mostrou sua efetividade em relagcdo a separagcdo
do acido propandico dos demais componentes do meio fermentado. Levando-se este ponto
em consideracdo, uma alternativa para a separagcao destes compostos € a utilizagdo de altas
temperaturas 130 °C e pressdes, 100 mbar com o auxilio do condensador externo para

diminuir perdas do processo bem como para a obten¢do de um produto mais puro.

Portanto, este trabalho mostrou-se de grande valia para o conhecimento do
processo da fermentacdo propanoica. Portanto, através da anélise e estudo de um processo
inovador através da utilizacdo da fermentacdo anaerdbica parcial foi alcangcado uma boa
reprodutibilidade do processo; bem como através do estudo da purificagdo foi possivel
obter um produto mais concentrado e livre dos demais componentes do meio de cultura,

mostrando-se uma rota alternativa para a producao de acido propandico.
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CAPITULO VIII - SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

Em face dos trabalhos realizados as seguintes sugestdes para a continuidade

deste trabalho de pesquisa sdo:

Executar a fermentacdo para um processo em batelada alimentada e avaliar a

taxa de diluicdo e o tempo de fermentacao;

Estudar o processo em batelada utilizando como substrato o subproduto do
processo de producdo de biodiesel, o glicerol, e comparar com o estudo realizado com a

glicerina;

Executar modificagdes na rotina de otimiza¢do para obtencdo de um modelo
mais robusto, para que possa ajustar os dados experimentais em fun¢do da temperatura

automaticamente;

Utilizar redes neurais para representar o modelo cinético do processo, ou

utilizacdo de um sistema hibrido e comparar com o modelo cinético obtido neste trabalho;

Execuc¢do, de um planejamento experimental utilizando a pressdo, temperatura

e a vazao como varidveis de otimiza¢ao da purificacdo do acido propandico;

Uma alternativa para melhorar o processo de separacdo € a adi¢do de solvente
no sistema com pesos moleculares maiores que a do glicerol, para arrastar mais acido

propandico para o destilado e obter uma maior recuperacao.
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Apéndice

APENDICES

o ———————————

APENDICE I - Curva padrio

Neste apéndice € apresentada a curva de calibracdo utilizada para a quantificacdo
das concentracdes dos componentes da fermentacdo propidnica (glicerina, &cido

propandico, acido succinico).
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Figura A.IL.1 - Curva padrao da glicerina
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APENDICE II — Anélise do nivel de confianca

Este apéndice apresenta um estudo do nivel de confianca a ser aplicado no

planejamento de experimentos realizado para a anélise do meio de cultura.

A anélise por meio de graficos normais € uma técnica alternativa para tentarmos
distinguir, nos resultados de um planejamento, os valores que correspondem realmente aos
efeitos, dos outros valores que sdo devidos apenas ao ruido. Seu funcionamento se baseia

na nocao de probabilidade cumulativa.

A andlise por grificos normais mostra os efeitos significativos e independe do
nivel de confianga escolhido. Assim, pode nos ajudar a escolher o nivel de confianca a
trabalhar.

Os pontos centrais que se ajustam a numa reta sobre o ponto zero do eixo da
abscissa, vem de uma distribui¢cdo normal com média zero e ndo tém significado fisico.

Entdo, se considerarmos que as amostras sdo aleatorias e seguem uma
distribuicdo normal, se isso for verdade podemos considerar os efeitos como uma amostra
aleatdria retirada de uma distribuicdo aproximadamente normal com média zero. Com isso
os dados que ndo estiverem em torno da média zero significa que ndo segue uma
distribuicao normal e, portanto os seus sdo significativos.

Os efeitos significativos do grafico normal nao coincidem com a andlise da
tabela dos efeitos (baseada em t(v), p valor e intervalos de confianga).

A Tabela A.Il.1 apresenta os efeitos dos fatores sobre o rendimento do &4cido

propandico para um nivel de significancia de 10 %.
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Tabela A II.1 - Efeito do planejamento de experimentos para o rendimento da fermentagcdo

propidnica ( p = 0,10).

Fatores Estimativa Erro t(2) p -valor Estimativa por
do Efeito Padrao Intervalo (90%)
(%) (%) Limite Limite
inferior ~ superior
(%) (%)
(1 47,6
Média 46,43 0,39 119,66 0,00007 45,3
*X1 -24,98 0,85 -29,54  0,00114 -274 -22,5
*Xo 18,86 0,85 22,30  0,00200 16,4 21,3
*X3 -5,02 0,85 -5,94  0,02716 -7,5 -2,5
X4 2,14 0,85 2,53  0,12695 -0,3 4,6

Nota: *Fatores significativos.

Para o estudo do rendimento os valores dos efeitos padronizados estdo
apresentados no grafico de Pareto apresentam-se no grafico da Figura A.Il.1.
Gréfico de Pareto

Rendimento
p=0,10

(3)NH42PO4 /// -5,94351
(4)KH2PO4 /
]

,5632015

- - -

TI-

Estimativa do efeito padrao

Figura A. I1.1 — Grifico de Pareto: efeito padronizado para o rendimento como varidvel

dependente para p = 0,10.
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Deste modo, conforme a Figura A II.2, temos que a linha tracejada é o limiar de
significancia, ou seja, todos os valores a direita da linha sdo significativos. Que pode ser
confirmado pela Tabela A II.1 pelos valores de p que sio menores que o nivel de

significancia e também pela estimativa dos intervalos que ndo possuem a raiz zero.

A partir deste grafico podemos concluir que os efeitos significativos para um
intervalo de confianca de 90% sdo: o dcido propandico, o extrato de levedura, a glicerina e
o NH4H,PO,4 Assim como, dentre os intervalos estudados, o sal KH,PO4 ndo possuiu efeito
significativo.

No entanto, ao se avaliar o grafico apresentado na Figura A 11.2, grafico normal
temos que as 4 varidveis apresentam significancia por nao estarem dispostos no ponto zero
da linha da abscissa.

Graéfico normal : Rendimento

3,0
25
.99
20
.95

(2)Extrato de levedura

75

05 (4)KH2PO4
o

55

(3NH42PO4

e 35

Valor normal esperado
o
o

(1)Glicerol
o]

,05
-20

,01
-25

-3,0
-30 -25 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25

Efeito

Figura A II.2 — Grifico normal: rendimento como varidvel dependente.

Como no gréafico normal houve uma maior quantidade de efeitos significativos
em relacdo ao estudo da tabela dos efeitos, significa que o nivel de confianga estd alto, ou
seja, em geral devemos diminuir o nivel de confiabilidade aumentando, portanto o nimero
de efeitos significativos que foi apresentado na Tabela para que as duas andlises
concordem, portanto ao realizar a andlise estatistica com 85% de confianca, € verificado a

compatibilidade dos resultados.
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A Tabela A II.2 apresenta os efeitos dos fatores sobre a eficiéncia do acido

propandico para um nivel de significncia de 10 %.

Tabela A I1.2 - Efeito do planejamento de experimentos para a eficiéncia da fermentagdao

propidnica (p = 0,10).

Fatores Estimativa Erro t(2) p -valor Estimativa por
do Efeito Padrao Intervalo (90%)
(%) (%) Limite Limite

inferior ~ superior

(%) (%)

Média 57,77 0,53 108,28  0,00008 56,2 59,3
*X1 -31,05 1,16 -26,70  0,01400 -34.4 -27,6
*Xo 23,44 1,16 20,16  0,02452 20,0 26,8
*X3 -6,24 1,16 -5,37  0,03297 -9,6 -2,8
X4 2,66 1,16 2,28  0,14921 -0,7 6,0

Nota: *Fatores significativos.

Deste modo, conforme o apresentado na Tabela A II.2, dentre as quatro varidveis

estudadas na avaliacdo da eficiéncia propidnica, apenas o extrato de levedura, a glicerina e

o NH4H,PO, apresentaram efeitos estatisticamente significativos.

Para o estudo da eficiéncia os valores dos efeitos padronizados apresentados no

grafico de Pareto apresentam-se no grafico da Figura A IL.3.
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Estimativa do efeito padrao
Eficiéncia
p=0,10

(3)NH42PO4 ////// 5,37025
(4)KH2PO4 / 2,289559

Estimativa do efeito padrao

Figura A IL1.3 — Gréfico de Pareto: efeito padronizado para a eficiéncia como varidvel dependente

para p =0,10.

Deste modo, conforme a Figura A II.3, temos que a linha tracejada € o limiar de
significancia, ou seja, todos os valores a direita da linha sdo significativos.

A partir deste grafico podemos concluir que os efeitos significativos para um
intervalo de confianga de 90% sdo: o 4cido propandico, o extrato de levedura, a glicerina e
o NH4H,PO,4 Assim como, dentre os intervalos estudados, o sal KH,PO,4 ndo possuiu efeito
significativo.

No entanto, ao se avaliar o grafico apresentado na Figura A 1.4, grafico
normal, temos que as 4 varidveis apresentam significancia para a varidvel estudada por nao

estarem dispostos no ponto zero da linha da abscissa.
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Gréafico normal: eficiéncia
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Figura A II.4 — Grifico normal: eficiéncia como variavel dependente.

Como no grifico normal houve uma maior quantidade de efeitos significativos
em relacdo ao estudo da tabela dos efeitos, significa que o nivel de confianca estd alto, ou
seja, em geral devemos diminuir o nivel de confiabilidade aumentando, portanto o nimero
de efeitos significativos que foi apresentado na Tabela para que as duas andlises

concordem.

A Tabela A I1.3 apresenta os efeitos dos fatores sobre a conversao.
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Tabela A IL.3 - Efeito do planejamento de experimentos para a conversao.

Fatores Estimativa Erro t(2) p -valor Estimativa por
do Efeito Padrio Intervalo (90%)
(%) (%) Limite Limite

inferior  superior

(%) (%)

Média 48,6 1,6 29,4 0,00115 43,8 534
X -8.,8 3,6 2,4 0,13489 -19,3 1,7
*Xo 13,15 3,6 3,6  0,06736 2,6 23,7
X3 6,1 3,6 1,7  0,23147 -4,3 16,6
X4 4,1 3,6 1,1 0,36773 -6,3 14,7

Nota: *Fatores significativos.

Conforme o apresentado na Tabela A II.3, dentre as quatro varidveis estudadas

apenas o extrato de levedura apresentou efeito estatisticamente significativo no estudo da

conversdo da fermentagdo propidnica.

Para o estudo da conversao os valores dos efeitos padronizados estdo apresentados

no gréfico de Pareto apresentam-se no grafico da Figura A ILS.
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(2)Extrato de levedura

(1)Glicerol

(3)NH42PO4

(4)KH2PO4

Estimativa do efeito padrao

Apéndice

Estimativa do efeito padrao

Figura A IL5 — Grafico de Pareto: efeito padronizado para a conversdo como variavel dependente

para p =0,10.

Deste modo, conforme a Figura A IL.5, temos que a linha tracejada € o limiar de

significancia, ou seja, todos os valores a direita da linha sdo significativos.

A partir deste grafico podemos concluir que os efeitos significativos para um

7

intervalo de confianca de 90% ¢é apenas o extrato de levedura. Sendo que as demais

varidveis estudadas ndo possuem efeito significativo.

No entanto, ao se avaliar o grafico apresentado na Figura 3.8 grafico normal,

tem que ndo somente a varidvel extrato levedura quanto a glicerina apresentam-se

estatisticamente significativos.
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Gréafico normal: conversdo
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Figura A I1.6 — Grafico normal: conversdao como varidvel dependente.

Como no grifico normal houve uma maior quantidade de efeitos significativos
em relacdo ao estudo da tabela dos efeitos, significa que devemos diminuir o nivel de
confiabilidade. Conforme apresentado nos estudos anteriores para o estudo do rendimento e

eficiéncia os modelos avaliados foram para um nivel de confiabilidade de 15 %.
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ANEXOS

ANEXO A - Nocoes de estatistica

Neste anexo € apresentada uma nogdo de estatistica, com o qual foram

realizados os calculos do estudo da influéncia do meio de cultura.

Para o estudo estatistico se faz necessario conhecer se o efeito da variavel, a
qual se estd analisando € significativo, como também saber se 0 modelo estudado € vélido.

Portanto, sdo apresentados alguns conceitos segundo Rodrigues e lemma (2009).

Al. t de student

t(v) € o valor de t de student para o efeito 71, erro padrdo Sefeito, € V graus de

liberdade e pode ser calculado pela equacio (4)

Efeito n
Erro padrio  Sefeito

t(v) =

Para sabermos, olhando t(v) se um efeito é ou ndo significativo temos pela

equacdo (5) do intervalo de confianga de t de Student,

n-— tv- Sefeito <n<f+ tV- Sefeito

Para um efeito ser significativo ele ndo deve incluir o zero, porque se incluir o
zero significa que a probabilidade do efeito ser zero é a mesma para qualquer valor do
intervalo por isso a inequacao de significancia sera:

n> ty- Sefeito
[t >ty
A equagdo acima mostra ainda, que s6 devemos considerar estatisticamente

significativos os efeitos cujas estimativas (obtidas no experimento) forem superiores em
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valor absoluto ao produto do erro padrao pelo ponto da distribuicdo t de STUDENT, porque

s6 assim o intervalo de confianga nao inclui o valor zero.

A.2 Coeficiente de determinacdo do modelo

Quanto maior for a fragdo descrita pela equacdo de regressdao, melhor serd o

ajuste do modelo, pois quanto a regressdo ird se aproximar do total, o que podemos

quantificar por meio da razdo expressa pela equacao 2.6

Rz — SQR _ Z(j}l_§)z

SO Z()’i _;)z

Na qual, R? é chamado de coeficiente de determinacio do modelo e quanto
mais perto de 1 estiver R?, melhor é o modelo.

A.3 Soma quadrdtica

O método de andlise de variancia (ANOVA) baseia-se em dividir a varidncia
total de uma dada resposta em duas partes: a primeira devida ao modelo de regressdo e a

segunda devida aos residuos deixados pelo modelo. Portanto, a soma quadrética total sera
definida pela equacdo 2.7.

SQT = SQR + SQr
[SQ em torno da médial = [SQ devida A regressdo] + [SQ residual]
-0 =0, -+, -5)
Na qual,
(5, - ¥) = Desvio da prediciio em relagio a média global;
(y, — 9, )= Diferenca entre o valor previsto e o experimental;
Pode-se demonstrar que o somatério dos produtos & igual.
PACEDIESY (A EES)
=S -3 226 - -5+ 2 -5
S0 =26 - X -5 )
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Z(j)i - y)z Regressao (modelo)

> (y,—3,)" Desvios (erros deixados pelo modelo)

Valor alto significa que boa parte da SQ residual (SQ; = SQf,j + SQep) €

devida aos erros experimentais.

SQr = SQep + SQfaj
SQr = SQerro puro (experimental) + SQfalta de ajuste do modelo

2

inZ‘(yU _5)5)2 :ii(yy _;’i) +inz/()’>l _;’i)z

i
Onde,

n; 2
ZZ()}U — yl.) reflete a dispersdo das respostas repetidas em torno de suas proprias
i

7z

médias. Este termo nos d4 uma medida do erro aleatério e € chamado de soma

quadratica devida ao erro puro (SQep).

ZZ(&I _;[)z depende do modelo e serd maior quanto mais as estimativas para um
i

dado nivel 1 se desviarem da resposta média correspondente. Este termo fornece

uma medida da falta de ajuste do modelo as respostas observadas e € chamado de

soma quadratica devida a falta de ajuste (SQfaj).

E a cada soma quadrdtica estd associado um n° de graus de liberdade, que
indica quantos valores independentes envolvendo as n observagdes sdo necessarios

para determind-la.

A.4 Graus de liberdade
Como SQr = SQr + SQ: , podemos expressar os graus de liberdade pela
equacao 2.8

VR=VT-V;
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Sendo

VR (SQRr) = p-1
Vi (SQo) =n-p
V (SQgj) = m-p
V (SQep) =n-m
vr (SQr) =n-1
A.5 Média quadrdtica

Podemos definir, ainda, as médias quadraticas para a regressao e para o residuo.
As médias quadraticas sdo as somas quadrdticas divididas pelos seus respectivos graus de

liberdade.

Quando dividimos estas somas quadriticas pelos seus respectivos graus de
liberdade teremos médias quadraticas, cujos valores vamos comparar para avaliar a falta de
ajuste do modelo.

MQr = SQR/ vg

MQ=SQ;/ v;

MSQfaj(RESIDUO) =SQy,j/ viaj

MSQep(RESIDUO) = SQ., / vfaj
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