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RESUMO

Atualmente, a grande parcela de producdo do 4cido propandico ocorre a partir da
sintese quimica, tendo como matéria-prima o petréleo. O conhecimento das limitacdes das fontes
ndo-renovaveis, sobretudo o esgotamento das matérias derivadas do petréleo, constitui o grande
desafio na busca de fontes alternativas, competitivas e sustentdveis, em face do intento na
preservacdo ambiental. O presente trabalho versa acerca do estudo de processo fermentativo,
visando a minimizar a exploracdo desenfreada dos recursos naturais, comandada atualmente pelas
fontes petroquimicas, bem como propiciar caminhos paralelos e alternativos por meio de fontes
renovaveis. Desta forma, este projeto tem como objetivo investigar a producdo do 4cido
propandico, por meio de processo biotecnoldgico, utilizando como matéria-prima o glicerol e o
microrganismo propionibacterium acidipropionici. Neste ambito, para a andlise do sistema em
batelada, serd realizada a modelagem matematica do processo, por intermédio de modelos nao
estruturados, e a simulagdo do referido processo pelo método de Runge Kutta. Os parametros
operacionais e cinéticos foram otimizados por intermédio da aplicacdo da técnica de
planejamentos de experimentos por Metodologia de Superficie de Resposta e pelo Algoritmo
Genético. Deste modo, por meio de desenvolvimento dos modelos, otimizacdo dos parametros e
das condi¢des de operacdo podemos, determinar as condig¢des, limitacdes e viabilidade do
processo constituindo ferramentas fundamentais na investigagdo do comportamento do processo
a fim de maximizar a produgdo do acido propandico possibilitando uma rota alternativa para este

Processo.

Palavras-chave: glicerol, fermentacio, processos biotecnolégicos, dcido propandico, otimizacao,

batelada.



ABSTRACT

Currently, a large proportion of propionic acid production occurs from chemical synthesis, with
the raw oil. Knowing the limitations of non-renewable sources, especially the depletion of
petroleum derived feedstock, is the great challenge in finding alternative sources, competitive and
sustainable in the face of intent on environmental preservation. The present paper is about the
study of the fermentation process, in order to minimize the uncontrolled exploitation of natural
resources, currently led by petrochemical sources, as well as provide alternative and parallel
paths through renewable sources. Thus, this project aims to investigate the production of
propionic acid by biotechnology process using as raw glycerol and microorganism
Propionibacterium acidipropionici. In this context, to analyze the batch system will be the
mathematical model of the process through unstructured models, and simulation of this process
by the Runge Kutta. The operational parameters and Kkinetics were optimized through the
application of the technique of planning of experiments by Response Surface Methodology and
the Genetic Algorithm. Thus, through the development of models, optimization of parameters
and operating conditions can determine the conditions, limitations and feasibility of the process
constitutes the fundamental tools for investigating the behavior of the process in order to

maximize production of propionic acid providing an alternative route for this process.

Key-words: biodiesel, glycerol, fermentation, biotechnology process, propionic acid,

optimization, batch.
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NOMENCLATURAS

ATCC = American Type Culture Collection.
CCT = Colec¢ao de Culturas Tropical (Fundacao André Tosello).

C. = Concentragdo do componente total produzido (X ou P,)
€, = Concentragdo do componente produzido (X ou F,)

D = Taxa de diluicdo (h™).

d;\% = Taxa de manutengdo dos produtos (kg/h).

d::‘ = Taxa de consumo de substrato (kg/h).

% = Taxa de substrato (kg/h) velocidade de variagdo de concentracdo do substrato no
fermentador.

% = Taxa de concentragdo celular (kg/s).

Fin =vazdo volumétrica de alimentacdo (m3h'l).
K =constante de saturacdo pelo substrato (h™h.
K., =constante de inibicdo pelo dcido propandico (m’h™).

K.,=constante de inibi¢do pelo acido acético (m’h™).

m; € m, = coeficiente especifico de manuteng@o na formacdo do dcido propandico associada ao
crescimento (kgsubstramkg'1 h’! ).

m, = coeficiente especifico de manutencdo na formacdo do 4cido succinico associada ao
crescimento (kgsubstratokg'l h'! ).

m3 = coeficiente especifico de manutencdo na formacdo do 4cido acético associada ao
crescimento (kgsubstramkg'l h'! ).

mg = consumo especifico para manuteng¢ao (kgsubstmtokg'lh'l).

NRRL = Agricultural Research Service Culture Collection.

P, = concentragdo de 4cido propandico (kgm'3).

P/'= concentracdo final de 4cido propandico (kgm'3).

~ ‘o . 3
P>=concentracdo de 4dcido succinico (kgm™).
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Pi=concentracio de dcido propanol (kgm™).

P4=concentracdo de 4cido acético (kgm'3).

P, = concentracdo de quaisquer produto (kgm'3).

rp= taxa cinética de formacdo do produto (kgm™ h™).

rs = taxa cinética de consumo de substrato (kgm'3 h']).

I' .= taxa cinética maxima de consumo de substrato (kgm'3 h™).

(75),, = taxa cinética de consumo do substrato utilizado como manutengdo (kgm™ h™).

[:-r_qj]l - = taxa cinética de consumo de substrato destinado somente ao crescimento ou reproduc¢io

microbiana (kgm'3 h']).

Iy = taxa cinética de crescimento microbiano (kgm'3 h'l).

S = concentragao de substrato (kgm'3).

5, = concentracgdo inicial de substrato (kgm'3 ).

T = temperatura do meio de fermentagdo (°C).

Sin = concentragdo de substrato na alimentacdo (kgm'3).

Sy = concentracdo de substrato com indice linear (kgm™).

S(@) = concentragdo de substrato com indice quadratico (kgm’3).
T = temperatura do meio de fermentagdo (°C).

V = volume (m3).

¥-,s" = Rendimento teérico do componente em relacdo ao substrato (kgkg'l).

¥.,s* = Rendimento aparente do componente em relagdo ao substrato (kgkg™).

Y, ;s = coeficiente de rendimento do produto em relagdo ao consumo de substrato

(kgkg™).

Y;, ;s =coeficiente de rendimento do acido succinico em relagdo ao consumo de substrato(kgkg™).
Yp3,5 = coeficiente de rendimento do 4dcido acético em relagdo ao consumo de substrato (kgkg™).

Ypix = coeficiente de rendimento do produto em relagio ao crescimento microbiano (kgkg™).
Y ws=coeficiente de rendimento microbiano em relagdo ao consumo de substrato (kgkg‘l).

S = concentrac¢do do substrato (kgm’3).

X = concentragdo celular (kgm’S).
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X, = concentragdo celular inicial (kgm'3).

X' = concentragdo celular final (kgm'3).

X, = concentracio microbiana com indice linear (kgm™).

X(q) = concentragdo microbiana com indice quadratico (kgm™).
Letras Gregas

1 = velocidade especifica de consumo de substrato (h™).

u,. = velocidade especifica do crescimento celular (h™).

u,, = velocidade especifica de formagdo do produto (h™h.

usm=velocidade méxima especifica de consumo de substrato (h™).
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CAPITULO I - INTRODUCAO

O tema objeto da presente dissertacdo se insere dentro do desenvolvimento de
processos biotecnolégicos. Estes processos vém crescendo, subitamente, em virtude do
crescimento demogrifico, bem como das necessidades humanas, aumentando a demanda por
combustiveis e produtos quimicos a partir de fontes renovaveis, tendendo a serem sustentdveis.

Neste ambito, surgem opg¢des para esta linha de pesquisa.

A utilizacdo de processos biotecnoldgicos na substituicado de processos petroquimicos
tornou-se uma alternativa inovadora de projeto, e um dos grandes desafios € a descoberta de
processos e rotas que possibilitem fazer uso de matérias-primas relativamente baratas em

contraposicao com o crescente custo do petréleo, para o desenvolvimento de processos vidveis.

Nessa seara, a busca de uma solu¢do para a crescente demanda do glicerol, e na
reducdo de problemas futuros, surge, como uma alternativa promissora, 0Os processos
fermentativos para a conversao do glicerol em produtos de alto valor agregado. Nessa vertente,
estd a produgdo do 4cido propandico obtido, atualmente, em grande parcela, a partir da sintese

quimica, tendo como matéria-prima o petréleo.

Para a producdo do acido propandico, por via fermentativa, diferentes substratos
podem participar desse processo, tais como: glicose, sacarose, lactose e lactato, além do glicerol.
A rota do processo dependerd da combinacgdo substrato e do microrganismo que serd utilizado. A
rota fermentativa para producao do 4cido propandico proveniente das diversas fontes de carbono

pode ser representada pela Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Rota do 4cido propandico e produtos de fermentacdo (Modificado de Suwannakham, 2005).

O grande desafio para tornar o processo do 4cido propandico competitivo em
potencial consiste em propor solugdes que tratem da limitagdo da conversdao provocada pela
considerdvel inibicdo da reagdo pelo produto principal, resultando em uma baixa concentragao
final de 4cido propandico. O fato da concentracdo do produto desejado ser baixa leva a custos
mais altos na etapa de purificacdo. Desta forma, a necessidade de compreender o processo e
determinar as condi¢des Otimas de operacdo, que possam contribuir para um aumento da

conversao, € imprescindivel para o desenvolvimento de um processo eficiente e competitivo.

A motivagdo desse trabalho se baseia na idéia de desenvolver um processo vidvel e
alternativo utilizando como substrato uma fonte verde, o glicerol, na obten¢do do &cido

propandico via processo fermentativo.



Muitos trabalhos nesta drea vém sendo apresentados, no entanto o grande desafio
consiste em desenvolver processos auxiliado por intermédio de modelos matematicos e cinéticos,
bem como otimizd-los de forma a se tornarem economicamente vidveis e eficientemente

competitivos comparado com 0s processos convencionais.

Desse modo, o presente trabalho tem como foco principal estudar o processos de
batelada mediante a elaboracdo de modelos capazes de representar adequadamente o processo e,

por intermédio do estudo das varidveis de processo, otimizar as condi¢des de operagao.
1.1 - Objetivos

O objetivo principal desse trabalho reside no desenvolvimento de modelos
matematicos para o estudo do comportamento do processo de fermentacdo do glicerol com a
finalidade de produzir dcido propandico. Para tanto, serdo investigados os efeitos da concentracdo
de substrato, meio de cultura, pH e temperatura visando investigar o efeito destas varidveis e
determinar as condi¢des mais adequadas de processo para um aumento da conversdo. Dados
experimentais foram obtidos para o desenvolvimento do modelo e através de simulagdo do

processo o comportamento do processo foi investigado.

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

especificos foram realizados:

e Ensaios experimentais para determinar a influéncia das varidveis do processo para
intervalos de pH e temperatura e avalid-los mediante a simulacdo do processo obedecendo os

seguintes critérios:

o Estudar a influéncia do pH no rendimento do 4cido propandico através da
utilizacdo de experimentos para o processo em batelada com o glicerol,

como substrato, utilizados no biorreator.

o Estudar a influéncia da temperatura para o processo em batelada com o
glicerol, como substrato, alterando-se a temperatura do biorreator através

de variagdes de 1 °C no intervalo de 30 a 36 °C.



e Otimizar os parametros cinéticos do processo utilizando o Algoritmo Genético

para ambos os estudos;

e Determinar a concentragio de substrato e biomassa 6tima através do planejmento
de experimentos utilizando a simulagdo do processo. O modelo matematico do biorreator foi

reslovido por Runge-Kutta, com os parametros otimizados por algoritmo genético:

o Otimizar os paradmetros operacionais com os dados cinéticos

experimentais da literatura;
1.2 - Organizacao da dissertacio

O capitulo I, “Introdugdo, objetivos e organizagdo da dissertagdo” tem como
composi¢cdo os subitens: introducdo, objetivos da dissertacdo e a organizacdo do trabalho de
dissertacdo. Na introdu¢do foram retratadas as rotas de produgio do dcido propandico através das
rotas existentes, matérias-primas utilizadas, destacadas a importancia do estudo deste processo e
as contribui¢des pretendidas; no subitem, objetivos, estdo apresentados os objetivos gerais e
especificos que conduziram o trabalho; e no subitem, organizacao da dissertacdo sdo apresentadas

as divisoes do trabalho.

O capitulo II, “Revisdo da literatura”, apresenta os processos atuais de produgdo do
acido propandico; as rotas € o metabolismo microbioldégico para as matérias-primas mais
estudadas, dando énfase ao substrato estudado, o glicerol; a influéncia do meio de cultura, pH e
temperatura na producdo do dcido propandico; perspectiva de mercado, apresentando os paises e
os maiores produtores do dcido propandico, bem como, projecdo de futuro e necessidade de
aumento da oferta; modelagem matemadtica da fermentacdo propidnica através dos balancos para
processos em batelada, batelada alimentada e continuo apresentando diversos modelos existentes;
métodos matemadticos deterministicos e heuristicos; e a técnica de planejamentos de

experimentos.

O capitulo 3, “Materiais e Métodos”, retrata a metodologia desenvolvida no trabalho,
detalhando os materiais utilizados, os procedimentos para o desenvolvimento dos ensaios

experimentais, € a metodologia matematica desenvolvida.



O capitulo 4, “Resultados e Discussdes”, apresenta os resultados dos ensaios
experimentais, no ajuste dos parametros cinéticos em funcdo do pH e da temperatura; simulacao
dos ensaios através dos pardmetros otimizados; influéncia dos parametros cinéticos na
produtividade, rendimento e tempo de fermentacdo; otimizacdo dos pardmetros cinéticos por
algoritmo genético, e otimizacdo da biomassa e concentracdo do substrato por planejamento de
experimentos na produtividade do dcido propandico para dados cinéticos da literatura e com o

ensaio da temperatura que obteve o maior rendimento.

O capitulo 5, “Conclusdes e Sugestdes para Trabalhos Futuros”, apresenta uma
compilagdo das conclusdes do trabalho em questdo, bem como sdo apresentadas as sugestdes para
trabalhos futuros com o objetivo de contribuir com o avango deste segmento através de um

trabalho mais detalhado nesta area.

O capitulo 6, “Referéncias Bibliograficas”, cita os trabalhos utilizados no

desenvolvimento desta pesquisa.

Algumas etapas de apoio, necessdrias, para o desenvolvimento do trabalho sdo

apresentadas na forma de Anexos.



CAPITULO II - REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serd realizada uma apresentacdo da literatura com o intuito de retratar
os temas, base do estudo, para o entendimento do presente trabalho, tais como a justificativa de
utilizacdo do substrato; as possiveis rotas do processo fermentativo; aplicacdo e custo do
substrato e do 4cido propandico; modelagem matemadtica do processo. Sao ainda apresentados os

métodos usados para simulag@o e otimizag¢ao usados neste trabalho.
2.1 - Producio do acido propanéico
2.1.1 - Acido Propandico

O é4cido propandico foi descrito, primeiramente, em 1844, por Johann Gottlieb, que o
encontrou entre os produtos da degradacdo do acticar. Nos anos seguintes, outros quimicos
produziram o 4cido propandico obtidos de maneiras diferentes, porém nenhum deles percebeu
que produziam a mesma substancia. Em 1847, o quimico Jean Baptiste Dumas estabeleceu que
todos os dcidos até entdo produzidos eram o mesmo composto, € os denominou de dcido
propandico, no qual a partir das palavras gregas pro que significa primeiro e pion que significa
graxo (gordura), exibiu as propriedades semelhantes aos demais dcidos graxos (Himmi, 2000;

Goswani e Srisvastava, 2000; Quesada-Chanto, et al., 1998).

O 4cido propandico consiste em um acido carboxilico saturado de corrente aberta, de

modo que em seu estado puro é um liquido incolor, corrosivo e possui um odor desagraddvel
(Kumar e Babu, 2006; Playne, 1985; Coral, 2008). A Figura 2.1 mostra a férmula estrutural do

acido propandico em diferentes planos.

a
CH;ﬁcHg—c’y? /\(O
“OH OH

Figura 2.1 — Férmula estrutural do 4cido propandico (a-férmula do acido propandico no plano; b-férmula

do 4cido propandico em 3D).



O 4cido propandico caracteriza-se por ser um liquido que traz consigo as
propriedades fisicas intermedidrias entre aquelas dos 4cidos carboxilicos de cadeias menores
(como os acidos férmicos e acéticos) e os acidos carboxilicos maiores. Outra caracteristica

consiste em ser miscivel em dgua, todavia poderd ser removido dela com a adicdo de sal (Playne,
1985).

Tabela 2.1 — Propriedades fisico-quimicas do dcido propandico.

Propriedades fisicas e quimicas
Nome pela IUPAC Acido propanéico
Sinonimos Acido propi6nico e 4cido etanocarboxilico
Férmula molecular C;HeO,
Peso molecular 74,079 g/mol
Registro CAS 79-09-4
Aparéncia Liquido incolor
Solubilidade em agua, Pa a 20 °C Miscivel
Viscosidade 10 mPa.s
Densidade relativa (agua = 1) 0,992 g/cm’
Acidez (pKa) 4,88
Ka (constante acida de dissociacao) 1,34 x 10
Ponto de fusao -21°C
Ponto de ebulicdo 141 °C
Ponto de inflamacao 54 °C
Temperatura de auto-ignicao 485 °C
Densidade relativa (agua = 1) 0,992 g/cm3

Fontes: Fiorucci, 2002; International chemical safety cards: propionic acid, 1997.

2.1.2 Sintese da produg¢do do dcido propandico

O 4cido propandico € produzido atualmente pela oxidacdo da fase liquida do propano
ou propionaldeido (Paik, 1994; Playne, 1985). A sintese bioldgica tem como objetivo possibilitar
um processo economicamente competitivo quando comparada com a sintese quimica, inclusive

fazendo uso de matérias prima renovéaveis e de preferéncia que sejam subprodutos, como € o caso

do glicerol.



2.1.2.1 Sintese Quimica
O 4cido propandico pode ser obtido pelas seguintes rotas quimicas (Coral, 2008).

* Oxidacdo de propanol: Na presenca de cobalto ou manganés, esta reacdo ocoree

rapidamente em temperaturas de 40 a 50 ° C (Bertlef et al., 2003; Ozadali, 1996; Playne, 1985),

com a seguite reacao:

reacoes:

Propanol + O, — &cido propandico

» Oxidacdo de propanal

A seguite reag@o representa esta rota:
propanal + [O] (KMnOy / H,SO4) — acido propandico

» Hidrdlise de ésteres

A hidrélise dos ésteres pode ser representada da seguinte forma:
propanoato de R + H,O — &cido propandico + dlcool

« Sintese ou processo 0xXo

O processo oxo faz uso do etileno e do gds de sintese, de acordo com as seguintes

alceno (etileno) + gés de sintese (CO/H,) — propionaldeido
propionaldeido + oxigénio — 4cido propandico
2.1.2.2 Sintese bioldgica

Na rota bioldgica sdo as bactérias anaerdbias que produzem, como produto principal,

o 4cido propandico (Boyaval, 1994 apud Coral, 2005; Seshadri, 1993 apud Coral, 2005; Playne,

1985).



A propionibacterium acidipropionici foi a espécie mais utilizada para a evolugdo da
producdo de dcido propandico industrial (Martinez-Campos, 2002 apud Coral, 2005; Woskow,
1991 apud Coral, 2005). O propionato é produzido principalmente, por via do &cido
dicarboxilico, mas algumas espécies produzem propionato de lactato a partir deste por meio do

lactato pela via do 4cido acrilico (Playne, 1985).
2.1.3 - Metabolismo microbiologico

A fermentacdo consiste em um termo geral que denota a degradagcdo anaerdbica de
nutrientes organicos para obter energia na forma de adenosina trifosfato (ATP), produzindo

diversos produtos provenientes do processo.

No processo fermentativo, o substrato, o microrganismo e as enzimas ativas do
processo determinam o tipo de fermentacdo. Dessa forma, as diversas rotas para obten¢do de

dcido propandico por processo fermentativo estdo apresentadas na Figura 2.2.
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Fonte: Ratledge e Kristiansen, 2001.

Figura 2.2 — Rota dos produtos obtidos por processos microbiol6gicos

Durante um processo fermentativo, ocorre o processo de glicolise, onde estes
nutrientes sdo degradados para a formacao do piruvato. Vale ressaltar que o propionato nunca € o
unico produto da reacdo; sua sintese € seguida geralmente da formacdo do acetato e o didxido de

carbono, que ocorre pela relagdo estequiométrica (Playne, 1985).



A fermentagdo da glicose ou do lactato, como fontes de carbono, produz o di6xido de
carbono, propionato e acetato. Tipicamente, 3 mols do lactato conduzem a produ¢do de um 2:1:1,

relacdo molar do dcido propandico, do 4cido acético, e do di6xido de carbono (Teo e Tan, 2003).

Na fermentacdo do 4cido propandico, as bactérias anaerdbicas o produzem como
produto principal, e como subprodutos o acetato (principal subproduto), o dcido succinico, o
acido pirtdvico e o diéxido de carbono (Lewis e Yang, 1992; Coral, 2008). A dependéncia das
condicdes da fermentacdo, e a relacdo entre o propionato e acetato podem variar de 2,1 e de 14,7,

quando a glicose € usada como a fonte de carbono (Suwannakham, 2005).

O metabolismo da glicose pela propionibacteria teoricamente sdo 2 mols de
propionato, 1 mol de acetato e 1,5 de diéxido de carbono provindos de 1,5 mols de glicose

(Woskow e Glatz, 1991 apud Coral, 2008).

Utilizando o glicerol como substrato, ocorre a producdo do dcido propandico, como
produto principal, e seus subprodutos, quais sejam: o &acido acético, acido succinico, dcido

férmico e propanol, tendo como principal subproduto, o dcido succinico.

Em comparacdo com a glicose e outros carboidratos, o glicerol possui um estado
muito menor de reducdo favorecendo, dessa forma, a produ¢do de metabdlitos mais reduzidos,
mas também pode provocar desequilibrio no metabolismo e, portanto, a inibi¢do do crescimento

celular (Zhang e Yang, 2009).

2.1.4 — Fontes de carbono e microrganismos utilizados na fermentagdo propionica

Os grupos de bactérias utilizados na producido do 4cido propandico pertencem aos
géneros Propionibacterium, Veillonela, Selenomonas, Cloristridium, fusobactéria. (Playne,

1985). Segue abaixo os géneros mais estudados:

e Cloristridium propionici (Johns, 1952; Leaver, et al. 1955);

e Propionibacterium arabinosum ATCC 4965 (coral, 2008; Leaver, et al. 1955);
34W (Wood et al., 1936);
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e Propionibacterium jensenii ATCC 4868 (coral, 2008); DSM 20535, 20274, 20278,
20279 (Quesada-Chanto, 1994);

e Propionibacterium acidipropionici ATCC 25562 (Coral, 2008; Himmi et al.,
2000); ATCC 4875 (Goswani e Srisvastava, 2000; Ramsay et al., 1998); LPB 47 (Coral et
al., 2009); DSM 4900, DSM 20272, DSM 20273, NRRL B3569 (Quesada-Chanto, 1994);
P9 (Woskow e Glatz, 1991);

e Propionibacterium pentosaceum ATCC 4875 (Coral, 2008); 499W (Wood, 1936;
Wood e Werkman, 1938);

o Propionibacterium thoenii ATCC 4874 (coral, 2008); P20 (Gu et al., 1998), (DSM
20276, 20277) (Quesada-Chanto, 1994);

e Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii ATCC 9614 (Coral, 2008;
Himmi, et al., 2000);

o Propionibacterium zeae CCT 5329 (Coral, 2008);

e Propionibacterium freudenrichii shermanii ATCC13673 (Coral, 2008);

Os microrganismos mais estudados sdo as propionibactérias e em geral, caracterizam-
se da seguinte forma: sdo gram-positivas; ndo ha formacdo de esporos; em sua maior parte possui
crescimento lento; e sdo capazes de utilizar uma ampla gama de fontes de carbono. (Gu, 1998;

Lewis, 1992).

A propionibacteria sintetiza uma grande escala de fontes de carbono. Neste espaco,
tem-se a utilizacdo dos sistemas de imobiliza¢do (Huang et al., 2002; Paik e Glatz, 1994), fontes
de carbono, tais como: a glicose (Suwannakham, 2005; Himmi e outros, 2000), a lactose
(Goswani e Srivastava, 2000; Hsu e Yang, 1991), a maltose (Babuchowski et al., 1993), o
melago de cana-de-acucar (coral, 2008), o glicerol (Zhang e Yang, 2009; Coral et al., 2008;
Rivaldi et al., 2008), a hemicelulose (Ramsay et al., 1998) e a farinha do milho (Huang et al.,
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2002). As grandes pesquisas giram em torno de lactato do s6dio, melaco da cana-de-agucar (fonte

renovavel) e o glicerol (subproduto da indudstria do biodiesel).

A Tabela 2.2 apresenta uma revisdo da literatura da produtividade do dacido

propandico para diversos substratos, microrganismos e condigdes de processo.

Tabela 2.2 - Descri¢do da produgdo do 4cido propandico da literatura.

Autores Substrato Processo Microrganismo Condicoes Produtividade
(ano) (So) Fermentativo do 4cido
propandico
Goswani  Lactose Batelada P.acidipropionici T=30°C;pH=6,5 0,23 g/(L.h)
(2000) (47,7 g/L) (ATCC 4875)
Lactose Batelada/ P.acidipropionici T=30°C;pH=6,5 0,31 g/(L.h)
(47,7 g/LL) Batelada (ATCC 4875)
alimentada
Barbirato Glicerol Batelada P. T=30°C;pH=6,8 0,36 g/(L.h)
(1997) (20 g/L) acidipropionici
(ATCC 25562)
Acido Batelada P. T=30°C;pH=6,8 0,35 g/(L.h)
latico acidipropionici
(20 g/L) (ATCC 25562)
Glicose Batelada P. T=30°C;pH=6,8 0,28 g/(L.h)
(20 g/L) acidipropionici
(ATCC 25562)
Himmi Glicose Batelada P.acidipropionici T=30°C;pH=7,0 0,24 g/(L.h)
et al. (20 g/L) (ATCC 25562)
(2000) Glicose Batelada P.freudenreichii  T=30°C;pH=7,0 0,07 g/(L.h)
(20 g/L) ssp. Shermanii
(ATCC 9614)
Glicerol Batelada P.acidipropionici T=30°C;pH=7,0 0,42 g/(L.h)
(20 g/L) (ATCC 25562)
Glicerol Batelada P.freudenreichii  T=30°C;pH=7,0 0,18 g/(L.h)
(20 g/L) ssp. Shermanii
(ATCC 9614)

Analisando-se os resultados apresentados, nota-se que a utilizacdo do glicerol como
substrato leva a uma maior produtividade, em comparacdo com os substratos tradicionais, glicose

e lactose, o que corrobora em os objetivos desta pesquisa.
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2.1.4.1 — Glicerol

O glicerol, ou glicerina, é um tri-dlcool, e designado como propane—I1,2,3-triol,
conforme a nomenclatura TUPAC (International Union for Pure and Applyed Chemistry).
Segundo Mota et al. (2009), a expressdo glicerol refere-se ao componente quimico propane—
1,2,3-triol e o termo glicerina aos produtos quimicos purificados do qual possuem no minimo

95% de glicerol em sua composicdo. Sua férmula estrutural estd apresentada na Figura 2.3.

H
H—fll—DH
H—é—DH
H—é—OH

b

Figura 2.3 - Férmula estrutural do glicerol.

Em sua forma pura e em condicdes normais de pressdo e temperatura, suas
propriedades organolépticas sdo: liquido viscoso, incolor, inodoro, nido téxico e higroscépico;
com sabor doce; solivel em dgua e dlcool; e insolivel em éter e em cloroférmio (Rivaldi, 2008;
Routh et al., 1971) As propriedades fisico-quimicas do glicerol estdo listadas na Tabela 2.1

(Lide, 2006; Morrison, 1994; Perry, 1997)

Tabela 2.3 — Propriedades fisico-quimicas do glicerol.

Propriedades do glicerol a 20 °C

Férmula quimica C;H305
Massa molecular 92,09 g.mol'1
Densidade 1,261 g.cm'3
Viscosidade 1,5 Pa.s
Tensao superficial 63,4 mM/m
Condutividade térmica 0,28 W/(m.K)
Ponto de fulgor 160 °C
Ponto de fusao 17,9 C
Ponto de ebuli¢do (101,3 KPa) 290 °C

Fonte: Lide, 2006; Morrison, 1994 e Perry, 1997.

O glicerol foi descoberto por Carl W. Scheele, em 1779, durante o processo de

saponificacdo do azeite de Oliva. Do mesmo modo, Pasteur, em 1858, também observou sua
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formacdo como um subproduto da fermentagcdo alcodlica (Tosetto et al., 2003 apud Arruda,

2008).

Na lavagem com &4gua, obtém-se uma solucdo adocicada, que d4, com a evaporagdo
da 4gua, um liquido pesado e viscoso; seu descobridor denominou-o: “o principio doce das
gorduras”. Em 1846, o quimico italiano Ascanio Sobrero produziu pela primeira vez a
nitroglicerina e, em 1867, Alfred Nobel absorveu-a em diatomita, tornando seguro o seu

manuseio como dinamite.

Estas descobertas provocaram aumento na demanda da glicerina. A demanda era, em
parte, satisfeita pelo desenvolvimento de um método, em 1870, de recuperacdo da glicerina e do
sal das lixivias do sabdo. Desde 1948, aproximadamente, o glicerol é produzido sinteticamente a
partir de matérias-primas petroquimica. Segundo Routh et al. (1971), o glicerol pode ser obtido

pela hidrélise da gordura, conforme mostrado na Figura 2.4.

i
H— ||3 — CH
Fat + Hvdrolvsis — H— (I: — UH + Fattv acids
H— (Ij — 0OH
H
Glwveerol

Figura 2.4 — Reacdo de producdo de glicerol.

Na natureza, o glicerol existe em vegetais, em animais, em formas combinadas de
glicerina e 4cidos graxos, como subproduto da reacdo de produgdo de biodiesel, e também pode
ser obtido por processo fermentativo mediante os métodos de sulfito ou o método de carbonato

(Wang et al., 2001 apud Arruda, 2008).

Pela fonte microbiana, segundo Mendham et al. (2002), no processo o glicerol é
fosforilado por adenosina-5’-trifosfato (ATP) formando o L-glicerol-3-fosfato e a adenosina-5’-

difosfato (ADP) por meio da agdo catalitica da gliceroquinase. Desta, o ADP é convertido por
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fosfoenolpiruvato (PEP) com a utilizacio da enzima piruvato-quinase (PK) obtendo como

produtos o piruvato e o ATP.

H4 uma vasta aplicabilidade para o glicerol, principalmente em razdo de algumas
propriedades fisico-quimicas, como a auséncia de cor, odor e por ndo ser téxico. Desta forma,
este composto pode ser utilizado para fins de farmacos, alimenticios e cosméticos, por exemplo.
Segundo NAE (2005), as percentagens de seus fins estdo arroladas abaixo e sintetizados na

Figura 2.5.

e Industria farmacéutica: composicao de cremes dentdrios e remédios (Arruda, 2007,

Fairbanks, 2009; Rivaldi, 2008);

e Aplicacdes terapéuticas: agente da hidratacdo (Arruda, 2007);

e Industria alimenticia: umectante, surfactante, emulsificante, estabilizante e

substincia anti-ferrugem, alimentagdo animal (Arruda, 2007, Fairbanks, 2009);

e Industria quimica: papel, tintas, plastico, aditivo, detergente, adesivo, herbicida,

tabaco e explosivos (Arruda, 2007, Barbirato, 1997);

e Aplicagdes em cosméticos (Fairbanks, 2009; Rivaldi, 2008).

Principais aplicagoes do glicerol

B Aplicagdes farmacéuticas
B Usoem cosméticos

m Usoalimenticio

B Sintese de resinas, ésteres

B Qutros

Figura 2.5 - Principais aplica¢gdes do glicerol.
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2.1.5 — Efeito do meio de cultura na fermentacdo propidnica

O meio de cultura, ou seja, a composicao do meio, segundo Shuler e Kargi, (1992),
deve ser diferente o suficiente da composicdo de uma célula, pois é por intermédio do gasto de
energia que serdo mantidos longe do equilibrio termodindmico. Desta forma, a seletividade dos
compostos desejaveis do ambiente extracelular para seu interior deve ser garantida, por meio da

membrana semipermeavel.

Levando isso em consideracdo, as condi¢cdes ambientais tais como nutrientes,
hormdnios de crescimento, e os fons conduzem os resultados na formacdo da maioria dos
produtos por organismos. Entretanto, os requisitos qualitativos e quantitativos nutricional de
células precisam ser determinadas para otimizar o crescimento e formagdo do produto (Shuler e
Kargi, 1992). Assim, esses nutrientes podem ser classificados em macronutrientes que sao
aqueles necessdrios em concentragdes acima de 10 M, carbono, nitrogénio, oxigénio, nitrogénio,
enxofre, fésforo, Mg2+, K"; e, em micronutrientes que sdo necessarios em quantidades menores
que 10™ M, os quais sdo tracos de Mo?*, Zn**, Cu®*, Mn**, Fe**, Ca®*, Na*, vitaminas, hormdnios

de crescimento (Shuler e Kargi, 1992).
2.1.6 — Efeito do pH na fermentagdo propionica

A taxa de crescimento € dependente do pH e a faixa de pH no crescimento
microbiolégico para muitas bactérias ocorre no pH de 6,0 a 7,0 (Blanch e Clark, 1007; Hsu,
1991; Ramsay et al., 1998; Teo e Tan, 2003; Wang et al.,, 2006; Quesada-Chanto, 1994;
Goswami e Srivastava, 2000; Suwannakham, 2005; Molina, 2002; Zhang e Yang, 2009). Se o
valor do pH estd abaixo de 4,5, ndo hd praticamente nenhum crescimento € possui uma baixa

formacao do acido orgénico (Hsu, 1991; Playne, 1985).

Por outro lado, a fermentacdo do &dcido propandico € inibida pelo pH (potencial
hidrogeniodnico) do meio e, portanto, do produto de maior concentragdo na fermentacdo, o dcido
propandico. Assim, a conversdo do 4cido propandico € proprio agente limitante, levando o

processo a ter baixas taxa de producdo e concentragdo. (Kun, 2003; Kumar e Babu, 2000).
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Saliente-se que a fermentacdo extrativa é uma alternativa para evitar a inibicdo do produto

(Solichien, 1995).

Um dos efeitos do pH na fermentacdo propionica € a inibi¢do de fungos, leveduras e
algumas bactérias no processo. Este caso, deve-se ao fato do &4cido propandico perturbar o
gradiente de pH, em virtude dos nutrientes que transporta, € metabolitos, por intermédio da
membrana celular. Em razdo do cardter hidrofébico, o dcido ndo dissociado pode difundir por
meio da membrana bacteriana no citoplasma e, em seguida dissociar-se em um anion de prétons e
propionato no interior da célula. Assim, o acimulo interno de prétons € criado. Com o escopo de
manter o gradiente de prétons mediante a membrana funcional, ATP extra deve ser consumido
por H +-ATPase para propiciar a saida de prétons, diminuindo o ATP disponivel para o

metabolismo celular, causando dessa forma a inibicdo (Gu, 1998; Hettinga, 1972a).
2.1.7 — Efeito da temperatura na fermentagdo propionica

Segundo Blanch e Clark (1997), a taxa de crescimento especifico, além de ser
dependente do pH, também é dependente da temperatura, e o valor da temperatura de
crescimento 6timo € utilizado para classificar os microrganismos. Ainda segundo o mesmo autor,
a Tabela 2.4 apresenta a classificacao tipica para os microrganismos em rela¢ao a sua temperatura

de crescimento.

Tabela 2.4 — Classificacdo das faixas de temperaturas dos microrganismos.

Classificagao Temperatura de crescimento (°C)
Minima Otima Miéxima
Psicrofilo -5as 15218 19222
Meséfilo 10a15 30a45 35a45
Terméfilo 25 45275 60 a 80
Terméfilo extremo 50 60a75 75295
Hiperterméfilo - - >100
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A escala 6tima de temperatura para a propionibacteria encontra-se no intervalo de 30
a 37°C (Ramsay et al., 1998; Quesada-Chanto, 1994; Goswani e Srivastava, 2000;
Suwannakham, 2005; Molina, 2002; Zang e Yang, 2009).

2.1.8 —Aplicagcoes e mercado do dcido propandico

7z

Atualmente, o mercado de dcido propandico € fornecido principalmente pela
producdo mediante as rotas petroquimicas. Segundo Bertleff et al (2003), Boyaval (2005),
Kirschner (2009) e Kumar e Babu, (2006) o 4cido propandico e seus sais sdo usadas dentro de

numerosos processos conforme apresentado a seguir e ilustrado na Figura 2.6.

Mercado de consumo do acido
propandico

B Alimentagdaoanimal e
conservantes de graos

M Sais de cdlcio e sodio

m Herbicidas

'\

Figura 2.6 - Mercado de consumo do acido propanéico em 2008.

B Propionato acetato de
celulose (CAP)

o Fabricagdo de herbicidas;

o Producdo de plastico de celulose (usados nas substancias téxteis, filtros,

membranas de osmose reversa, vernizes e plasticos para moldagem);
o Industria farmacéutica;

o Industria alimenticia humana com os sais de sédio e cdlcio, e animal com a ragdo

animal;

o Conservantes com os paes, bolos, queijos, carnes, frutas, legumes.
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A demanda de 4dcido propandico é altamente direcionada e dependente da produgdo
de racdo animal e conservantes de graos correspondendo mais de 50% do consumo total do dcido

seguido por alimentos embalados e produtos de panificacdo.

Os subprodutos agricolas, que correspondem cerca de 16% do mercado de consumo
sdo capazes de produzir produtos de valor agregado e ajudd-los na redugdo da poluicao ambiental
(Mc Donald, 1991). A demanda de crescimento deste dcido extrai a aten¢do para a tecnologia

eficiente de energia mais econdmica (Kumar e Babu, 2006; Bertleff et al, 2003).

No setor mundial, os alimentos de animais e para preservacio de graos é responsavel
pela maior consumo na Europa, América do Norte, Austrélia e Oriente Médio; propionatos cédlcio

e sédio representam maior consumo na Africa e na América Central e do Sul.

A Figura 2.7 mostra o panorama do mercado mundial de consumo do d4cido

propandico no mundo
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Figura 2.7 — Consumo de dcido propandico no mundo. a — consumo em 2006, b-consumo em 2009 (Smit,

2007; Bizzari e Blagoev, 2007, 2010).

Durante 2006 e 2009, a Europa representou em torno de 43% do consumo mundial de
4cido propanéico, seguida pela América do Norte e Asia, com 40% e 10%, respectivamente. No
decorrer destes anos, houve uma queda no consumo do 4cido propandico no Canadd e um

aumento de aproximadamente 50% na China.
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Os maiores produtores de dcido propandico do mundo sdo: BASF (Alemanha), BASF
(China), Chemische Werke Huls (Alemanha) e nos Estados Unidos pelas empresas apresentadas

na Tabela 2.5 (pesquisa realizada em 2008).

Tabela 2.5— Capacidade de producdo do acido propandico.

Companhia Localizacao Capacidade (ton/ano)
Dow Chemical Texas City, Texas 270000
Eastman Chemical Kingsport, Tennesse 110000
Eastman Chemical Longview, Texas 45000

Fonte: Kirschner, 2009.

A Figura 2.8 apresenta o comportamento do mercado durante os ultimos 7 anos e
uma projecdo para 2012 da demanda do 4cido propandico nos Estados Unidos da América

segundo Kirschner (2009).

Demanda, importa¢ao e exportagao
do acido propandico
Toneladas H Demanda MImportacdo ® Exportagdo
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0]
2004 2005 2007 2008 2012

Fontes: http://www.icis.com/Articles/2006/02/28/2012636/chemical profile-propionic-
acid.html e Kirschner, 2009.
Figura 2.8 — Dados histéricos do dcido propandico (E.U.A).
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Considerando os dados de 2008, a demanda destinada a alimentagcdo animal e para
conservantes corresponde a 56,608 milhdes de toneladas, sendo, a fermentacdo pela

propionibacteria uma rota em potencial para suprir a demanda do mercado.

Durante 1997 e 2002, o mercado cresceu em 1,2 por cento ao ano, e entre 2003 e
2008, que a projecdo era estimada de 1,8 por cento ao ano, e o crescimento foi de 2,9 por cento

a0 ano.
2.2 Modelagem matematica

Os modelos matematicos de processos fermentativos possuem duas vertentes: de um
lado, tém-se os modelos fenomenolégicos, que s@o baseados nas relacdes matemadticas entre as
variaveis, nos quais sao utilizadas equacdes de balanco de massa balanco de energia, quantidade
de movimento, equacdes de velocidade ou cinéticas (que sdo especificas para os processos
fermentativos) e as equagdes termodinamicas; por outro vértice, tem-se os modelos de entrada-
saida onde relagdes empiricas sdo utilizadas para correlacionar o efeito e variacdes das varidveis
manipuladas, entrada do processo, varidveis medidas, e saida do processo (Bonomi e Schmidell,
2001). A redes neurais, talvez sejam atualmente, os modelos do tipo entrada-saida mais populares
pela sua relativa simplicidade de utiliza¢do e principalmente pela sua capacidade de tratar com
ruidos e dados ndo lineares. Meleiro (2002) mostra as suas diversas formas e possiveis

aplicacdes, inclusive em bioprocessos.

Segundo Shuler e Kargi (1992), deve-se escolher o modelo mais simples e que
descreva o sistema, no caso, se a resposta das células € rdpida comparada com as mudangas
externas e se as modificacdes nao forem muito grandes, o uso de modelos nio-estruturados €

adequado.

Desse modo, o estudo sera baseado em modelos ndo estruturados e serdo discutidos

os principais fendmenos de inibi¢do por substrato, por produto e por componentes tOXicos.
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2.2.1 Modelos cinéticos ndo estruturados

Em geral, o crescimento inibitério di-se em virtude da presenca de altas
concentracdes de substancias inibitdrias, nos quais podem estar inseridos substrato e produto

(Shuler e Kargi, 1992).
a) Modelos com crescimento por substrato limitante

Equacdo de Monod (Shuler e Kargi, 1992; Borzani, 2001).

E a cinética aplicada para o sistema celular e é descrita pela equacio 2.1.

(equagdo 2.1)

Neste caso, g, € a taxa de crescimento maximo quando S >> k. e k. € a constante de

saturagdo e € igual a taxa de substrato limitante, quando a taxa especifica de crescimento € igual a

metade do seu maximo (Shuler e Kargi, 1992).

Equacdo de Tessier (Shuler e Kargi, 1992):

A equagdo de Tessier € representada por duas constantes, i, e K, possuindo um

termo exponencial.

py =, (1—e™*)

(equacdo 2.2)

Equacdo de Moser (Shuler e Kargi, 1992; Borzani, 2001).

A equacdo de Moser é equivalente a equacdo de Monod quando n=1, e pode ser

representada pela equacdo 2.3.
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My = % =(1+ k.51 (equagdo 2.3)

]

Equacdo de Contois (Shuler e Kargi, 1992; Borzani, 2001):

A equacdo de Contois é bem similar a equacdo de Monod, porém com o termo X, um

termo de correcdo, na qual descreve o crescimento de substrato limitante em altas densidades

celulares e pode ser representada pela equagdo 2.4 (Shuler e Kargi, 1992).

Mo S

le = 7
e T e X +5

(equacgdo 2.4)
b) Modelos com crescimento inibitério (Shuler e Kargi, 1992; Borzani, 2001):

Se para um processo com uma Unica reacdo, a enzima-substrato € limitante no

crescimento microbiano, a inibi¢do da atividade da enzima resulta na inibi¢do do crescimento

microbiano (Shuler e Kargi, 1992).

Inibicao por substrato

- Inibicdo sem competicio de substrato:

Como exemplo deste tipo de inibi¢do tem-se a equagdo 2.5.

-‘u.‘."l
By = T
(1+3) (1)
) (equagdo 2.5)
Se k; = k., temos a equagdo 2.6:

Bm-S

py = >

ks+S+3

(equagdo 2.6)
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- Inibi¢do por competicdo de substrato:

(equacdo 2.7)

Inibicdo por produto

- Inibicao por competiciao de produto:

i S L h’r ! h’rn A
— .,max ( ) ( 1 J ( 12 )
L =um | — . A=
- Ke+5/\Kyy + P/ \Kj; + P,

(equagdo 2.8)

- Inibi¢do sem competicdo de produto (Aiba e Shoda, 1969 apud Borzani, 2001)

(equagdo 2.9)
2.2.2 Tipos de processos
a) Processo em batelada

Para um processo em batelada, o substrato € adicionado no reator em sua totalidade,
neste caso, nenhum reagente pode ser adicionado no processo, exceto reagentes para o controle e
seguranca do processo, tais como os anti-espumantes e os controladores de pH. Apéds a
finalizacdo do tempo de fermentacdo, tem-se a saida de todo o volume contido no reator. Neste
caso, pode-se esperar que este processo conduza a baixas conversoes € / ou rendimento, por meio
dos efeitos de inibi¢cdo, e também devido a formagdo de produtos de reacdes paralelas que nao

sdo de interesse. A desvantagem deste processo € que este tipo de operacdo apresenta "tempo
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morto ", correspondente ao tempo de carga, descarga, lavagem e esterilizacdo. Por outro lado, a
vantagem € que a operagdo apresenta menor risco de contaminagdo (por compara¢do com
processos continuos de fermentacdo) e uma grande flexibilidade de operacdo (Borzani et al.,

2001).
b) Processo em batelada alimentada

Em um processo de batelada alimentada, o substrato € adicionado no reator, neste
caso, ¢ considerada a variagdo do volume do reator ao longo do tempo, e os produtos sdo
retirados apenas ao final da fermentacdo. A grande vantagem de um processo de batelada
alimentada € que ela permite a manutencdo de baixos niveis de substrato por longos periodos de

tempo, que € favordvel na estimativa de paradmetros cinéticos (Borzani, 2001).

O processo fermentativo em batelada alimentada também denominada de
fermentacdo descontinua alimentada € uma técnica que consiste na adicdo de um ou mais
nutrientes no fermentador, em alguns casos adi¢do de precursores de produtos, por meio de uma
vazio de alimenta¢cdo constante ou com variacdo no tempo de forma continua ou intermitente, e
sua retirada s6 € executada no término da fermentacdo, onde a concentracdo de substrato é

mantida constante no meio fermentativo pelo suprimento continuo do nutriente (Carvalho e Sato,

2001).

As aplicacdes deste processo se contrapdem as demais fermentacdes em virtude

das seguintes finalidades, segundo Carvalho e Sato, (2001):

e Minimizac¢do dos efeitos do controle do metabolismo celular;

Prevenc¢do da inibi¢c@o por substrato ou precursores;

e Minimiza¢do da formacdo de produtos de metabolismo txicos;

e Superacdo de problemas de estabilidade em processo continuo;

Adequacdo do processo fermentativo a condi¢des operacionais;
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¢) Processo continuo

O processo de fermentacdo continuo € determinada pelo fluxo constante de meio de

cultura e retirada do produto. Para que o sistema atinja o equilibrio, uma condic@o na qual, as

concentragdes de células, de substrato e produto permanecam constantes é necessirio manter o

volume do biorreator constante (Borzani, 2001).

2.3 Métodos matematicos

CcCOomo:

Segundo Himmelblau et al. (2001), a natureza dos sistemas descritos se classificam

1. Modelos deterministicos: aqueles em que, para cada varidvel e parametro, pode-se
associar um nimero ou uma série de nimeros fixos, para qualquer conjunto de
condicdes, versus modelos heuristicos, nas quais os parametros de entrada e saida

nao siao conhecidos e, dessa forma, estando baseado na incerteza;

2. Modelos concentrados: sdo aqueles em que as varidveis apresentam-se
homogéneas ao longo do sistema, versus modelos distribuidos; nesse sistema,

ocorrem variacdes ponto a ponto das variaveis;

3. Modelos lineares, se o operador que multiplica a varidvel de entrada for linear
apresentando condicdes de contorno e equagdes lineares, versus modelos nao

lineares quando o operador ndo for linear;

4. Modelos em estado estaciondrio, ndo ha acimulo, versus modelo em estado

dindmico, caracterizados por uma ou mais varidveis como dependentes do tempo.

2.3.1 Modelo deterministico (solugdo pelo Método de Runge-Kutta)
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O método de Runge-Kutta € utilizado para a solucdo de sistemas concentrados, 0s
quais sdo representados por um sistema de equagdes diferencias ordindrias (EDOs). Deve ser

observado que o Método de Runge-Kutta ndo é adequado para sistemas rigidos.

A solug¢do numérica € obtida com os valores da fung¢do para inimeros valores da
varidvel independente, que estdo sujeitas as condi¢des iniciais. A solu¢do do PVI (problemas de

valores iniciais) € uma funcao continua e diferencidvel que satisfaz:

A consisténcia de um método limita a magnitude do erro local cometido em cada
passo e a estabilidade controla a propagac¢ao do erro durante os cdlculos, dessa forma, o método €

convergente se ele é consistente e estavel (Filho, 2001).

O método de Runge-Kutta consiste em basicamente na execucdo de uma média

ponderada de f(t,y) usados em diversos pontos do intervalo t;<t > t;,;.

k., =hf(t,y.) (equacdo 2.19)

k., =hf(t; + g y; + hk;"‘) (equagdo 2.20)
ks = hf(t, +5,,+ 252 (equacio 2.21)
kpe = hf(t; + hy; + hk,3) (equagdo 2.22)

Um modo de verificar se 0 método produz valores dentro do intervalo € recalculando

V.., no final de cada intervalo, utilizando o passo h divido por 2 até que a exatidao desejada seja

alcancada (Filho, 2001).

2.3.2 Método heuristico (Algoritmo Genético)
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Os algoritmos evoluciondrios fazem uso do conceito de aproximac¢do de modelos
computacionais aos processos naturais como uma ferramenta para resolver os problemas, e seus
operadores genéticos, ou seja, tenta aproximar os fendmenos ocorridos na natureza (Linden,
2006). Dentre os algoritmos evoluciondrios, que se enquadram entre os Métodos Heuristicos, em

contra partida aos Métodos Deterministicos, estdo os Algoritmos Genéticos

O Algoritmo Genético (G.A), como um dos Métodos Heuristicos, deve ser usado
quando os algoritmos baseados nos Métodos Deterministicos tendem a falhar. No entanto, os
GAs em geral sdo lentos, pois exploram extensas faixas operacionais, € como todos os métodos
heuristicos em geral, ndo asseguram a obten¢ao do melhor resultado em todas as suas execugoes.
Sua grande vantagem € que esse método baseia-se na técnica de otimizacdo global,
diferentemente dos métodos deterministicos, como os de gradiente, que seguem a derivada de
uma fun¢do, de forma a encontrar o seu miaximo, encontrando normalmente maximos locais.
Como na evolug@o natural, os algoritmos genéticos ao encontrar um maximo local, ou seja, o
melhor de certo grupo, ele ndo estagna, mas sim continua na busca de melhores individuos

(Linden, 2006).

A estrutura de um algoritmo genético estd apresentada na Figura 2.9.

‘ INICIALIZACED DA POPULACAD DE ‘

CROMOSSOMOS.

SELECACQDOSPAIS
°

OPERADORES GENETICOS DERECOMBINACAD EMUTACAD
r T 1

- mem [

MODULO DE POPULACAD

l NAO

Fonte: Linden, 2006.

Figura 2.9- Esquema de um algoritmo genético, baseado em Linden (2006).
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Resumindo de forma concisa, o algoritmo no qual o método se baseia, atribui
aleatoriamente a populacao inicial os genes de cada cromossomo. A aptiddo de um individuo da
populacdo € medida por uma funcdo de erro, também chamada de funcdo objetivo do problema
de otimizagao, na qual se pode utilizar o método dos minimos quadrados. Em seguida a fun¢do €
normalizada, para permitir um melhor controle do processo de selecdo. Como critérios de parada
do algoritmo em geral sdo usados a aptidao do melhor individuo em conjunto com a limitacao do

nimero de geracdes.

Segundo Linden (2006), para representar-se 0s nimeros reais em nimeros bindrios
tem-se que conhecer a faixa de operacdo de cada uma das varidveis e a precisao desejada. Assim,
estardo definidas quantos bits por varidvel vao ser usados. Se for utilizado k bits para uma

varidvel x,, que trabalha numa faixa [inf,, sup,] entdo estd-se definindo a precisdo maxima dessa
variavel que esta apresentada na equacdo 2.23, e a conversdo do niumero inteiro r; correspondente

ao nimero bindrio na equacio 2.24.

sup;—inf;

L~
281

(2.23)

real = inf, + 22T, o (2.24)

2k

2.4. Planejamento de experimentos

z

O planejamento de experimentos € uma técnica que organiza a execucdo de
experimentos para a determinacao da influéncia das varidveis dependentes, seja ela quantitativa

ou qualitativa, na varidvel resposta, varidvel independente (Bruns et al.,2003).

Dessa forma, sdo realizadas variacdes maximas e minimas em cada varidvel e
observado os resultados da varidvel resposta. Assim, para um planejamento fatorial completo sdo

estudados em apenas dois niveis nesse caso 2%, onde k é o nimero de varidveis de estudo, de

modo que ird requerer 2K ensaios diferentes; dai vem sua denominagdo de planejamento fatorial

2K.
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Nesse estudo € possivel analisar a influéncia de todos os efeitos principais e efeitos de
interacdo entre eles. Dessa forma, para um nimero grande de parametros a serem estudados o
nimero de ensaios aumenta de forma significativa, tornando muitas vezes invidveis este estudo.
A alternativa para este tipo de problema € a execucdo do planejamento fatorial fraciondrio, ou
planejamento de Plackett Burman no qual sdo analisadas primeiramente as varidveis

significativas do processo realizando poucos experimentos (Bruns et al.,2003).
2.4.1 Metodologia de Superficie de Resposta

A metodologia de superficie de resposta (RSM) € uma técnica de otimizacao baseada
no emprego de planejamentos fatoriais. Essa metodologia pressupde, por meio da determinacao
dos coeficientes dos modelos lineares ou quadraticos identificar a regido de 6timo. Quando ndo
atingida a regido maxima deve-se deslocar os valores das varidveis maximas e minimas para
obtencao de novos modelos, a fim de serem obtidas novas regides; essa etapa € realizada quantas

vezes necessdrias até a obtencao da regido 6tima do processo (Barros Neto et al. 1996).
2.5 Rendimento e produtividade

2.5.1 Rendimento

O rendimento do processo do produto desejado em relacdo ao reagente consumido €

definido de duas formas: o rendimento tedrico e o rendimento aparente.

O rendimento tedrico ou estequiométrico [}’,: _,|-5:) € a razdo entre a quantidade total,

em massa ou moles, do componente produzido (S = substrato, ou P = produto) e a quantidade, em
massa ou moles, de substrato consumido para o crescimento microbiano ou formagdo do produto.

E é representado pela equagio 2.25

(equagao 2.25)
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O rendimento aparente ou observado ('Y,: 5‘4} ¢ a razdo entre a quantidade, em massa

ou moles, do componente produzido (S = substrato, ou P = produto) e a quantidade total

consumida de substrato, em massa ou moles. E pode ser representado pela equacio 2.26.

Yot = 5,,%5 (equagdo 2.26)

2.5.2 Produtividade volumétrica

z

A produtividade volumétrica para um reator em batelada € a concentracdo do

componente formado C, no bioreator de volume V, num tempo t., onde a concentragdo

microbiana ou do produto é constante, e pode ser representada pela equagao 2.27.

c
t

-

Q:.‘ =

(equagdo 2.27)
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CAPITULO III. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo tem como objetivo a descricdo dos materiais, equipamentos e

metodologia utilizados no estudo em questao.
3.1 Materiais

3.1.1 Fonte de carbono

Para o estudo das varidveis de processo foi utilizada a glicerina P.A CHEMCO para
fazer um estudo comparativo de produtividade do processo, bem como sua viabilidade

econdmica.
3.1.2 Microrganismo

O microrganismo utilizado para as fermentacdes foi a Propionibacterium
acidipropionici CCT-4843 (NRRL B-3569) obtido pela Colecdo de Culturas da Fundacdo André
Tosello Pesquisa e Tecnologia, e cultivado no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos (LEB)
da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP. A Figura 3.1 apresenta a ampliagdo do

microrganismo utilizado neste estudo.

Figura 3.1- Propionibacterium acidipropionici.

As fotografias dos microorganismos foram tiradas com um analisador de

identificacdo e quantificacdo de particulas por imagem dindmica digital FlowCAM VS.I (da Fluid
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Imaging Technologies). Para as andlises utilizou-se dgua deionizada como liquido de dispersao,

com lentes amplificadoras de 20X e cela de leitura de 50 um.
3.1.3 Fermentador

Para os estudos do efeito do pH) na fermentacgao utilizou-s um Fermentador Bioflo 111
- New Brunswick Scientific Co., Inc., apresentado na Figura 3.2a, e para o estudo da temperatura
fez-se uso do Fermentador Bioflo 3000 - New Brunswick Scientific Co.., Inc., apresentado na
Figura 3.2b, ambos com volume de trabalho de 1 L. Os experimentos foram realizados no

Laboratorio de Engenharia de Bioprocessos (LEB) na Universidade Estadual de Campinas-FEA.

Ambos fermentadores eram compostos de um tanque agitado em batelada com
controle de temperatura, pH e agitacdo, fixada em 100 rpm, com sistema do tipo turbina de pdas
planas. O biorreator possui controle de temperatura por recirculagdo de dgua na parte externa da

cuba encamisada.

Figura 3.2- Bioreatores para o estudo do pH e temperatura..
3.2 Métodos analiticos

A medida de concentracido dos microrganismos foi feita por gravimetria (peso seco),
e as concentracOes dos dcidos organicos e do glicerol foram determinadas por sistema de

cromatografia liquida (HPLC)
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3.2.1 Determinacdo da biomassa (Andlise gravimétrica)

A biomassa foi determinada pela curva de absorbancia versus a massa seca. A massa
seca foi obtida pela filtracdao da aliquota da cultura utilizando um filtro de 0,22 um e secando o

filtrado na estufa, apresentada na Figura 3.3, a 105 °C por 48 h ou até atingir massa constante.

Figura 3.3 — Estufa de secagem especial Marconi, modelo MA-035/2

A densidade 6ptica (DO) da célula foi medida pelo espectrofotdmetro apresentado na
Figura 3.4, no comprimento de onda de 660 nm. As amostras foram diluidas com dgua destilada

para que a DO ficasse no intervalo de 0,2 a 0,8.

Figura 3.4 — Espectrofotdometro FEMTO 600 S.
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3.2.2 Determinagdo do pH
O pH das amostras foram medidas fazendo uso do pHmetro apresentado na Figura
3.5, no qual foi calibrado com dois pontos de padrdes (pH = 4,0 e 7,0), antes da realizacdo das

leituras.

Figura 3.5 — pHmetro Digimed DM 22.
3.2.3 Quantificagdo da fonte de carbono e dos dcidos orgdnicos

As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm em temperatura ambiente por meio de
uma centrifuga Modelo NT 810 (Nova Técnica) por 15 minutos e filtradas com membrana em
éster de celulose com 0,22 um de porosidade e 13 mm de didmetro, e dispostas em “vials” para

posterior injecao.

Apbés o preparo das amostras foi utilizada a Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HPLC-“high performance liquid cromatography”) modelo Varian 9010 para
quantificar as concentragcdes de glicerol, dcido propandico e os demais dcidos (4cido acético,
acido succinico, propanol). A fase mével utilizada foi uma solugdo de H,SO4 0,005 M, preparada
com agua ultra-pura (Milli-Q) e filtrada com membrana em éster de celulose com 0,45 um de
porosidade, numa taxa de fluxo de 0,6 ml/min . A coluna utilizada para a separagdo dos acidos
organicos e glicerol foi a HPX-87H, mantida em um forno com circulagdo de ar e temperatura
controlada a 35°C e comprimento de onda de As areas dos picos foram detectadas através dos
detectores UV (ultravioleta) e RI (fndice de refracdo) montados em série e determinados

quantitativamente através do ajuste de curvas dos padrdes sigma dos componentes.
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A Figura 3.6 apresenta o sistema para quantificacdo dos componentes do processo.

Figura 3.6 — Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (a- detector indice de
refracdo (RI) ; b- detector UV; c- bomba para distribuicao de solventes; d- forno com a coluna HPX-87H;
e- computador com o software Millenium para quantificagdo dos compostos; f-injetor automatico tipo

carrosel).

3.3 Métodologia usada na execucao dos experimentos

3.3.1 Preparo do inoculo

Inicialmente foi transferida a coldnia para uma cultura estoque de 4gar inclinado, que

possuia a composicdo apresentada na Tabela 3.1, baseado em Coral (2008).

Tabela 3.1- Composi¢io do meio em Agar inclinado.

COMPOSTO CONCENTRACAO (g/L)
Extrato de levedura 5
Extrato de malte 3
Agar 20
Peptona 10
Glicerol 10

A col6nia isolada em Agar inclinado apés 30 h a 30 °C foi transferida no interior da

camera de fluxo, apresentada na Figura 3.7 para o meio de ativacdo contendo 9 mL e incubada
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nas mesmas condicdes. Dessa forma, apds esse periodo o volume total de 10 mL da cultura foi
transferida para 90 mL do meio de cultura, onde o meio de cultura constituia do meio de ativacao
sem agitacdo por um periodo de 24 a 36 numa temperatura de 30°C até o inoculo atingir Agep =

0,8 e foi inoculado em 1% (v/v) no biorreator, perfazendo um volume total de 1L.

Figura 3.7 — Camera de fluxo.

O meio de ativag@o para o indculo tem a composi¢do mostrada na Tabela 3.2.

Tabela 3.2- Composicao do meio de ativacao da cultura.

COMPOSTO CONCENTRACAO (g/L)
KH,PO, 1
(NH,),HPO, 2
FeS0,.7H,0 0,005
MgsS0,.7H,0 0,010
MnS0,.H,0 0,0025
CaCl.6H,0 0,010
CoClL6H,0 0,010
Extrato de levedura 10
Glicerol 10
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Tabela 3.3- Composicao do meio de crescimento da cultura.

COMPOSTO CONCENTRACAO (g/L)
KH,PO, 1
(NH,),HPO, 2
FeSO,.7H,0 0,005
MgS0,.7H,0 0,010
MnS0,.H,0 0,0025
CaCl.6H,0 0,010
CoCl.6H,0 0,010
Extrato de levedura 10
Glicerol 20

As Figuras 3.8a, 3.8b e 3.8c apresentam as etapas de preparo do indculo para o

procedimento de fermentagdo e na Tabela 3.3 a composi¢do do meio de crescimento.

B W ;

i

Figura 3.8 — Etapas do inéculo processo fermentativo (a - Agar inclinado; b - Inéculo de

ativagdo; ¢ - Inéculo do meio de cultura; d — Fermentacdo no bioreator).
3.3.2 Estudo do pH na fermentagdo para produgdo do dcido propandico

O estudo do pH em processos fermentativos € necessdrio, em virtude da concentragdo
de fons hidrogénio afetar a atividade das enzimas e, portanto, a taxa de crescimento microbiano.

Desta forma, para o estudo do pH foram executados ensaios em diferentes pHs para determinar o
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valor desta varidvel mais adequado para o processo, bem como para obter os dados para o

modelo matemaético, através da otimizagcdo dos parametros cinéticos para cada ensaio.

Os ensaios foram executados no Bioflo 3000 de 2 L num volume total de 1 L. Apds a
esterilizacdo do reator com o meio de cultura por 30 minutos a 121 °C, o meio esfriado foi
inoculado e controlada a temperatura em 30 °C numa agitacdo de 100 rpm. Em alguns ensaios o
pH foi controlado pelo sistema PID em 6,0 e 7,0 pela adicdo de NaOH 10N, sendo também
realizado ensaio sem controle do pH. Foi dado inicio da fermentacdo depois de realizada a

inoculagdo e realizada a cinética.

A Tabela 3.4 apresenta os ensaios realizados para o estudo do pH, o qual foram

realizados no bioreator. E o diagrama encontra-se apresentado na Figura 3.9

Tabela 3.4 - Ensaios para o estudo do pH.

Ensaios pH
1 7,00
2 6,00
3 Sem controle

Processo em batelada

A 4

Fermentacoes em

diferentes pHs

A 4

Estudo da influéncia do pH na
concentracdo de biomassa, rendimento

e produtividade do acido propandico.

Figura 3.9 — Diagrama das etapas do processo para o estudo do pH
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3.3.3 Estudo da temperatura na producdo do dcido propandico

A fermentacdo foi realizada no biorreator, conforme citado no item 3.3. O reator foi

esterilizado com o meio de cultura por 30 minutos a 121 °C, e apds esfriado, foi inoculado e a

temperatura controlada de 30 a 36 °C utilizando agitacdo e pH 6,0. Foi dado como inicio da

fermentagdo apds a realizacdo da inoculagdo e realizada a cinética. O diagrama com as etapas do

processo estd apresentado na Figura 3.12

Processo em batelada

A 4

Ensaios experimentais para

diferentes temperaturas

Otimizagcdo dos parametros
cinéticos através do

algoritmo genético

A 4

Otimizagdao da concentracao
de substrato e biomassa

através do algoritmo genético

Figura 3.10 — Diagrama das etapas do processo para o estudo da temperatura.

3.3.4 Estudo da biomassa e do substrato para um processo em batelada

O estudo teve como foco determinar a os parametros cinéticos do modelo, a

significincia das varidveis operacionais, seus efeitos e determinar o modelo quadratico para

representar adequadamente o processo e maximizar a produtividade de dcido propandico, obtidos

nas simulacdes e otimizado com a Metodologia de Superficie de Resposta. As etapas do estudo

estdo apresentadas por meio do diagrama apresentado na Figura 3.11.
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Processo em batelada

A 4 A 4

Coletar dados Realizar ensaio
experimentais da literatura experimental
N v
A 4
A 4 A 4 A 4
Otimiza¢do dos parametros Otimiza¢do da concentragdo
cinéticos através do Simulacdo do modelo de substrato e biomassa
algoritmo genético através do  planejamento
composto central.

Figura 3.11 — Diagrama do processo para o planejamento da concentragiao de substrato e

biomassa.
3.4. Desenvolvimento do modelo matematico

O desenvolvimento do modelo de fermentacdo foi baseado em balangos dos

componentes do processo de fermentagdo, e tem as seguintes restrigdes:
1. Processo fermentativo com apenas um substrato limitante;

2. Inibi¢do celular por produtos metabdlicos (dcido propandico) (Aiba e Shoda,

1969);

3.0 éacido propandico € produzido pela conversdo direta do substrato e ndo possuem

produtos intermedidrios.
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3.4.1 Processo em batelada

Para um processo em batelada, o substrato € adicionado no reator em sua totalidade,
neste caso, nenhum reagente pode ser adicionado no processo, exceto reagentes para o controle e
seguranca do processo, tais como o0s anti-espumantes € os controladores de pH. Apéds a
finalizacdo do tempo de fermentacdo, tem-se a saida de todo o volume contido no reator. Neste
caso, pode-se esperar que este processo conduza a baixas conversdes e / ou rendimento, por meio
dos efeitos de inibicdo, e também devido a formacgdo de produtos de reacdes paralelas que nao
sdo de interesse. A desvantagem deste processo € que este tipo de operacdo apresenta "tempo
morto ", correspondente ao tempo de carga, descarga, lavagem e esterilizacdo. Por outro lado, a
vantagem € que a operagdo apresenta menor risco de contaminagdo (por compara¢do com
processos continuos de fermentacdo) e uma grande flexibilidade de operacdo (Borzani et al.,

2001).

As equagdes 2.10, 2.11 e 2.12 representam os modelos do substrato, biomassa e do

produto, respectivamente para o processo em batelada.
Modelo do substrato do processo em batelada:

A velocidade de variacdo de concentragdo de substrato no fermentador corresponde a
diferenca entre a concentracdo de substrato adicionada por tempo e a utilizada para o crescimento

celular. Desta forma, pelo balan¢o material, temos:

d sr d SC‘I
(1)< (22)

dt dt

dv.§ ds. Vv dM__
- 5, (28

Em virtude de ndo ocorrer variagdo de volume na dorna no tempo, tem-se:

dv ds dM
__Ly_z . _ 2C
s dt dt F-So [ dt ]
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.

dv 1 fdM,
Em um processo em batelada, tem-se que F = P 0, onde ;( T‘] =7t
LY rd

Il1

ds_F 1 (dMsc)

dt VvV ° VL dt

dS 1 dv 1 [dMSC)

dt vide° v\ dt
ds 1(dMSC-]
dt v\ dt .

A taxa cinética de consumo de substrato, r,, pode ser representado pela equagdo

abaixo:
1 (dMsc]
==
OV L dt
E, desta forma,
ds B
k-

Para um balanco material mais geral do processo, tem-se:

s = (15)m + (15) ¢

Nesta ultima equacdo, (7:),, é o consumo do substrato utilizado como manutengo,

ou seja, substrato utilizado para realizar as funcdes basicas das células. Desta forma, o conceito

do consumo especifico (1) citado por Pirt (1975) é:

me = (TS :]""
=
X
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E, (r:)- € o consumo de substrato destinado somente ao crescimento ou reproducdo
microbiana, definido para um novo fator de conversdo como:

Tx

(rs)e = I

Portanto, o modelo nao-estruturado do substrato para um processo em batelada pode

ser representado pela equagao 2.10.

—_——— ("‘_"" 41 -',ns) X (equagﬁo 210)

Modelo para as células do processo em batelada:

A velocidade de variagdo de concentracdo de células no reator corresponde a

concentragdo celular formada decorrente do crescimento microbiano, algebricamente:

(dM:{) _ (de]

dt dt /.
(dM.‘\:) _ vox
ar ) e
d(V.X)
R
dt M,

LW A

VX
dt at x

Em virtude de ndo haver variacdo de volume no tempo, temos e 4. X =1, entdo:

d(X
sgzhﬁx

r
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4 _

(equacdo 2.11)
Modelo para os produtos do processo em batelada:

A velocidade de variagdo da concentragdo do produto no fermentador depende da

concentragdo que é formada em razdo do metabolismo microbiano (Borzani, 2001):

d d
(&)= ().

dv.p
( ] =pup. V. X

dt .

dv dP
P—+V.—=up. V. X

dt T dt
Em virtude de ndo ocorrer variagdo de volume na dorna no tempo, e considerando

15 = Y 5. 75, tem-se:

v dp V.X
S = . VL
at He

dP
_— JHF'-J{

dt

Relacionando a produgdo do 4cido propandico com o crescimento microbiano e

biomassa existente, tem-se:

Up =Y, 5. Usg
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dP Y,
o2 X Fmy X

dt Yy P

Por conseguinte, o modelo nao-estruturado do produto para um processo em batelada,

. , Ypys - =
considerando que Yz, = - =, serd o apresentado pela equacéo 2.12:
' X5

dP
T T Hp Ypp X T mp X

dt

(equacdo 2.12)
3.4.2 Processo em batelada alimentada

Em um processo de batelada alimentada, o substrato € adicionado no reator, neste
caso, € considerada a variacdo do volume do reator ao longo do tempo, e os produtos sao
retirados apenas ao final da fermentacdo. A grande vantagem de um processo de batelada
alimentada € que ela permite a manutencdo de baixos niveis de substrato por longos periodos de

tempo, que € favordavel na estimativa de parametros cinéticos (Borzani, 2001).

O processo fermentativo em batelada alimentada também denominada de
fermentacdao descontinua alimentada € uma técnica que consiste na adicdo de um ou mais
nutrientes no fermentador, em alguns casos adicdo de precursores de produtos, por meio de uma
vazdo de alimentacdo constante ou com variacdo no tempo de forma continua ou intermitente, e
sua retirada s6 € executada no término da fermentacdo, onde a concentracdo de substrato €

mantida constante no meio fermentativo pelo suprimento continuo do nutriente (Carvalho e Sato,

2001).

As aplicacdes deste processo se contrapdem as demais fermentacdes em virtude

das seguintes finalidades, segundo Carvalho e Sato, (2001):
e Minimizac¢do dos efeitos do controle do metabolismo celular;

e Prevenc¢do da inibi¢do por substrato ou precursores;
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e Minimiza¢do da formacado de produtos de metabolismo téxicos;
e Superacio de problemas de estabilidade em processo continuo;
e Adequagdo do processo fermentativo a condi¢cdes operacionais;

O processo batelada alimentada pode ser representado pelas equacdes 2.13, 2.14 e
2.15.

Modelo para o substrato do processo em batelada alimentada:

Pelo balanco global, tem-se que a velocidade de variagdo de concentracdo de
substrato no fermentador corresponde a diferenca entre a concentracdo de substrato adicionada

por tempo e a utilizada para o crescimento celular. Desta forma, tem-se:

(dI‘v'IS:.'] —F.5 — (dMSC)

dt . dt |

dv.s dM,.

( dt JZF'SE"_( dt )
dv  ds dM,.
Y

Em virtude da variagdo do volume na dorna no tempo deve-se exclusivamente a

. - 1 d}-".'sc
alimentacio e sendo . = = e

v

gV
), e = F tem-se:

ds  F.S

— — Te
dt v )

E, sendo:

15 = (15), + (15)

s

Ty =mg. X + —
Vz/s
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O modelo nao-estruturado do substrato para um processo em batelada alimentada, na

qual D = ¢ varidvel com o tempo, serd representado pela equagado 2.13:

V:-+Ft
¥iToe

s ( =S ) X—D.S
at Vs )T
(equagdo 2.13)

Modelo para as células do processo em batelada alimentada:

A velocidade de variagdo de concentracdo de células no reator corresponde a

concentragdo celular formada decorrente do crescimento microbiano.

(dM:{) _ (dMJ{J

dt dt /.
(dM:{)_ v
a /T
d(V.X)
v
a -
dv)  d(x)
X Ly =uV.X
at a
d(X
X.F v.ﬂz WV X
dt
FoA® _
v oa
d(x)
Y = (u.— D).X
& - D)
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E, portanto, a equagdo 2.14 apresenta o modelo ndo-estruturado da biomassa para um

processo em batelada alimentada.

d(X
(&) =u,.X—DX
dt

(equacdo 2.14)

Modelo para os produtos do processo em batelada alimentada:

A velocidade de variagdo da concentracdo do produto no fermentador depende da

concentracdo que € formada devido ao metabolismo microbiano (Borzani, 2001) e considerando

pp. X =15 ery =Yg 575, temos:

dM dM
( dtp.) - ( dtp.) ¢

(dV.P'

dP L
E— 'u',l,_,.)i —D.P

Sendo,uy =V, s us+ m,

dp . ,
i w5 Ug X+ my, X —D.P
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O modelo ndo-estruturado do produto para um processo em batelada, considerando

que Yz » = —:" , pode ser representado pela equacdo 2.15.
dp . , 3
= = Hx Vo wo +mp. X —D.P (equacdo 2.15)

3.4.3 Processo continuo

O processo de fermentacdo continuo € determinada pelo fluxo constante de meio de
cultura e retirada do produto. Para que o sistema atinja o equilibrio, uma condic@o na qual, as
concentragdes de células, de substrato e produto permanecam constantes é necessirio manter o
volume do biorreator constante (Borzani, 2001). O equacionamento para o reator continuo sem

reciclo de células é representado pelas seguintes equagdes 2.16, 2.17 e 2.18.

Modelo para substrato do processo continuo:

Pelo balango global, tem-se que a velocidade de variagdo de concentracdo de
substrato no fermentador corresponde a diferenca entre a concentragdo de substrato adicionada

por tempo e a utilizada para o crescimento celular. Desta forma, tem-se:

dM_, dM_,
( dt ]:F'SD—( dt )

A velocidade de variacdo de concentracdo de substrato no fermentador corresponde a
diferenca entre a concentragdo inicial e final de substrato e a utilizada para o crescimento celular.

Contudo, tem-se:
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D

v

dv E:F,SG—(dMsc)

S —4+V.
dt dt dt
ds dM
V.—=F.§,—F.5— 22

dt e ( dt )

Em virtude de D ser fixo, ndo hd variacdo de volume no reator, dessa forma:

I% =F.5,-F.5- (dzitsc-)
ds _F F dM,,
E—g-sc-_ﬁg—( dt ]

O modelo ndo-estruturado do substrato para um processo continuo, na qual o valor de

F
sera:

(equagao 2.16)

Modelo para as células do processo continuo:

A velocidade de variagdo de concentragdo de células no reator corresponde a

concentragdo celular formada decorrente do crescimento microbiano.

(de)

dMx
= ( M\]

dt /.

51



d(V.X) _ ydMx
dt _( dt ]

c

d(V) d(X) dMx
X, + 1. =
dt dt ( dt )

c

v r i —x) v (dx)
.dt a .(- ¢ - ) . dt crescimento
dX F dX

& v (Ko —=X) + (dt

' crescimento

Em virtude de D ser fixo, ndo hd variacdo de volume no reator, dessa forma:

dX
( =u_.X

x
dt' crescimento

Se a alimentacdo proceder-se esterilizada obtendo Xy = 0, temos a equagao 2.17:

dx , o
I = e X —D. (X—X,)

(equacdo 2.17)

Se a alimentagdo proceder-se esterilizada obtendo Xy = 0, segundo Borzani (2001), na

. - . L. di’x) .. L L
situacdo de estado estaciondrio no reator, e 0 e, tem-se uma condi¢cdo a qual é possivel
T

controlar a velocidade especifica da célula, através do controle da vazio de alimentacdo, pois

neste caso, i, serd igual a D.

Modelo para os produtos do processo continuo:

A velocidade de variagdo da concentracdo do produto no fermentador depende da

concentracdo que € formada devido ao metabolismo microbiano (Borzani, 2001), com isso tem-
se:
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V. (%) =F.P,— F.P+ (d:ip] .
dP F F dM
v Pt (T

O modelo ndo-estruturado do produto para um processo continuo, na qual o valor de
E
D= F’ sera:

dP
—=D.(P,—P) +,

dt
dP .
Fri Y,5us. X + D.(Py— P)
dP .
—=D.(P,—P) + Y, ( — +m, )X
dt P2\ Yyys g
Desse modo, sendo Y, = :—P 0o modelo ndo-estruturado dos produtos para um

processo continuo € o apresentado pela equacgdo 2.18:

dP L )
pFri Y, 5tz X +m, X+ D.(P,—P)
(equagdo 2.18)

3.5. Algoritmo de otimizacio

O trabalho computacional foi realizado em um processador Pentium Dual-Core com 3

Gigabyts de memoéria RAM e HD de 160 Gigabytes.

Para o calculo dos parametros foi utilizado o algoritmo genético, utilizando o

software MATLAB 7.0.

Fazendo uso de dados experimentais disponiveis na literatura foi possivel otimizar os

parametros cinéticos 0s quais estdo mostrados nas etapas posteriores.
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Para o ajuste dos parametros cinéticos foram utilizados os modelos matematicos que
consistiam no sistema de equagdes (2.10, 2.11 e 2.12). Esse ajuste foi realizado por intermédio da
otimizacdo por algoritmo genético (GA). Como os parametros obtidos foram realizadas
simulacdes que permitiram a predicdo dos perfis de substrato, células e produtos quando os

parametros escolhidos minimizam a fun¢@o objetivo, representada pela equagdo 3.1)
saida = saida + soma(soma((dados{j} - y).*2)) (equacdo 3.1)

Desta forma foram determinados os 7 parametros cinéticos do modelo com uma

.~ 4 . L. . . ,
precisdao de 10~ por algoritmo genético. Foram consideradas as amplitude de I = m-n onde m € o
limite superior e n € o limite inferior, e o nimero de pontos é P =Ix10* . X é o nimero de casas

decimais.

O fluxograma de resoluc@o do problema de otimiza¢do para obtengdo dos parametros

cinéticos estd apresentado na Figura 3.12.

Leitura dos dados cinéticos do processo
S, X, Py

v

Determinacao aleatéria dos parametros

A 4

Chamada da subrotina de Runge-Kutta para resolucdes
das equacdes diferenciais do modelo

v

Determinacao de novas populacdes

'

Atingido o nimero de geragoes

'

Impressao dos parametros

'

Fim do programa

Figura 3.12 — Diagrama para otimizag¢do dos parametros do processo em batelada.
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3.6. Desvio padrao residual

Com o objetivo de observar o desvio do modelo com os dados experimentais foram
determinados o desvio padrdo residual onde, segundo ATALA et al. (2001), representa a

qualidade de predicao do modelo e pode ser representado pela equagdo 3.1.

1 -
|ﬁ Zﬁ:i(ijs - ﬁmj-
RSD(%) = 100. |2
N e

l.".'l

(equagdo 3.1)

No qual, n € o nimero de pontos experimentais, v, € o valor dos pontos cinéticos
medidos experimentalmente, v,, € o valor predito pelo modelo no ponto experimental, e 7, € a

g

média dos pontos experimentais.
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CAPITULO IV. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Estudo do efeito do pH na fermentacio para produciao do acido propandico

Serdo apresentados, nesta secdo, o estudo do pH frente ao crescimento celular,
conversdao e a produtividade do 4cido propandico. Com o0s ensaios experimentais foi possivel
identificar o pH mais adequado, assim como, mediante o uso do algoritmo genético, determinar
os parametros cinéticos com o objetivo de obter um modelo que representasse 0s ensaios

experimentais.

Nesta etapa, foram executados os ensaios com pH 6.0, 7.0 e sem o controle do pH
para avaliar a influéncia do pH no rendimento do 4dcido propandico, apresentados nas Tabelas 4.1,
4.2 e 4.3. Onde, S é a concentracdo de substrato, P € a concentracdo de dcido propandico e X é
concentracdo microbiana.

Tabela 4.1 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 30°C, agitacdo 100 rpm, pH = 6,0
S0=20,79 kgm".

Tempo (h) S (kgm®) P;(kgm®) X (kgm™)

0,05 20,79 0,00 0,15
5,05 19,74 0,00 0,38
9,05 19,63 0,00 0,50
17,05 19,02 0,00 0,51
24,42 19,17 0,07 0,67
33,97 18,72 0,35 0,72
43,97 17,27 1,26 1,40
62,40 4,92 6,81 4,08
70,97 1,02 12,16 5,68
79,80 0 13,26 6,12
97,97 0 13,26 6,28
109,12 0 13,27 6,43
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Tabela 4.2 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 30°C, agitagdo 100 rpm, pH=7,0 e
S0=20,04 kgm™.

Tempo (h) S (kgm”) P, (kgm”) X (kgm™)

0,00 20,04 0,00 0,07
2,83 19,82 0,00 0,13
13,77 19,82 0,00 0,24
19,00 19,82 0,00 0,47
25,00 19,70 0,12 0,47
38,87 19,41 0,65 0,60
49,30 16,74 2,39 1,00
55,00 10,32 3,65 1,93
65,17 9.41 7,39 3,47
71,83 5,95 8,75 4,43
85,95 2,29 11,05 5,67
93,98 0,36 11,92 5,77

Tabela 4.3 - Dados experimentais da fermenta¢do em batelada a 30°C, agitagdo 100 rpm, sem controle de

pH e S0=20,00 kgm™.

Tempo (h) S (kgm®) P;(kgm®) X (kgm™)

0 20,00 0,00 0,02
14,38 18,78 0,00 0,07
24,22 17,14 0,00 0,20
38,78 16,88 0,64 0,57
47,38 15,73 0,73 0,77
62,75 14,16 2,44 0,87
68,67 12,58 3,30 1,03
73,47 11,5 3,48 1,22
86,55 10,59 3,99 1,38
98,47 10,12 5,37 1,48
115,30 9,99 5,99 1,49
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O modelo matematico para representar os dados cinéticos para diferentes pHs
consiste no sistema de equagdes (2.9, 2.10, 2.11, e 2.12). O ajuste de parametros foi realizado
através da otimizacao por algoritmo genético e posterior simulagcdo, na qual permitiu obter perfis
de concentracdo de glicerol, biomassa e dcido propandico apresentado nas Figuras 4.1, 4.2 e 4.3.
O ajuste dos pardmetros foi realizado fazendo uso do modelo matemédtico, dos dados

experimentais e da minimiza¢ao da fungio objetivo, dada pela equacdo 3.1.

Produgéo do 4cido propandico pH 7 0
25 .

Concentragdo (g/L)

120

Figura 4.1 — Perfis de concentracio da fermentacio propidnica para o pH = 7,0 para os dados

experimentais do glicerol (0), biomassa ([]) e acido propanoico (+), e para os dados da simulagéo (-).

Produgdo do 4cido propandico pHG0
25 T T T

20¢

Concentragéo (wl)

Il
u] 20 40 =] a0 100 120
Tempao (h)

Figura 4.2 Perfis de concentragdo da fermentacao propidnica para o pH = 6,0 para os dados experimentais

do glicerol (0), biomassa (1) e dcido propandico (+), e para os dados da simulagéo (-).
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Produgdo de dcido propandico sem controle de pH
25

20¢

m

Concentragdo (g/L)

=

1
20 40 60 a0 100 120
Tempo (h)

Figura 4.3 — Perfis de concentracio da fermentacdo propionica sem o controle do pH para os
dados experimentais do glicerol (0), biomassa ([]) e acido propandico (+), ¢ para os dados da

simulagdo (-).

Pode ser observado, através da avaliacdo dos modelos com os parametros otimizados,
que o modelo para o processo em pH 7 € mais dificil de ser representado devido a acentuada fase

exponencial. Isso pode também refletir alguma dificuldade operacional para manter o processo

nas condicdes desejadas.

Os resultados dos parametros cinéticos para a representagdo dos ensaios

experimentais realizados estdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Parametros cinéticos otimizados por algoritmo genético para o estudo do pH.

Parametros pH 6,0 pH 7,0 Sem controle de pH

Vs 0,3067 0,3038 0,1941
Yol/s 0,6113 0,6138 0,4445

ki 2344,5299 621,2184 0,4789

ks 18,0412 0,5526 4,2251
USmax 0,4112 0,1808 1,1333
my 0,0029 0,0007 0,0509

m, 0,0003 0,0026 0,0082
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Os desvios do modelo em relagdo aos dados experimentais do estudo do pH estdo

apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 — Desvio padrao residual para o efeito do pH na fermentacdo propionica.

RSD (%) pH 6,0 pH 7,0 Sem controle de pH
X 29,44 24,38 4,01
S 9,78 16,14 9,58
P, 29,99 33,91 15,76

Através dos resultados apresentados na Tabela 4.5 é observada uma maior
percentagem de desvio padrdo relativo para a concentracdo do dcido propandico, a qual foi
inferior a 34%, quando comparada com o desvio para a concentracdo do substrato que foi inferior

a 17%, e o desvio da concentragdo microbiana que foi inferior de 30%.

Os resultados da simulagdo para o estudo do pH na concentracdo de substrato inicial

de 20 g/L e concentracdo microbiana inicial de 0,15 g/L estao apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Estudo das varidveis de processo na fermentacdo propiodnica através da varia¢do no pH.

Variaveis pH7,0 pH6,0 Sem controle de pH

X' (kgm™) 5,71 6,43 1,49
P/ (kgm?®) 11,92 13,27 5,99
Vs (g/2) 0,29 0,31 0,14
Vouss (2/2) 0,60 0,63 0,59

Os resultados observados permitiram observar um rendimento mais alto de &4cido
propandico em relagdo ao experimento sem controle de pH. Para o pH 6.0 foi obtido um aumento

de 7,8% com relac@o aos experimentos sem controle de pH e de 4,8% quando o pH 7.0 foi usado.

Dentre os pHs estudados, o pH 6.0 apresentou uma melhor resposta o qual pode ser
verificado através da produtividade e do rendimento do dcido propandico apresentado na Figura

4.4.
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Rendimento e produtividade do
acido propandico

1,00
0,80 - 7

0,60 = —— =
0,40 \ﬂ-

0,20 -—
’ —-—
0,00 —e

pH 6 pH7 sem controle de pH

Figura 4.4 — Rendimento em mmol do produto para cada 100 mmol de substrato consumido
(/\); rendimento massico de produto produzido por substrato consumido (1), e produtividade () dos dados
simulados da produg¢do do 4cido propandico em funcio do pH para uma concentracao inicial de substrato

de 20 g/L e uma concentragdo inicial microbiana de 0,15 g/L.

Dessa forma, a escolha do pH, no qual o processo deve ser controlado, deve levar em
conta nao tao somente o rendimento do processo, bem como o tempo final de produgdo. A Figura

4.5 apresenta o tempo total de fermentacdo considerando os 3 modelos cinéticos do estudo do pH.

Tempo total de fermentacgao
120
100 —
£ 80 /
g. 60
2 40
20
0
pH 6 pH7 sem controle de pH

Figura 4.5 — Esboco da influéncia do pH no tempo total da fermentag@o propidnica para as condi¢des de

So=20gLe Xo=0,15g/L.

A fermentacdo executada com o controle do pH, apesar de possuir gastos com a

adicdo de base, possui um maior rendimento, sendo portanto, mais vantajoso.
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Para uma alta concentracdo de substrato, em um processo conduzido no pH 7.0
haverd uma saturacdo do substrato e portanto, o rendimento do processo serd reduzido se
comparado com um processo conduzido a pH 6.0. A constante de inibi¢do do dcido propandico,
k;; no qual representam a constante de inibicdo do dcido propandico, mostra que 0 processo que
apresenta pH = 6.0 praticamente ndo possui inibicdo por produto, em virtude do alto valor da
constante tender a 1 no termo que representa a inibicdo por produto da equacdo 2.9; o mesmo

ocorre para o processo com pH=7.0, para baixas concentra¢des de substrato.
4.2 Estudo do efeito da temperatura na fermentacio para producao do acido propandico

Serdo apresentados nesta se¢do o estudo da temperatura frente ao crescimento celular,

conversao, produtividade do dcido propandico e tempo total de fermentacao.
4.2.1. Otimizagdo dos parametros cinéticos através do Algoritmo Genético

Em virtude das propionibacterias possuirem a faixa de temperatura 6tima entre 30 e
36°C foram realizados experimentos com o objetivo de estudar a influéncia de cada temperatura
na concentracdo celular conversao, produtividade do dcido propandico e tempo total de

fermentacao.

As Tabelas 4.7 a 4.13 apresentam os dados experimentais das fermentagdes em

batelada em diferentes temperaturas.
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Tabela 4.7 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 30°C, agitagdo 100 rpm, pH =6,0 e
S0=20,79 kgm™.

Tempo (h) S (kgm”) P, (kgm”) X (kgm™)

0,05 20,79 0,00 0,15
5,05 19,74 0,00 0,38
9,05 19,63 0,00 0,50
17,05 19,02 0,00 0,51
24,42 19,17 0,07 0,67
33,97 18,72 0,35 0,72
43,97 17,27 1,26 1,40
62,40 4,92 6,81 4,08
70,97 1,02 12,16 5,68
79,80 0 13,26 6,12
97,97 0 13,26 6,28
109,12 0 13,27 6,43

Tabela 4.8 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 31°C, agitagdo 100 rpm, pH =6,0 e
S0=16,90 kgm™.

Tempo (h) S (kgm®) P, (kgm®) X (kgm™)

0,00 16,90 0,00 0,20
19,83 14,13 0,01 0,50
24,58 13,04 1,23 0,72
37,08 11,79 2,25 0,95
42,48 6,40 5,52 1,07
48,30 3,83 7,24 1,47
58,92 1,32 8,47 1,91
64,70 0,00 9,38 2,27

71,75 0,00 9,57 3,08




Tabela 4.9 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 32°C, agitagdo 100 rpm, pH = 6,0 ¢
S0=26,61 kgm™.

Tempo (h) S (kgm™) P (kgm) X (kgm™)

0,00 26,61 0,00 0,15
16,40 23,55 0,01 0,31
20,03 21,49 1,16 0,61
24,72 15,50 5,22 1,49
37,25 13,68 6,89 2,52
42,65 10,98 11,50 2,70
48,45 5,26 15,05 3,82
59,10 2,32 16,69 4,40
64,90 0,00 18,57 5,01

Tabela 4.10 - Dados experimentais da fermentacao em batelada a 33°C, agitacdo 100 rpm, pH=6,0¢
S0=20,51 kgm"™.

Tempo (h) S (kgm®) P;(kgm®) X (kgm™)

0,00 20,51 0,00 0,23
12,33 20,36 0,01 0,37
16,57 19,99 0,02 0,52
20,92 19,05 0,04 0,65
35,92 16,38 3,29 1,34
43,15 11,14 5,06 1,39
47,97 7,90 7,17 2,53
60,85 4,75 8,96 2,69
64,58 2,78 10,08 3,58
69,75 0,86 12,16 3,86
89,00 0,40 12,20 3,93
109,88 0,00 12,37 3,92
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Tabela 4.11 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 34°C, agitacdo 100 rpm, pH =6,0 e
S0=19,86 kgm™.

Tempo (h) S (kgm™) P (kgm) X (kgm>)

0,00 19,86 0,00 0,44
12,28 19,52 0,01 0,91
16,68 18,44 1,33 1,54
20,92 17,41 2,27 2,93
36,00 11,79 5,65 3,51
43,17 10,14 6,59 4,31
48,00 8,37 8,37 4,32
60,95 7,04 9,41 4,93
64,62 5,12 9,92 4,99
69,88 3,95 10,65 5,03
97,63 0,00 10,65 5,03

Tabela 4.12 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 35°C, agitacdo 100 rpm, pH =6,0 e
S0=21,02 kgm"™.

Tempo (h) S (kgm®) P;(kgm®) X (kgm™)

0,00 21,02 0,00 0,46
23,50 18,45 1,17 1,09
28,38 17,64 4,36 1,17
36,17 17,51 5,52 1,76
48,17 14,01 7,12 2,92
53,17 9,23 13,04 3,01
74,05 4,03 16,02 3,86
77,88 0,35 16,06 4,45

82,00 0,00 16,20 4,84




Tabela 4.13 - Dados experimentais da fermentacdo em batelada a 36°C, agitacdo 100 rpm, pH =6,0 e
S0=20,61 kgm™.

Tempo (h) S (kgm”) P, (kgm”) X (kgm™)

0,00 20,61 0,00 0,17
15,17 19,04 1,59 0,48
19,88 17,22 2,39 0,78
25,12 14,82 4,35 0,83
36,22 9,73 7,08 1,09
41,83 5,96 8,47 1,54
45,52 4,70 9,63 2,54
48,93 3,27 9,35 291
64,53 0,00 12,43 3,93
67,10 0,00 12,74 4,21

O modelo matemadtico, para representar os ensaios experimentais, consiste no sistema
de equagdes (2.9, 2.10, 2.11 e 2.12). O ajuste de parametros foi realizado através da otimizacao
por algoritmo genético e posterior simulagdo para cada temperatura dos ensaios experimentais, na
qual permitiu obter perfis de concentracdo de glicerol, biomassa e dcido propandico apresentado
nas Figuras 4.6 a 4.12 que visam um bom ajuste aos dados experimentais, os quais foram obtidos

quando a funcdo objetivo apresentada pela equacao 3.1 foi minimizada.

Produgdo do dcido propangsco Te30%C
v . .

o
(5}

Figura 4.6 - Perfis de concentracio da fermentagio propidnica na temperatura de 30 °C para

1 _—
20 an ) B0 100 120
Tarmpa (W)

os dados experimentais do glicerol (o), biomassa ([7) e acido propanoico (+), e para os dados da

simulacao (-).
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Producgdo de acido propandico T=31°C
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Figura 4.7 - Perfis de concentraciao da fermentacdo propidnica na temperatura de 31 °C para
os dados experimentais do glicerol (0), biomassa ([]) e acido propanoico (+), € para os dados da

simulacdo (-).

Produgéo do dcido propandico T=32°C
T T T T
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Figura 4.8 - Perfis de concentracio da fermentagio propidnica na temperatura de 32 °C para
os dados experimentais do glicerol (0), biomassa ([7) e dcido propanoico (+), e para os dados da

simulacao (-).
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Figura 4.9 - Perfis de concentracao da fermentagcdo propidnica na temperatura de 33 °C para

os dados experimentais do glicerol (0), biomassa ([]) ¢ acido propanoico (+), e para os dados da

Concentragdo (g/l)
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simulacdo (-).
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Figura 4.10 - Perfis de concentracdo da fermentacdo propidnica na temperatura de 34 °C

para os dados experimentais do glicerol (0), biomassa () e acido propandico (+), e para os dados da

simulacao (-).
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Produgdo de dcido propandico T=35°C
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Figura 4.11 Perfis de concentracio da fermentagcdo propidnica na temperatura de 35 °C para
os dados experimentais do glicerol (0), biomassa ([]) e acido propanoico (+), € para os dados da

simulacdo (-).

Produgéo de acido propandico T=36°C
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Figura 4.12 — Perfis de concentracdo da fermentagdo propidnica na temperatura de 36 °C
para os dados experimentais do glicerol (0), biomassa ([7) e 4cido propandico (+), e para os dados da

simulacao (-).
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Os resultados dos parametros cinéticos para os ensaios realizados em diferentes

temperaturas encontram-se na Tabela 4.14.

Tabela 4.14 — Parametros cinéticos otimizados por algoritmo genético para o estudo da temperatura.

Temperatura (°C)

Parametros 30 31 32 33 34 35 36
Yxis 0,3067 0,1192 0, 2105 0,2021 0,2021 0,2238 0, 1565
Yplss 0,6113 0,4911 0, 4699 0,5314 0,5846 0,8027 0, 5959
kit 2344,5299 25,4012 6,3497  322,5619 7,8946 1308,9607 17, 8819

ks 18,0412 2,4235 6,6479  4,2230 13,3225 7,2040 8, 8213
USmax 0,4112 0,5589  0,7739 0,2576 0,3873 0,2270 0, 7671
my 0,0029 0,0036  0,0322 0,0114 0,0012 0,0048 0,0172
mp 0,0007 0,0145  0,0355 0,0089 0,0036 0,0079 0, 0013

Os desvios do modelo em relacdo aos dados experimentais estdo apresentados na
Tabela 4.15.

Tabela 4.15 — Desvio padrio residual.

RSD(%) Temperatura dos ensaios (°C)
30 31 32 33 34 35 36
X 29,44 25,15 40,52 16,64 3098 13,49 19,78
S 9,78 2,13 8,68 20,26 14,74 12,20 7,55
P 29,99 15,04 36,43 30,80 31,00 16,62 9.45

Através dos resultados apresentados na Tabela 4.15 é observada uma maior
percentagem de desvio padrdo relativo para a concentracdo microbiana, a qual foi inferior a 41%,
quando comparada com o desvio para a concentracdo do substrato que foi inferior a 21%, e o

desvio da concentracdo microbiana que foi inferior de 31%.

Os resultados da simulagdo para o estudo da temperatura na concentragdo de
substrato inicial de 20 g/L e concentragdo microbiana inicial de 0,15 g/L estdo apresentados na

Tabela 4.16.
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Tabela 4.16 — Estudo das varidveis de processo na fermentacio propidnica através da variacao da

temperatura.

Temperatura (°C)
30 31 32 33 34 35 36
X'(kgm”) 646 2,69 452 435 218 479 344
P"(kgm™) 1224 984 941 1064 10,63 16,07 11,94
ye (/) 032 0,13 022 021 0,10 024 0,17
vas(el) 061 049 047 053 053 080 0,60

Para a temperatura de 35 °C o rendimento tornou-se elevado em virtude ao aumento
de células e a alta concentra¢do de produto com uma baixa inibi¢do. O aumento no rendimento na
temperatura de 35 °C, em relacdo a temperatura de 30 °C deve-se a inibi¢do do produto ser
menor, e ser destinada a formacgdo de produto ao invés de ser destinada as funcdes das células e

ao crescimento microbiano.

Dentre as temperaturas estudadas, a temperatura de 35 °C foi a que apresentou uma

melhor resposta o qual pode ser verificado através dos rendimentos apresentado na Figura 4.13.

Rendimento e produtividade do
acido propandico

1,2

0,8

0,6 —WN

0,4
0,2
— T+ ———

30 31 32 33 34 35 36

Figura 4.13 — Rendimento em mmol do produto para cada 100 mmol de substrato consumido ( ); A
rendimento mdssico de produto produzido por substrato consumido (), e produtividade (0) dos dados
simulados da produgdo do 4cido propandico em funcio da temperatura para uma concentracio inicial de

substrato de 20 g/LL e uma concentracio inicial microbiana de 0,15 g/L.
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Mediante a Figura 4.15, pode ser verificada uma produtividade méaxima de 0,17

(g/L.h), realizada no ensaio a temperatura de 30 °C e um rendimento mdximo na temperatura de

35°C de 0,99 (mmol/100mmol) e 0,80 (g/g).

A Figura 4.14 apresenta o tempo total de fermentacio considerando os 7 modelos do

estudo da temperatura.

Tempo total de fermentagao

160
140
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40
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Temperatura (h)

Figura 4.14 — Esboco da influéncia da temperatura no tempo total da fermentac¢do propidnica para as

condigdes de So =20 g/L. e Xo=0,15 g/L.

O tempo total de fermentagdo aumenta com o aumento da temperatura em virtude das
células levarem um tempo maior para consumir o substrato. Para baixas temperaturas como a
inibicdo € maior e o consumo € acelerado do substrato, devido ao substrato ser limitante e
controlado pela formacio de produto inibitério, o tempo de fermentagdo do processo € menor e

pode ser verificado pela alta produtividade em baixas temperaturas.
4.3. Otimizacao do substrato e da biomassa para um processo em batelada
4.3.1 Dados cinéticos da literatura

Foi realizada a simulacdo de um processo em batelada com o glicerol como substrato,
usando o modelo matematico de Coelho et al (2010) e os dados experimentais de Barbirato

(1997).
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Dessa forma, com o objetivo de otimizar as concentra¢des de biomassa e de glicerol,
os parametros cinéticos do modelo em batelada foram otimizados utilizando a equagdo 2.8. Os

valores dos parametros estdo apresentados na Tabela 4.17.

Tabela 4.17- Pardmetros cinéticos otimizados por GA a 30°C, 20g/L de glicerol e pH 6,8.

PARAMETROS VALOR
Yoy 3,22658
Y52/ 25,7969
Ypays 100

Ky 20
Kis 10,0002
K. 1,34415
— 0,308119
m; 0,0923154
Yiss 0,555392
m, 0,0672786
m, 0,00643806
my 0,00327443

A Figura 4.15 apresenta os perfis de concentracdo para os dados experimentais € 0s

simulados.

Concentragéo (giL)

0 10 2 0 s 0 &0 70 &
Tempo (h)

Figura 4.15 — Perfis de concentracdo para o processo em batelada para os dados da
simulagdo (—) e para os dados experimentais (0).
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Pode-se observar que o modelo com os 12 pardmetros cinéticos ajustados

representaram bem os dados experimentais para o substrato, biomassa e produtos.

Assim, com os parametros cinéticos do modelo, foram realizadas simulagdes para

otimizacdo mediante ao planejamento composto central. Para o delineamento do estudo do

planejamento foi proposto um planejamento composto com 4 pontos axiais, € 1 ponto central

perfazendo um total de 10 simula¢des. Foram consideradas duas varidveis de estudo, a saber:

substrato e biomassa, e a resposta de interesse foi a produtividade de dcido propandico.

As Tabelas 4.18 e 4.19 mostram os niveis utilizados no planejamento onde o nivel (-

1) representa o limite inferior e o nivel (+1) representa o limite superior de cada varidvel. Para

realizar o estudo estatistico foi utilizado o software STATISTIC 7.0.

Tabela 4.18 - Parametros Operacionais analisados no planejamento composto central.

Parametros Niveis
@) 0) (+)
S (g/L) 20 50 80
X (g/L) 0,1 0,2 0,3

Tabela 4.19 - Matriz de planejamento composto central da produgdo do dcido propandico.

Ensaios S X
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1,682 0
6 1,682 0
7 0 -1,682
8 0 1,682
9 0 0
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A Tabela 4.20 apresenta os efeitos dos varidveis, substrato (S) e biomassa (X), e a
Tabela 4.21 os resultados da ANOVA (andlise de variancia) sobre a produtividade de 4cido

propandico.

Tabela 4.20 — Efeito da concentracdo microbiana e do substrato na produtividade do 4cido propandico nas

varidveis de processo.

Efeitos Desvios p Coeficiente de
padrao regressao
Media 0,567 0,089 0,003 0,567
Sw) 0,027 0,063 0,687 0,014
*S) -0,416 0,104 0,016 -0,208
Xw) 0,056 0,063 0,421 0,028
X -0,064 0,104 0,572 -0,032

*Parametros significativos (p<a;a=0,05).

Tabela 4.21 - ANOVA dos parametros operacionais sobre a produtividade de dcido propandico.

Fatores SQ GL MQ f p
Sw) 0,0015 1 0,0015 0,1880 0,6869
*S) 0,1257 1 0,1257 15,9548 0,0162
Xw) 0,0063 1 0,0063 0,80107 0,4213
X 0,0029 1 0,0029 0,3783 0,5718
Erro 0,0315 4 0,007875 6,8
SQr 0,2142 4 0,05355
SQr 0,2457 8 0,0307
R? 0,8528

* Parametros significativos (p<a;a=0,05).

Através dos valores de "p" na Tabela 4.19, pode-se notar que a concentragdo de
substrato tem influéncia significativa sobre a produtividade de dcido propandico para um nivel de

confiancga de 95%.

O valor de Fcalculado = 6,8 € maior do que o valor de Ftabelado (F4, 4 = 6,38) e

possui um coeficiente de determinacdo (R?) proximo de 1.

O diagrama de Pareto, mostrado na Figura 4.16, apresenta os efeitos estimados dos

efeitos sobre a produtividade do dcido propandico.
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Figura 4.16 - Diagrama de Pareto dos efeitos dos parametros operacionais sobre a produtividade do acido

propandico.

Através da Figura 4.16 pode-se perceber que o pardmetro S, exerce influéncia
estatisticamente significativa sobre a produtividade do 4cido propandico, para um intervalo de
confianca de 95%. O parametro significativo S.), apresentou efeito negativo, ou seja, para que se
consiga atingir a maxima produtividade do dcido propandico, a concentracdo de substrato

alimentadas no bioreator devera ser mantida em seu valor minimo (nivel inferior).

A Figura 4.17 mostra a superficie de resposta da produtividade do acido propandico
sobre a concentracao microbiana e a concentracao de substrato.

o o ORTR AR

M s
O oa
M

Figura 4.17 - Superficie de resposta da produtividade do acido propanéico
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A Figura 4.17 mostra que o aumento da concentracdo de &4cido propandico no
processo de concentracdo de substrato tem de permanecer em valor intermedidrio e a
concentracdo microbiana de 0,16 a 0,3 (g/L) torna-se desejdvel em temperatura de 30 °C e pH =
6,8, sendo apenas o substrato significativo sobre a produ¢do de dcido propandico, para um nivel

de confianga de 95%.

A funcdo codificada representada pelo modelo quadratico € apresentada na equagao
4.1.

Pap=0,57-0,21 S2 (equacdo 4.1)
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CAPITULO V. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
5.1 Conclusoes

O modelo que considera a inibi¢do de produto e saturacdo de glicerol, representado
por Aiba e Shoda (1969), foi capaz de representar com sucesso os dados experimentais para

vérias temperaturas e pHs.

Foi obtido um rendimento de substrato em &4cido propandico de 0,64 (g/g) para o
pH = 7,0 e observado, que mesmo em baixas concentragdes, o controle do pH na fermentacao
propidnica € importante e necessario para o processo, ndao tdo somente para evitar a inibicdo por
produto, quanto para aumentar o rendimento e a produtividade como conseqiiéncia desse

processo; além de propiciar um menor tempo de fermenta¢do diminuindo custos de processo.

Para variacdes na temperatura de processo, foi possivel verificar grandes variagdes
nas constantes de inibicdo do produto e da constante de saturacdo do substrato. Nas temperaturas
que foram obtidos os maiores rendimentos e produtividades, foram observados que para baixas
temperaturas as células se destinam a formacg@o de produto e ao crescimento celular, provocando
uma maior inibi¢do devido a alta concentracdo do produto. No caso, das altas temperaturas a
inibi¢do por produto é menor e, contudo, o rendimento do substrato em 4cido propandico € maior,

atingindo para a temperatura de 35°C um rendimento de 0,95 (mmol/100mmol).

Dessa forma, com o objetivo de otimizar as concentra¢des de biomassa e de glicerol
na obten¢do durante a fase de indculo do processo, foi obtido uma produtividade maxima de

acido propandico de 0,7 (g/g), para uma temperatura de 30 °C e um pH de 6,8.
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5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

Em face dos trabalhos realizados as seguintes sugestdes para a continuidade da

pesquisa sao:

Determinacdo das constantes da equagdo de Ahrenius, levando a um modelo mais
generalizado, bem como, a otimizagdo do processo com o objetivo de aumentar a produtividade

do 4cido propandico, com variacdes no substrato e na biomassa.

Otimizac¢do das condi¢des de operacdo, para um processo em batelada alimentada, os

quais a taxa de dilui¢do e tempo de fermentacio estao inserido neste contexto.

Estudo do processo em batelada utilizando como substrato o subproduto do processo

de producao de biodiesel, o glicerol, e comparar com o estudo realizado com o glicerol P.A.

Execucgdo, através de processos vidveis, da separacdo e purificacdo do dcido

propandico.
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ANEXOS
ANEXO A: Curvas de calibracao

Neste anexo sdo apresentadas as curvas de calibracdo utilizadas para a determinagdo
das concentragdes dos dcidos organicos e do glicerol através das concentracdes dos padroes e das

areas do pico.

Em virtude da possibilidade de formagdo de alguns dcidos na fermentacdo propidnica
além do 4cido propandico, foram realizadas as curvas de calibracdo para os possivel formacdo

dos acidos.
A.1 Acido succinico
Equagdo : y =995,74x + 72,835

Onde, y = Concentragao do acido succinico e x = drea do pico

R?=0,9992
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Figura A.1 — Curva de calibrac¢do do 4cido succinico.
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A.2 Acido férmico
Equacdo : y = 1558,2x + 167,84; R? = 0,9989

Onde, y = Concentragao do acido férmico e x = drea do pico
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Figura A.2 — Curva de calibrag¢do do acido férmico.
A.3 Acido acético
Equacgdo : y =994,72x + 77,647; R? = 0,9994

Onde, y = Concentra¢do do 4cido acético e x = drea do pico
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Figura A.3 — Curva de calibracéo do dcido acético.
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A.4 Acido propandico
Equacdo : y =951,42x + 62,613; R2 = 0,9993

Onde, y = Concentragao do acido propandico e x = drea do pico
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Figura A.4 — Curva de calibragdo do acido propandico.
A.5 Glicerol
Equacdo : y =515,8x - 5,3827; Rz = 0,9999

Onde, y = Concentracdo do glicerol e x = drea do pico
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Figura A.5 — Curva de calibracio do glicerol.
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A.6 n-propanol
Equacgdo : y =344,57x + 19,443; R2 = 0, 9993

Onde, y = Concentragdo do n-propanol e x = drea do pico
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Figura A.6 — Curva de calibra¢do do n-propanol.

Os tempos de retengdo para deteccdo dos dcidos orgénicos e do glicerol no HPLC

estdo apresentados na Tabela A.1.

Tabela A.1- Tempos de retencao.

Compostos Tempos de retencao
Acido succinico (99%) 13,16
Glicerol (99%) 14,59
Acido férmico (98%) 15,26
Acido acético (99,7%) 16,54
Acido propanéico (99,5%) 19,44
Propanol (99,7%) 29,08
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ANEXO B: Quantificacdo dos acidos e do glicerol através da Cromatografia Liquida de

Alta Performance

Serdo apresentadas as curvas cromatogrificas do ponto cinético no tempo final da

fermentacdo dos esperimentos realizados.

Onde, o detector 1 é o detector UV(ultravioleta) e o detector 2 é o RI (indice de

refracdo).
g
B.1 Curva cromatogrdfica para o pH 7,0
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Figura B.1 — Curva cromatogréfica o pH 7,0 na temperatura de 30 °C para 93,98 h de fermentagdo.
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Voltage

B.2 Curva cromatogrdfica para o ensaio sem o controle do pH
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Figura B.2 — Curva cromatografica sem o controle do pH na temperatura de 30 °C para 115,3 h de

fermentacao.

B.3 Curva cromatogrdfica para a temperatura de 30 °C
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Figura B.3 — Curva cromatogréfica na temperatura de 30 °C e pH 6,0 para 109,12 h de fermentago.
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Woltage

voiage

B.4 Curva cromatogrdfica para a temperatura de 31 °C
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Figura B.4 — Curva cromatografica na temperatura de 31 °C e pH 6,0 para 71,75 h de fermentacao.
B.5 Curva cromatogrdfica para a temperatura de 32 °C
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Figura B.5 — Curva cromatogréfica na temperatura de 32 °C e pH 6,0 para 64,90 h de fermentag@o.
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Yoltage

B.6 Curva cromatogrdfica para a temperatura de 33 °C
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Figura B.6 — Curva cromatografica na temperatura de 33 °C e pH 6,0 para 109,88 h de fermentacao.
B.7 Curva cromatogrdfica para a temperatura de 34 °C
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Figura B.7 — Curva cromatogréfica na temperatura de 34 °C e pH 6,0 para 97,63 h de fermentacao.
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Volkage

B.8 Curva cromatogrdfica para a temperatura de 35 °C
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Figura B.8 — Curva cromatografica na temperatura de 35 °C e pH 6,0 para 82 h de fermentag@o.

B.9 Curva cromatogrdfica para a temperatura de 36 °C
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Figura B.9 — Curva cromatografica na temperatura de 36 °C e pH 6,0 para 67,10 h de fermentacao.
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