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RESUMO 

 

Atualmente, a grande parcela de produção do ácido propanóico ocorre a partir da 

síntese química, tendo como matéria-prima o petróleo. O conhecimento das limitações das fontes 

não-renováveis, sobretudo o esgotamento das matérias derivadas do petróleo, constitui o grande 

desafio na busca de fontes alternativas, competitivas e sustentáveis, em face do intento na 

preservação ambiental. O presente trabalho versa acerca do estudo de processo fermentativo, 

visando a minimizar a exploração desenfreada dos recursos naturais, comandada atualmente pelas 

fontes petroquímicas, bem como propiciar caminhos paralelos e alternativos por meio de fontes 

renováveis. Desta forma, este projeto tem como objetivo investigar a produção do ácido 

propanóico, por meio de processo biotecnológico, utilizando como matéria-prima o glicerol e o 

microrganismo propionibacterium acidipropionici. Neste âmbito, para a análise do sistema em 

batelada, será realizada a modelagem matemática do processo, por intermédio de modelos não 

estruturados, e a simulação do referido processo pelo método de Runge Kutta. Os parâmetros 

operacionais e cinéticos foram otimizados por intermédio da aplicação da técnica de 

planejamentos de experimentos por Metodologia de Superfície de Resposta e pelo Algoritmo 

Genético. Deste modo, por meio de desenvolvimento dos modelos, otimização dos parâmetros e 

das condições de operação podemos, determinar as condições, limitações e viabilidade do 

processo constituindo ferramentas fundamentais na investigação do comportamento do processo 

a fim de maximizar a produção do ácido propanóico possibilitando uma rota alternativa para este 

processo. 

Palavras-chave: glicerol, fermentação, processos biotecnológicos, ácido propanóico, otimização, 

batelada. 
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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 kinetics 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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CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO 

 

O tema objeto da presente dissertação se insere dentro do desenvolvimento de 

processos biotecnológicos. Estes processos vêm crescendo, subitamente, em virtude do 

crescimento demográfico, bem como das necessidades humanas, aumentando a demanda por 

combustíveis e produtos químicos a partir de fontes renováveis, tendendo a serem sustentáveis. 

Neste âmbito, surgem opções para esta linha de pesquisa. 

A utilização de processos biotecnológicos na substituição de processos petroquímicos 

tornou-se uma alternativa inovadora de projeto, e um dos grandes desafios é a descoberta de 

processos e rotas que possibilitem fazer uso de matérias-primas relativamente baratas em 

contraposição com o crescente custo do petróleo, para o desenvolvimento de processos viáveis.  

Nessa seara, a busca de uma solução para a crescente demanda do glicerol, e na 

redução de problemas futuros, surge, como uma alternativa promissora, os processos 

fermentativos para a conversão do glicerol em produtos de alto valor agregado. Nessa vertente, 

está a produção do ácido propanóico obtido, atualmente, em grande parcela, a partir da síntese 

química, tendo como matéria-prima o petróleo.  

Para a produção do ácido propanóico, por via fermentativa, diferentes substratos 

podem participar desse processo, tais como: glicose, sacarose, lactose e lactato, além do glicerol. 

A rota do processo dependerá da combinação substrato e do microrganismo que será utilizado. A 

rota fermentativa para produção do ácido propanóico proveniente das diversas fontes de carbono 

pode ser representada pela Figura 1.1.  
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Figura 1.1 – Rota do ácido propanóico e produtos de fermentação (Modificado de Suwannakham, 2005). 

O grande desafio para tornar o processo do ácido propanóico competitivo em 

potencial consiste em propor soluções que tratem da limitação da conversão provocada pela 

considerável inibição da reação pelo produto principal, resultando em uma baixa concentração 

final de ácido propanóico. O fato da concentração do produto desejado ser baixa leva a custos 

mais altos na etapa de purificação. Desta forma, a necessidade de compreender o processo e 

determinar as condições ótimas de operação, que possam contribuir para um aumento da 

conversão, é imprescindível para o desenvolvimento de um processo eficiente e competitivo.  

A motivação desse trabalho se baseia na idéia de desenvolver um processo viável e 

alternativo utilizando como substrato uma fonte verde, o glicerol, na obtenção do ácido 

propanóico via processo fermentativo. 
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  O capítulo 4, ―Resultados e Discussões‖, apresenta os resultados dos ensaios 

experimentais, no ajuste dos parâmetros cinéticos em função do pH e da temperatura; simulação 

dos ensaios através dos parâmetros otimizados; influência dos parâmetros cinéticos na 

produtividade, rendimento e tempo de fermentação; otimização dos parâmetros cinéticos por 

algoritmo genético, e otimização da biomassa e concentração do substrato por planejamento de 

experimentos na produtividade do ácido propanóico para dados cinéticos da literatura e com o 

ensaio da temperatura que obteve o maior rendimento. 

O capítulo 5, ―Conclusões e Sugestões para Trabalhos Futuros‖, apresenta uma 

compilação das conclusões do trabalho em questão, bem como são apresentadas as sugestões para 

trabalhos futuros com o objetivo de contribuir com o avanço deste segmento através de um 

trabalho mais detalhado nesta área.  

O capítulo 6, ―Referências Bibliográficas‖, cita os trabalhos utilizados no 

desenvolvimento desta pesquisa.  

Algumas etapas de apoio, necessárias, para o desenvolvimento do trabalho são 

apresentadas na forma de Anexos. 
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CAPÍTULO II - REVISÃO DA LITERATURA 

Neste capítulo será realizada uma apresentação da literatura com o intuito de retratar 

os temas, base do estudo, para o entendimento do presente trabalho, tais como a justificativa de 

utilização do substrato; as possíveis rotas do processo fermentativo; aplicação e custo do 

substrato e do ácido propanóico; modelagem matemática do processo. São ainda apresentados os 

métodos usados para simulação e otimização usados neste trabalho. 

2.1 - Produção do ácido propanóico 

2.1.1 - Ácido Propanóico  

O ácido propanóico foi descrito, primeiramente, em 1844, por Johann Gottlieb, que o 

encontrou entre os produtos da degradação do açúcar. Nos anos seguintes, outros químicos 

produziram o ácido propanóico obtidos de maneiras diferentes, porém nenhum deles percebeu 

que produziam a mesma substância. Em 1847, o químico Jean Baptiste Dumas estabeleceu que 

todos os ácidos até então produzidos eram o mesmo composto, e os denominou de ácido 

propanóico, no qual a partir das palavras gregas pro que significa primeiro e pion que significa 

graxo (gordura), exibiu as propriedades semelhantes aos demais ácidos graxos (Himmi, 2000; 

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

O ácido propanóico consiste em um ácido carboxílico saturado de corrente aberta, de 

modo que em seu estado puro é um líquido incolor, corrosivo e possui um odor desagradável 

(Kumar e Babu, 2006; Playne, 1985; Coral, 2008). A Figura 2.1 mostra a fórmula estrutural do 

ácido propanóico em diferentes planos. 

 

Figura 2.1 – Fórmula estrutural do ácido propanóico (a-fórmula do ácido propanóico no plano; b-fórmula 

do ácido propanóico em 3D). 
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O ácido propanóico caracteriza-se por ser um líquido que traz consigo as 

propriedades físicas intermediárias entre aquelas dos ácidos carboxílicos de cadeias menores 

(como os ácidos fórmicos e acéticos) e os ácidos carboxílicos maiores. Outra característica 

consiste em ser miscível em água, todavia poderá ser removido dela com a adição de sal (Playne, 

1985).          

Tabela 2.1 – Propriedades físico-químicas do ácido propanóico. 

Propriedades físicas e químicas 

Nome pela IUPAC Ácido propanóico 

Sinônimos Ácido propiônico e ácido etanocarboxílico  

Fórmula molecular C3H6O2 

Peso molecular 74,079 g/mol 

Registro CAS 79-09-4 

Aparência Líquido incolor 

Solubilidade em água, Pa à 20 °C Miscível 

Viscosidade 10 mPa.s 

Densidade relativa (água = 1) 0,992 g/cm3 

Acidez (pKa) 4,88 

Ka (constante ácida de dissociação) 1,34 x 10-5 

Ponto de fusão -21 °C 

Ponto de ebulição 141 °C 
Ponto de inflamação 54 °C 

Temperatura de auto-ignição 485 °C 

Densidade relativa (água = 1) 0,992 g/cm3 

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

2.1.2 Síntese da produção do ácido propanóico  

O ácido propanóico é produzido atualmente pela oxidação da fase líquida do propano 

ou propionaldeído (Paik, 1994; Playne, 1985). A síntese biológica tem como objetivo possibilitar 

um processo economicamente competitivo quando comparada com a síntese química, inclusive 

fazendo uso de matérias prima renováveis e de preferência que sejam subprodutos, como é o caso 

do glicerol. 
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2.1.2.1 Síntese Química 

O ácido propanóico pode ser obtido pelas seguintes rotas químicas (Coral, 2008). 

• Oxidação de propanol: Na presença de cobalto ou manganês, esta reação ocoree 

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

com a seguite reação: 

Propanol + O2 → ácido propanóico 

• Oxidação de propanal 

A seguite reação representa esta rota: 

propanal + [O] (KMnO4 / H2SO4) → ácido propanóico 

• Hidrólise de ésteres 

A hidrólise dos ésteres pode ser representada da seguinte forma: 

propanoato de R + H2O → ácido propanóico + álcool 

• Síntese ou processo oxo 

O processo oxo faz uso do etileno e do gás de síntese, de acordo com as seguintes 

reações: 

alceno (etileno) + gás de síntese (CO/H2) → propionaldeído 

propionaldeído + oxigênio → ácido propanóico  

2.1.2.2 Síntese biológica 

Na rota biológica são as bactérias anaeróbias que produzem, como produto principal, 

o ácido propanóico (Boyaval, 1994 apud Coral, 2005; Seshadri, 1993 apud Coral, 2005; Playne, 

1985). 
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A propionibacterium acidipropionici foi a espécie mais utilizada para a evolução da 

produção de ácido propanóico industrial (Martinez-Campos, 2002 apud Coral, 2005; Woskow, 

1991 apud Coral, 2005). O propionato é produzido principalmente, por via do ácido 

dicarboxílico, mas algumas espécies produzem propionato de lactato a partir deste por meio do 

lactato pela via do ácido acrílico (Playne, 1985). 

2.1.3 - Metabolismo microbiológico 

A fermentação consiste em um termo geral que denota a degradação anaeróbica de 

nutrientes orgânicos 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 fermentação. Dessa forma, as diversas rotas para obtenção de 

ácido propanóico por processo fermentativo estão apresentadas na Figura 2.2. 

 

Fonte: Ratledge e Kristiansen, 2001. 

Figura 2.2 – Rota dos produtos obtidos por processos microbiológicos 

Durante um processo fermentativo, ocorre o processo de glicólise, onde estes 

nutrientes são degradados para a formação do piruvato. Vale ressaltar que o propionato nunca é o 

único produto da reação; sua síntese é seguida geralmente da formação do acetato e o dióxido de 

carbono, que ocorre pela relação estequiométrica (Playne, 1985).  
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2002). As grandes pesquisas giram em torno de lactato do sódio, melaço da cana-de-açúcar (fonte 

renovável) e o glicerol (subproduto da indústria do biodiesel).  

A Tabela 2.2 apresenta uma revisão da literatura da produtividade do ácido 

propanóico para diversos substratos, microrganismos e condições de processo.  

Tabela 2.2 - Descrição da produção do ácido propanóico da literatura. 

Autores 
(ano) 

Substrato 
(So) 

Processo 
Fermentativo 

Microrganismo Condições Produtividade 

do ácido 

propanóico 

Goswani 
(2000) 

Lactose 
(47,7 g/L) 

Batelada P.acidipropionici 
(ATCC 4875) 

T=30°C;pH=6,5 0,23 g/(L.h) 

Lactose 
(47,7 g/L) 

Batelada/ 
Batelada 
alimentada 

P.acidipropionici 
(ATCC 4875) 

T=30°C;pH=6,5 0,31 g/(L.h) 

Barbirato 
(1997) 

Glicerol  
(20 g/L) 

Batelada P. 
acidipropionici 
(ATCC 25562) 

T=30°C;pH=6,8 0,36 g/(L.h) 

Ácido 
lático  
(20 g/L) 

Batelada P. 
acidipropionici 
(ATCC 25562) 

T=30°C;pH=6,8 0,35 g/(L.h) 

Glicose 
(20 g/L) 

Batelada P. 
acidipropionici 
(ATCC 25562) 

T=30°C;pH=6,8 0,28 g/(L.h) 

Himmi 
et al. 
(2000) 

Glicose 
 (20 g/L) 

Batelada P.acidipropionici 
(ATCC 25562) 

T=30°C;pH=7,0 0,24 g/(L.h) 

Glicose  
(20 g/L) 

Batelada P.freudenreichii 
ssp. Shermanii 
(ATCC 9614) 

T=30°C;pH=7,0 0,07 g/(L.h) 

Glicerol  
(20 g/L) 

Batelada P.acidipropionici 
(ATCC 25562) 

T=30°C;pH=7,0 0,42 g/(L.h) 

Glicerol  
(20 g/L) 

Batelada P.freudenreichii 
ssp. Shermanii 
(ATCC 9614) 

T=30°C;pH=7,0 0,18 g/(L.h) 

Analisando-se os resultados apresentados, nota-se que a utilização do glicerol como 

substrato leva a uma maior produtividade, em comparação 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-álcool, e designado como propane–1,2,3-triol, 

conforme a nomenclatura IUPAC (International Union for Pure and Applyed Chemistry). 

Segundo Mota et al. (2009), a expressão glicerol refere-se ao componente químico propane–

1,2,3-triol e o termo glicerina aos produtos químicos purificados do qual possuem no mínimo 

95% de glicerol em sua composição. Sua fórmula estrutural está apresentada na Figura 2.3.  

 

Figura 2.3 - Fórmula estrutural do glicerol. 

Em sua forma pura e em condições normais de pressão e temperatura, suas 

propriedades organolépticas são: líquido viscoso, incolor, inodoro, não tóxico e higroscópico; 

com sabor doce; solúvel em água e álcool; e insolúvel em éter e em clorofórmio (Rivaldi, 2008; 

Routh et al., 1971)  As propriedades físico-químicas do glicerol estão listadas na Tabela 2.1 

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

Tabela 2.3 – Propriedades físico-químicas do glicerol. 

Propriedades do glicerol a 20 °C 

Fórmula química C3H8O3 
Massa molecular 92,09 g.mol-1 

Densidade 1,261 g.cm-3 

Viscosidade 1,5 Pa.s 
Tensão superficial 63,4 mM/m 

Condutividade térmica 0,28 W/(m.K) 
Ponto de fulgor 160 °C 
Ponto de fusão 17,9 C 

Ponto de ebulição (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 

saponificação do azeite de Oliva. Do mesmo modo, Pasteur, em 1858, também observou sua 
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formação como um subproduto da fermentação alcoólica (Tosetto et al., 2003 apud Arruda, 

2008). 

Na lavagem com água, obtém-se uma solução adocicada, que dá, com a evaporação 

da água, um líquido pesado e viscoso; seu descobridor denominou-o: ―o princípio doce das 

gorduras‖. Em 1846, o químico 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 recuperação da glicerina e do 

sal das lixívias do sabão. Desde 1948, aproximadamente, o glicerol é produzido sinteticamente a 

partir de matérias-primas petroquímica. Segundo Routh et al. (1971), o glicerol pode ser obtido 

pela hidrólise da gordura, conforme mostrado na Figura 2.4. 

 

Figura 2.4 – Reação de produção de glicerol. 

Na natureza, o glicerol existe em vegetais, em animais, em formas combinadas de 

glicerina e ácidos graxos, como subproduto da reação de produção 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 ação catalítica da gliceroquinase. Desta, o ADP é convertido por 
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2.1.5 – Efeito do meio de cultura na fermentação propiônica 

O meio de cultura, ou seja, a composição do meio, segundo Shuler e Kargi, (1992), 

deve ser diferente o suficiente da composição de uma célula, pois é por intermédio do gasto de 

energia que serão mantidos longe do equilíbrio termodinâmico. Desta forma, a seletividade dos 

compostos desejáveis do ambiente extracelular para seu interior deve ser garantida, por meio da 

membrana semipermeável. 

Levando isso em consideração, as condições ambientais tais como nutrientes, 

hormônios de crescimento, e os íons conduzem os resultados na formação da maioria dos 

produtos por organismos. Entretanto, os requisitos qualitativos e quantitativos nutricional de 

células precisam ser determinadas para otimizar o crescimento e formação do produto (Shuler e 

Kargi, 1992). Assim, esses nutrientes podem ser classificados em macronutrientes que são 

aqueles necessários em concentrações acima de 10-4 M, carbono, nitrogênio, oxigênio, nitrogênio, 

enxofre, fósforo, Mg2+, K+; e,  em micronutrientes que são necessários em quantidades menores 

que 10-4 M, os quais são traços de Mo2+, Zn2+, Cu2+, Mn2+, Fe2+, Ca2+, Na+, vitaminas, hormônios 

de crescimento (Shuler e Kargi, 1992). 

2.1.6 – Efeito do pH na fermentação propiônica 

A taxa de crescimento é dependente do pH e a faixa de pH no crescimento 

microbiológico para muitas bactérias ocorre no pH de 6,0 à 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 está abaixo de 4,5, não há praticamente nenhum crescimento e possui uma baixa 

formação do ácido orgânico (Hsu, 1991; Playne, 1985). 

Por outro lado, a fermentação do ácido propanóico é inibida pelo pH (potencial 

hidrogeniônico) do meio e, portanto, do produto de maior concentração na fermentação, o ácido 

propanóico. Assim, a conversão do ácido propanóico é próprio agente limitante, levando o 

processo a ter baixas taxa de produção e concentração. (Kun, 2003; Kumar e Babu, 2006). 
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Saliente-se que a fermentação extrativa é uma alternativa para evitar a inibição do produto 

(Solichien, 1995). 

Um dos efeitos do pH na fermentação propiônica é a inibição de fungos, leveduras e 

algumas bactérias no processo. Este caso, deve-se ao fato do ácido propanóico perturbar o 

gradiente de pH, em virtude dos nutrientes que transporta, e metabolitos, por intermédio da 

membrana celular. Em razão do caráter hidrofóbico, o ácido não dissociado pode difundir por 

meio da membrana bacteriana no citoplasma e, em seguida dissociar-se em um ânion de prótons e 

propionato no interior da célula. Assim, o acúmulo interno de prótons é criado. Com o escopo de 

manter o gradiente de prótons mediante a membrana funcional, ATP extra deve ser consumido 

por H +-ATPase para propiciar a saída de prótons, diminuindo o ATP disponível para o 

metabolismo celular, causando dessa forma a inibição (Gu, 1998; Hettinga, 1972a).  

2.1.7 – Efeito da temperatura na fermentação propiônica 

Segundo Blanch e Clark (1997), a taxa de crescimento específico, além de ser 

dependente do pH, também é dependente da temperatura, e o valor da temperatura de 

crescimento ótimo é utilizado para classificar os microrganismos. Ainda segundo o mesmo autor, 

a Tabela 2.4 apresenta a classificação típica para os microrganismos em relação a sua temperatura 

de crescimento. 

Tabela 2.4 – Classificação das faixas de temperaturas dos microrganismos. 

 

 

 

 

 

 

Classificação Temperatura de crescimento (°C) 

Mínima               Ótima            Máxima 

Psicrófilo -5 à 5 15 à 18 19 à 22 

Mesófilo 10 à 15 30 à 45 35 à 45 

Termófilo 25 45 à 75 60 à 80 

Termófilo extremo 50 60 à 75 75 à 95 

Hipertermófilo ----- ----- ≥100 





 

 

19 

 

A demanda de ácido propanóico é altamente direcionada e dependente da produção 

de ração animal e conservantes de grãos correspondendo mais de 50% do consumo total do ácido 

seguido por alimentos embalados e produtos de panificação. 

Os subprodutos agrícolas, que correspondem cerca de 16% do mercado de consumo 

são capazes de produzir produtos de valor agregado e ajudá-los na redução da poluição ambiental 

(Mc Donald, 1991). A demanda de crescimento deste ácido extrai a atenção para a tecnologia 

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

No setor mundial, os alimentos de animais e para preservação de grãos é responsável 

pela maior consumo na Europa, América do Norte, Austrália e Oriente Médio; propionatos cálcio 

e sódio representam maior consumo na África e na América Central e do Sul. 

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

propanóico no mundo 

 

Figura 2.7 – Consumo de ácido propanóico 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 

ácido propanóico, seguida pela América do Norte e Ásia, com 40% e 10%, respectivamente. No 

decorrer destes anos, houve uma queda no consumo do ácido propanóico no Canadá e um 

aumento de aproximadamente 50% na China.  
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Considerando os dados de 2008, a demanda destinada à alimentação animal e para 

conservantes corresponde a 56,608 milhões de toneladas, sendo, a fermentação 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 projeção era estimada de 1,8 por cento ao ano, e o crescimento foi de 2,9 por cento 

ao ano. 

2.2 Modelagem matemática 

Os modelos matemáticos de processos fermentativos possuem duas vertentes: de um 

lado, têm-se os modelos fenomenológicos, que são baseados nas relações matemáticas entre as 

variáveis, nos quais são utilizadas equações de balanço de massa balanço de energia, quantidade 

de movimento, equações de velocidade ou cinéticas (que são específicas para os processos 

fermentativos) e as equações termodinâmicas; por outro vértice, tem-se os modelos de entrada-

saída onde relações empíricas são utilizadas para correlacionar o efeito e variações das variáveis 

manipuladas, entrada do processo,  variáveis medidas, e saída do processo (Bonomi e Schmidell, 

2001). A redes neurais, talvez sejam atualmente, os modelos do tipo entrada-saída mais populares 

pela sua relativa simplicidade de utilização e principalmente pela sua capacidade de tratar com 

ruídos e dados não lineares. Meleiro (2002) mostra as suas diversas formas e possíveis 

aplicações, 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 é rápida comparada com as mudanças 

externas e se as modificações não forem muito grandes, o uso de modelos não-estruturados é 

adequado.  

Desse modo, o estudo será baseado em modelos não estruturados e serão discutidos 

os principais fenômenos de inibição por substrato, por produto e por componentes tóxicos. 
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c) Processo contínuo 

O processo de fermentação contínuo é determinada pelo fluxo constante de meio de 

cultura e retirada do produto. Para que o sistema atinja o equilíbrio, uma condição na qual, as 

concentrações de células, de substrato e produto permaneçam constantes é necessário manter o 

volume do biorreator constante (Borzani, 2001).  

2.3 Métodos matemáticos 

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

como: 

1. Modelos determinísticos: aqueles em que, para cada variável e parâmetro, pode-se 

associar um número ou uma série de números fixos, para qualquer conjunto de 

condições, versus modelos heurísticos, nas quais os parâmetros de entrada e saída 

não são conhecidos e, dessa forma, estando baseado na incerteza; 

2. Modelos concentrados: são aqueles em que as variáveis apresentam-se 

homogêneas ao longo do sistema, versus modelos distribuídos; nesse sistema, 

ocorrem variações ponto a ponto das variáveis;  

3. Modelos lineares, se o operador que multiplica a variável de entrada for linear 

apresentando condições de contorno e equações lineares, versus modelos não 

lineares quando o operador não for linear;  

4. Modelos em estado estacionário, não há acúmulo, versus modelo em estado 

dinâmico, caracterizados por uma ou mais variáveis como dependentes do tempo. 

2.3.1 Modelo determinístico (solução pelo Método de Runge-Kutta) 
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Os algoritmos evolucionários fazem uso do conceito de aproximação de modelos 

computacionais aos processos naturais como uma ferramenta para resolver os problemas, e seus 

operadores genéticos, ou seja, tenta aproximar os fenômenos ocorridos na natureza (Linden, 

2006). Dentre os algoritmos evolucionários, que se enquadram entre os Métodos Heurísticos, em 

contra partida aos Métodos Determinísticos, estão os Algoritmos Genéticos 

O Algoritmo Genético (G.A), como um dos Métodos Heurísticos, deve ser usado 

quando os algoritmos baseados nos Métodos Determinísticos tendem a falhar. No entanto, os 

GAs em geral são lentos, pois exploram extensas faixas operacionais, e como todos os métodos 

heurísticos em geral, não asseguram a obtenção do melhor resultado em todas as suas execuções. 

Sua grande vantagem é que esse método baseia-se na técnica de otimização global, 

diferentemente dos métodos determinísticos, como os de gradiente, que seguem a derivada de 

uma função, de forma a encontrar o seu máximo, encontrando normalmente máximos locais. 

Como na evolução natural, os algoritmos genéticos ao encontrar um máximo local, ou seja, o 

melhor de certo grupo, ele não estagna, mas sim continua na busca de melhores indivíduos 

(Linden, 2006). 

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

 

Fonte: Linden, 2006. 

Figura 2.9- Esquema de um algoritmo genético, baseado em Linden  (2006). 
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CAPÍTULO III. MATERIAIS E MÉTODOS 

Este capítulo tem como objetivo a descrição dos materiais, equipamentos e 

metodologia utilizados no estudo em questão.  

3.1 Materiais  

3.1.1 Fonte de carbono  

Para o estudo das variáveis de processo foi utilizada a glicerina P.A CHEMCO para 

fazer um estudo comparativo de produtividade do processo, bem como sua viabilidade 

econômica. 

3.1.2 Microrganismo 

O microrganismo utilizado para as fermentações foi a Propionibacterium 

acidipropionici CCT-4843 (NRRL B-3569) obtido pela Coleção de Culturas da Fundação André 

Tosello Pesquisa e Tecnologia, e cultivado no Laboratório de Engenharia de Bioprocessos (LEB) 

da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP. A Figura 3.1 apresenta a ampliação  do 

microrganismo utilizado neste estudo. 

 

 

Figura 3.1- Propionibacterium acidipropionici. 

 

As fotografias dos microorganismos foram tiradas com um analisador de 

identificação e quantificação de partículas por imagem dinâmica digital FlowCAM VS.I (da Fluid 
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Imaging Technologies). Para as análises utilizou-se água deionizada como líquido de dispersão, 

com lentes amplificadoras de 20X e cela de leitura de 50 μm.  

3.1.3 Fermentador 

Para os estudos do efeito do pH) na fermentação utilizou-s um Fermentador Bioflo III 

- 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 

Laboratório 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 agitação, fixada em 100 rpm, com sistema do tipo turbina de pás 

planas. O biorreator possui controle de temperatura por recirculação de água na parte externa da 

cuba encamisada.  

 

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

3.2 Métodos analíticos 

A medida de concentração dos microrganismos foi feita por gravimetria (peso seco), 

e as concentrações dos ácidos orgânicos e do glicerol foram determinadas por sistema de 

cromatografia líquida (HPLC)  
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3.2.1 Determinação da biomassa (Análise gravimétrica) 

A biomassa foi determinada pela curva de absorbância versus a massa seca. A massa 

seca foi obtida pela filtração da alíquota da cultura utilizando um filtro de 0,22 µm e secando o 

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

 

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

 

A densidade óptica (DO) da célula foi medida pelo espectrofotômetro apresentado na 

Figura 3.4, no comprimento de onda de 660 nm. As amostras foram diluídas com água destilada 

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

 

Figura 3.4 – Espectrofotômetro FEMTO 600 S. 
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3.2.2 Determinação 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 padrões (pH = 4,0 e 7,0), antes da realização das 

leituras. 

 
Figura 3.5 –  pHmetro Digimed DM 22. 

3.2.3 Quantificação da fonte de carbono e dos ácidos orgânicos 

As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm em temperatura ambiente por meio de 

uma centrífuga Modelo NT 810 (Nova Técnica) por 15 minutos e filtradas com membrana em 

éster de celulose com 0,22 µm de porosidade e 13 mm de diâmetro, e dispostas em ―vials‖ para 

posterior injeção. 

Após o preparo das amostras foi utilizada a Cromatografia Líquida de Alta 

Performance (HPLC-―high performance liquid cromatography‖) modelo Varian 9010 para 

quantificar as concentrações de glicerol, ácido propanóico e os demais ácidos (ácido acético, 

ácido succínico, propanol). A fase móvel utilizada foi uma solução de H2SO4 0,005 M, preparada 

com água 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 separação dos ácidos 

orgânicos e glicerol foi a HPX-87H, mantida em um forno com circulação de ar e temperatura 

controlada à 35°C e comprimento de onda de  As áreas dos picos foram detectadas através dos 

detectores UV (ultravioleta) e RI (Índice de refração) montados em série e determinados 

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

 

Figura 3.6 – Equipamento de cromatografia líquida de alta eficiência (a- detector índice de 

refração (RI) ; b- detector UV; c- bomba para distribuição de solventes; d- forno com a coluna HPX-87H; 

e- computador com o software Millenium para quantificação dos compostos; f-injetor automático tipo 

carrosel).   

3.3 Métodologia usada na execução dos experimentos 

3.3.1 Preparo do inóculo 

Inicialmente foi transferida a colônia para uma cultura estoque de ágar inclinado, que 

possuía a composição apresentada na Tabela 3.1, baseado em Coral (2008). 

Tabela 3.1- Composição do meio em Ágar inclinado. 

COMPOSTO CONCENTRAÇÃO (g/L) 

Extrato de levedura 5 

Extrato de malte 3 

Ágar  20 

Peptona  10 

Glicerol  10 

                    

A colônia isolada em Ágar inclinado após 30 h à 30 °C foi transferida no interior da 

câmera de fluxo, apresentada na Figura 3.7 para o meio de ativação contendo 9 mL e incubada 
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valor desta variável mais adequado para o processo, bem como para obter os dados para  o 

modelo matemático, através da otimização dos parâmetros cinéticos para cada ensaio.  

Os ensaios foram executados no Bioflo 3000 de 2 L num volume total de 1 L. Após a 

esterilização 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 agitação de 100 rpm. Em alguns ensaios o 

pH foi controlado pelo sistema PID em 6,0 e 7,0 pela adição de NaOH 10N, sendo também  

realizado ensaio sem controle do pH. Foi dado início da fermentação depois de realizada a 

inoculação 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 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.9 – Diagrama das etapas do processo para o estudo do pH 

Fermentações em 

diferentes pHs 

Estudo da influência do pH na 

concentração de biomassa, rendimento 

e produtividade do ácido propanóico.  

Processo em batelada  
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3.3.3 Estudo da temperatura na produção do ácido propanóico 

A fermentação 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 após esfriado, foi inoculado e a 

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

fermentação após a realização da inoculação e realizada a cinética. O diagrama com as etapas do 

processo está apresentado na Figura 3.12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 parâmetros cinéticos do modelo, a 

significância das variáveis operacionais, seus efeitos e determinar o modelo quadrático para 

representar adequadamente o processo e maximizar a produtividade de ácido propanóico, obtidos 

nas simulações e otimizado com a Metodologia de Superfície de Resposta. As etapas do estudo 

estão apresentadas por meio do diagrama apresentado na Figura 3.11. 

 

Processo em batelada  

Otimização dos parâmetros 

cinéticos através do 

algoritmo genético 

Ensaios experimentais para 

diferentes temperaturas  

Otimização da concentração 

de substrato e biomassa 

através do algoritmo genético 
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Figura 3.11 – Diagrama do processo para o planejamento da concentração de substrato e 

biomassa. 

3.4. Desenvolvimento do modelo matemático 

O desenvolvimento do modelo de fermentação foi baseado em balanços dos 

componentes do processo de fermentação, e tem as seguintes restrições: 

1. Processo fermentativo com apenas um substrato limitante;  

2. Inibição celular por produtos metabólicos (ácido propanóico) (Aiba e Shoda, 

1969); 

3.O ácido propanóico é produzido pela conversão direta do substrato e não possuem 

produtos intermediários. 

Processo em batelada  

Otimização dos parâmetros 

cinéticos através do 

algoritmo genético 

Coletar dados 

experimentais da literatura  

Otimização da concentração 

de substrato e biomassa 

através do planejamento 

composto central. 

 

 Simulação do modelo  

Realizar ensaio 

experimental  
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Para o ajuste dos parâmetros cinéticos foram utilizados os modelos matemáticos que 

consistiam no sistema de equações (2.10, 2.11 e 2.12). Esse ajuste foi realizado por intermédio da 

otimização por algoritmo genético (GA). Como os parâmetros obtidos foram realizadas 

simulações que permitiram a predição dos perfis de substrato, células e produtos quando os 

parâmetros escolhidos minimizam a função objetivo, representada pela equação 3.1) 

  saida = saida + soma(soma((dados{j} - y).^2))                    (equação 3.1) 

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

precisão de 10-4 por algoritmo genético. Foram consideradas as amplitude de I = m-n onde m é o 

limite superior e n é o limite inferior, e o número de pontos é P =Ix10x . X é o número de casas 

decimais.  

O fluxograma de resolução do problema de otimização  para obtenção dos parâmetros 

cinéticos está apresentado na Figura 3.12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.12 – Diagrama para otimização dos parâmetros do processo em batelada. 

Leitura dos dados cinéticos do processo 
(S, X, P1) 

Determinação de novas populações 

Determinação aleatória dos parâmetros 

Chamada da subrotina de Runge-Kutta para resoluções 
das equações diferenciais do modelo 

Atingido o número de gerações 

Impressão dos parâmetros 

Fim do programa 
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CAPÍTULO IV. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1 Estudo do efeito do pH na fermentação para produção do ácido propanóico 

Serão apresentados, nesta seção, o estudo do pH frente ao crescimento celular, 

conversão e a produtividade do ácido propanóico. Com os ensaios experimentais foi possível 

identificar o pH mais adequado, assim como, mediante o uso do algoritmo genético, determinar 

os parâmetros cinéticos com o objetivo de obter um modelo que representasse os ensaios 

experimentais.  

 Nesta etapa, foram executados os ensaios com pH 6.0, 7.0 e sem o controle do pH 

para avaliar a influência do pH no rendimento do ácido propanóico, apresentados nas Tabelas 4.1, 

4.2 e 4.3. Onde, S é a concentração de substrato, P1 é a concentração de ácido propanóico e X é 

concentração microbiana. 

Tabela 4.1 - Dados experimentais da fermentação em batelada à 30°C, agitação 100 rpm, pH = 6,0 e 
So=20,79 kgm-3. 

Tempo (h) S (kgm-3) P1 (kgm-3) X (kgm-3) 

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 fermentação em batelada à 30°C, agitação 100 rpm, pH = 7,0 e 

So=20,04 kgm-3. 

 

Tempo (h) S (kgm-3) P1 (kgm-3) X (kgm-3) 

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 fermentação em batelada à 30°C, agitação 100 rpm, sem controle de 

pH e So=20,00 kgm-3. 

Tempo (h) S (kgm-3) P1 (kgm-3) X (kgm-3) 

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 matemático para representar os dados cinéticos para diferentes pHs 

consiste no sistema de equações (2.9, 2.10, 2.11, e 2.12). O ajuste de parâmetros foi realizado 

através da otimização por algoritmo genético e posterior simulação, na qual permitiu obter perfis 

de concentração de glicerol, biomassa e ácido propanóico apresentado nas Figuras 4.1, 4.2 e 4.3. 

O ajuste dos parâmetros foi realizado fazendo uso do modelo matemático, dos dados 

experimentais e da minimização da função objetivo, dada pela equação 3.1. 

                

Figura 4.1 – Perfis de concentração da fermentação propiônica para o pH = 7,0 para os dados 

experimentais do glicerol (o), biomassa (⁯) e ácido propanóico (+), e para os dados da simulação (-). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2 Perfis de concentração da fermentação propiônica para o pH = 6,0 para os dados experimentais 

do glicerol (o), biomassa (⁯) e ácido propanóico (+), e para os dados da simulação (-). 
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Figura 4.3 – Perfis de concentração da fermentação propiônica sem o controle do pH para os 

dados experimentais do glicerol (o), biomassa (⁯) e ácido propanóico (+), e para os dados da  

simulação (-). 

Pode ser observado, através da avaliação dos modelos com os parâmetros otimizados, 

que o modelo para o processo em pH 7 é mais difícil de ser representado devido à acentuada fase 

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

nas condições desejadas. 

Os resultados dos parâmetros cinéticos para a representação dos ensaios 

experimentais realizados estão apresentados na Tabela 4.4. 

Tabela 4.4 – Parâmetros cinéticos otimizados por algoritmo genético para o estudo do pH. 

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

yx/s 0,3067 0,3038 0,1941 
yp1/s 0,6113 0,6138 0,4445 
kI1 2344,5299 621,2184      0,4789      
ks 18,0412 0,5526 4,2251 

usmax 0,4112 0,1808 1,1333 
mx 0,0029 0,0007 0,0509 
mp 0,0003 0,0026 0,0082 
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Os desvios do modelo em relação aos dados experimentais do estudo do pH estão 

apresentados na Tabela 4.5. 

Tabela 4.5 – Desvio padrão residual para o efeito do pH na fermentação propiônica. 

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 
P1 29,99 33,91 15,76      

 

Através dos resultados apresentados na Tabela 4.5 é observada uma maior 

percentagem de desvio padrão relativo para a concentração do ácido propanóico, a qual foi 

inferior a 34%, quando comparada com o desvio para a concentração do substrato que foi inferior 

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

Os resultados da simulação para o estudo do pH na concentração de substrato inicial 

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

Tabela 4.6 – Estudo das variáveis de processo na fermentação propiônica através da variação no pH. 

Variáveis  pH 7,0 pH 6,0 

 

Sem controle de pH 

Xf (kgm-3) 5,71 6,43 1,49 
P1

f (kgm-3) 11,92 13,27 5,99 
yx/s (g/g) 0,29 0,31 0,14 
yp1/s (g/g) 0,60 0,63 0,59 

Os resultados observados permitiram observar um rendimento mais alto de ácido 

propanóico em relação ao experimento sem controle de pH. Para o pH 6.0 foi obtido um aumento 

de 7,8% com relação 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 ácido propanóico apresentado na Figura 

4.4. 
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 Para uma alta concentração de substrato, em um processo conduzido no pH 7.0 

haverá uma saturação do substrato e portanto, o rendimento do processo será reduzido se 

comparado com um processo conduzido a pH 6.0.  A constante de inibição do ácido propanóico,  

kI1  no qual representam a constante de inibição do ácido propanóico, mostra que o processo que 

apresenta pH = 6.0 praticamente não possui inibição por produto, em virtude do alto valor da 

constante tender a 1 no termo que representa a inibição por produto da equação 2.9; o mesmo 

ocorre para o processo com  pH=7.0, para baixas concentrações de substrato.    

4.2 Estudo do efeito da temperatura na fermentação para produção do ácido propanóico 

Serão apresentados nesta seção o estudo da temperatura frente ao crescimento celular, 

conversão, produtividade do ácido propanóico e tempo total de fermentação. 

4.2.1. Otimização dos parâmetros cinéticos através do Algoritmo Genético 

Em virtude das propionibacterias possuírem a faixa de temperatura ótima entre 30 e 

36°C foram realizados experimentos com o objetivo de estudar a influência de cada temperatura 

na concentração celular conversão, produtividade do ácido propanóico e tempo total de 

fermentação.  

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

batelada em diferentes temperaturas. 
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Tabela 4.7 - Dados experimentais da fermentação em batelada à 30°C, agitação 100 rpm, pH = 6,0 e 
So=20,79 kgm-3.  

Tempo (h) S (kgm-3) P1 (kgm-3) X (kgm-3) 

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 fermentação em batelada à 31°C, agitação 100 rpm, pH = 6,0 e 

So=16,90 kgm-3. 

Tempo (h) S (kgm-3) P1 (kgm-3) X (kgm-3) 

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 
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Tabela 4.9 - Dados experimentais da fermentação em batelada à 32°C, agitação 100 rpm, pH = 6,0 e 

So=26,61 kgm-3. 

Tempo (h) S (kgm-3) P1 (kgm-3) X (kgm-3) 

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 fermentação em batelada à 33°C, agitação 100 rpm, pH = 6,0 e 

So=20,51 kgm-3. 

Tempo (h) S (kgm-3) P1 (kgm-3) X (kgm-3) 

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 fermentação em batelada à 34°C, agitação 100 rpm, pH = 6,0 e 

So=19,86 kgm-3. 

Tempo (h) S (kgm-3) P1 (kgm-3) X (kgm-3) 

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 fermentação em batelada à 35°C, agitação 100 rpm, pH = 6,0 e 

So=21,02 kgm-3. 

Tempo (h) S (kgm-3) P1 (kgm-3) X (kgm-3) 

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 
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Tabela 4.13 - Dados experimentais da fermentação em batelada à 36°C, agitação 100 rpm, pH = 6,0 e 

So=20,61 kgm-3. 

Tempo (h) S (kgm-3) P1 (kgm-3) X (kgm-3) 

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 2,91 

64,53 0,00 12,43 3,93 

67,10 0,00 12,74 4,21 

O modelo matemático, para representar os ensaios experimentais, consiste no sistema 

de equações (2.9, 2.10, 2.11 e 2.12). O ajuste de parâmetros foi realizado através da otimização 

por algoritmo genético e posterior simulação para cada temperatura dos ensaios experimentais, na 

qual permitiu obter perfis de concentração de glicerol, biomassa e ácido propanóico apresentado 

nas Figuras 4.6 a 4.12 que visam um bom ajuste aos dados experimentais, os quais foram obtidos 

quando a função objetivo apresentada pela equação 3.1 foi minimizada. 

 

Figura 4.6 - Perfis de concentração da fermentação propiônica na temperatura de 30 °C para 

os dados experimentais do glicerol (o), biomassa (⁯) e ácido propanóico (+), e para os dados da  

simulação (-). 
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Figura 4.7 - Perfis de concentração da fermentação propiônica na temperatura de 31 °C para 

os dados experimentais do glicerol (o), biomassa (⁯) e ácido propanóico (+), e para os dados da  

simulação (-). 

 

 

Figura 4.8 - Perfis de concentração da fermentação propiônica na temperatura de 32 °C para 

os dados experimentais do glicerol (o), biomassa (⁯) e ácido propanóico (+), e para os dados da  

 simulação (-). 
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Figura 4.9 - Perfis de concentração da fermentação propiônica na temperatura de 33 °C para 

os dados experimentais do glicerol (o), biomassa (⁯) e ácido propanóico (+), e para os dados da  

simulação (-). 

 

 

Figura 4.10 - Perfis de concentração da fermentação propiônica na temperatura de 34 °C 

para os dados experimentais do glicerol (o), biomassa (⁯) e ácido propanóico (+), e para os dados da 

simulação (-). 
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Figura 4.11 Perfis de concentração da fermentação propiônica na temperatura de 35 °C para 

os dados experimentais do glicerol (o), biomassa (⁯) e ácido propanóico (+), e para os dados da  

simulação (-). 

 

 

Figura 4.12 – Perfis de concentração da fermentação propiônica na temperatura de 36 °C 

para os dados experimentais do glicerol (o), biomassa (⁯) e ácido propanóico (+), e para os dados da 

simulação (-). 
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   Os resultados dos parâmetros cinéticos para os ensaios realizados em diferentes 

temperaturas encontram-se na Tabela 4.14. 

Tabela 4.14 – Parâmetros cinéticos otimizados por algoritmo genético para o estudo da temperatura. 

               Temperatura (°C) 

Parâmetros 30 31 32    33 34 35 36 

yx/s 0,3067 0,1192    0, 2105   0,2021 0,2021 0,2238 0, 1565    

yp1/s 0,6113 0, 4911 0, 4699 0,5314 0,5846 0,8027 0, 5959 

kI1 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 

mx 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 relação aos dados experimentais estão apresentados na 

Tabela 4.15. 

Tabela 4.15 – Desvio padrão residual. 

 RSD(%)                           Temperatura dos ensaios (°C) 
 30 31 32  33 34 35 36 

X 29,44 25,15 40,52 16,64 30,98 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 padrão relativo para a concentração microbiana, a qual foi inferior a 41%, 

quando comparada com o desvio para a concentração do substrato que foi inferior a 21%, e o 

desvio da concentração microbiana que foi inferior de 31%. 

Os resultados da simulação para o estudo da temperatura na concentração de 

substrato inicial de 20 g/L e concentração microbiana inicial de 0,15 g/L estão apresentados na 

Tabela 4.16.   
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Pode-se observar que o modelo com os 12 parâmetros cinéticos ajustados 

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

Assim, com os parâmetros cinéticos do modelo, foram realizadas simulações para 

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

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

perfazendo um total de 10 simulações. Foram consideradas duas variáveis de estudo, a saber: 

substrato e biomassa, e a resposta de interesse foi a produtividade de ácido propanóico. 

 As Tabelas 4.18 e 4.19 mostram os níveis utilizados no planejamento onde o nível (-

1) representa o limite inferior e o nível (+1) representa o limite superior de cada variável. Para 

realizar o estudo estatístico foi utilizado o software STATISTIC 7.0. 

Tabela 4.18 - Parâmetros Operacionais analisados no planejamento composto central. 

Parâmetros Níveis 

(-) (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 produção do ácido propanóico. 

 
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 variáveis, substrato (S) e biomassa (X), e a 

Tabela 4.21 os resultados da ANOVA (análise de variância) sobre a produtividade de ácido 

propanóico. 

Tabela 4.20 – Efeito da concentração microbiana e do substrato na produtividade do ácido propanóico nas 

variáveis de processo. 

 Efeitos Desvios 
padrão 

p Coeficiente de 
regressão 

Media 0,567 0,089 0,003 0,567 
S(L) 0,027 0,063 0,687 0,014 

*S(Q) -0,416 0,104 0,016 -0,208 
X(L) 0,056 0,063 0,421 0,028 
X(Q) -0,064 0,104 0,572 -0,032 

*Parâmetros significativos (p<α;α=0,05). 

Tabela 4.21 - ANOVA dos parâmetros operacionais sobre a produtividade de ácido propanóico. 

Fatores SQ GL MQ f p 
S(L) 0,0015 1 0,0015 0,1880 0,6869 

*S(Q) 0,1257 1 0,1257 15,9548 0,0162 
X(L) 0,0063 1 0,0063 0,80107 0,4213 
X(Q) 0,0029 1 0,0029 0,3783 0,5718 
Erro 0,0315 4 0,007875 6,8 
SQR 0,2142 4 0,05355 
SQT 0,2457 8 0,0307   
R² 0,8528    

* Parâmetros significativos (p<α;α=0,05). 

 Através dos valores de "p" na Tabela 4.19, pode-se notar que a concentração de 

substrato tem influência significativa sobre a produtividade de ácido propanóico para um nível de 

confiança de 95%. 

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

possui um coeficiente de determinação (R²) próximo de 1. 

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

efeitos sobre a produtividade do ácido propanóico. 
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0,4335955
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0,8950274

-3,99435
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S (Q)

X (Q)

X (L)

S (L)

 

 

Figura 4.16 - Diagrama de Pareto dos efeitos dos parâmetros operacionais sobre a produtividade do ácido 

propanóico. 

Através da Figura 4.16 pode-se perceber que o parâmetro S(L) exerce influência 

estatisticamente significativa sobre a produtividade do ácido propanóico, para um intervalo de 

confiança de 95%. O parâmetro significativo S(L), apresentou efeito negativo, ou seja, para que se 

consiga atingir a máxima produtividade do ácido propanóico, a concentração de substrato 

alimentadas no bioreator deverá ser mantida em seu valor mínimo (nível inferior).  

A Figura 4.17 mostra a superfície de resposta da produtividade do ácido propanóico 

sobre a concentração microbiana e a concentração de substrato. 

 

Figura 4.17 - Superfície de resposta da produtividade do ácido propanóico. 
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A Figura 4.17 mostra que o aumento da concentração de ácido propanóico no 

processo de concentração de substrato tem de permanecer em valor intermediário e a 

concentração microbiana de 0,16 a 0,3 (g/L) torna-se desejável em temperatura de 30 °C e pH = 

6,8, sendo apenas o substrato significativo sobre a produção de ácido propanóico, para um nível 

de confiança de 95%. 

A função codificada representada pelo modelo quadrático é apresentada na equação 

4.1. 

 

PAP = 0,57-0,21 S²                                         (equação 4.1) 
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CAPÍTULO V. CONCLUSÕES E SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

5.1 Conclusões 

O modelo que considera a inibição de produto e saturação de glicerol, representado 

por Aiba e Shoda (1969), foi capaz de representar com sucesso os dados experimentais para 

várias temperaturas e pHs.  

Foi obtido um rendimento de substrato em ácido propanóico de 0,64 (g/g) para o    

pH = 7,0 e observado, que mesmo em baixas concentrações, o controle do pH na fermentação 

propiônica é importante e necessário para o processo, não tão somente para evitar a inibição por 

produto, quanto para aumentar o rendimento e a produtividade como conseqüência desse 

processo; além de propiciar um menor tempo de fermentação diminuindo custos de processo.   

Para variações na temperatura de processo, foi possível verificar grandes variações 

nas constantes de inibição do produto e da constante de saturação do substrato. Nas temperaturas 

que foram obtidos os maiores rendimentos e produtividades, foram observados que para baixas 

temperaturas as células se destinam a formação de produto e ao crescimento celular, provocando 

uma maior inibição devido à alta concentração do produto. No caso, das altas temperaturas a 

inibição por produto é menor e, contudo, o rendimento do substrato em ácido propanóico é maior, 

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

Dessa forma, com o objetivo de otimizar as concentrações de biomassa e de glicerol 

na obtenção durante a fase de inóculo do processo, foi obtido uma produtividade máxima de 

ácido propanóico de 0,7 (g/g), para uma temperatura de 30 °C e um pH de 6,8. 

 

 

 



 

 

79 

 

5.2 Sugestões para trabalhos futuros 

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

pesquisa são: 

Determinação das constantes da equação de Ahrenius, levando a um modelo mais 

generalizado, bem como, a otimização do processo com o objetivo de aumentar a produtividade 

do ácido propanóico, com variações no substrato e na biomassa. 

Otimização das condições de operação, para um processo em batelada alimentada, os 

quais a taxa de diluição e tempo de fermentação estão inserido neste contexto. 

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

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

Execução, através de processos viáveis, da separação e purificação do ácido 

propanóico. 
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ANEXOS 

ANEXO A: Curvas de calibração  

 Neste anexo são apresentadas as curvas de calibração utilizadas para a determinação 

das concentrações dos ácidos orgânicos e do glicerol através das concentrações dos padrões e das 

áreas do pico. 

Em virtude da possibilidade de formação de alguns ácidos na fermentação propiônica 

além do ácido propanóico, foram realizadas as curvas de calibração para os possível formação 

dos ácidos. 

A.1 Ácido succínico 

Equação : y = 995,74x + 72,835 

Onde, y = Concentração do ácido succínico e x = área do pico 

R² = 0,9992 

 

 

Figura A.1 – Curva de calibração do ácido succínico. 
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A.2 Ácido fórmico 

Equação : y = 1558,2x + 167,84; R² = 0,9989 

Onde, y = Concentração do ácido fórmico e x = área do pico 

 

Figura A.2 – Curva de calibração do ácido fórmico. 

A.3 Ácido acético 

Equação : y = 994,72x + 77,647; R² = 0,9994 

Onde, y = Concentração do ácido acético e x = área do pico  

 

Figura A.3 – Curva de calibração do ácido acético. 
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A.4 Ácido propanóico 

Equação : y = 951,42x + 62,613; R² = 0,9993 

Onde, y = Concentração do ácido propanóico e x = área do pico  

 

Figura A.4 – Curva de calibração do ácido propanóico. 

A.5 Glicerol 

Equação : y = 515,8x - 5,3827; R² = 0,9999 

Onde, y = Concentração do glicerol e x = área do pico  

 

Figura A.5 – Curva de calibração do glicerol. 
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A.6 n-propanol 

Equação : y = 344,57x + 19,443; R² = 0, 9993 

Onde, y = Concentração do n-propanol e x = área do pico  

 

 

Figura A.6 – Curva de calibração do n-propanol. 

 

Os tempos de retenção para detecção dos ácidos orgânicos e do glicerol no HPLC 

estão apresentados na Tabela A.1. 

Tabela A.1– Tempos de retenção. 

Compostos Tempos de retenção 

Ácido succínico (99%) 13,16 

Glicerol (99%) 14,59 

Ácido fórmico (98%) 15,26 

Ácido acético (99,7%) 16,54 

Ácido propanóico (99,5%) 

Propanol (99,7%) 

19,44 

29,08 
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ANEXO B: Quantificação dos ácidos e do glicerol através da Cromatografia Líquida de 

Alta Performance 

Serão apresentadas as curvas cromatográficas do ponto cinético no tempo final da 

fermentação dos esperimentos realizados. 

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

refração). 

 

B.1 Curva cromatográfica para o pH 7,0 

 

Figura B.1 – Curva cromatográfica o pH 7,0 na temperatura de 30 °C para 93,98 h de fermentação. 
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B.2 Curva cromatográfica para o ensaio sem o controle do pH 

 

Figura B.2 – Curva cromatográfica sem o controle do pH na temperatura de 30 °C para 115,3 h de 

fermentação. 

 

B.3 Curva cromatográfica para a temperatura de 30 °C 

 

Figura B.3 – Curva cromatográfica na temperatura de 30 °C e pH 6,0 para 109,12 h de fermentação. 
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B.4 Curva cromatográfica para a temperatura de 31 °C 

 

Figura B.4 – Curva cromatográfica na temperatura de 31 °C e pH 6,0 para 71,75 h de fermentação. 

 

B.5 Curva cromatográfica para a temperatura de 32 °C 

 

Figura B.5 – Curva cromatográfica na temperatura de 32 °C e pH 6,0 para 64,90 h de fermentação. 
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B.6 Curva cromatográfica para a temperatura de 33 °C 

 

Figura B.6 – Curva cromatográfica na temperatura de 33 °C e pH 6,0 para 109,88 h de fermentação. 

 

B.7 Curva cromatográfica para a temperatura de 34 °C 

 

Figura B.7 – Curva cromatográfica na temperatura de 34 °C e pH 6,0 para 97,63 h de fermentação. 
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B.8 Curva cromatográfica para a temperatura de 35 °C 

 

Figura B.8 – Curva cromatográfica na temperatura de 35 °C e pH 6,0 para 82 h de fermentação. 

 

B.9 Curva cromatográfica para a temperatura de 36 °C 

 

Figura B.9 – Curva cromatográfica na temperatura de 36 °C e pH 6,0 para 67,10 h de fermentação. 

 


