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RESUMO

Neste trabalho analisou-se a viabilidade do processo para conversdo de glicerol residual do processamento de
biodiesel em sacarideos, polissacarideos e outros compostos de valor agregado pela agcdo microbiolégica de
graos de Kefir, um aglomerado simbiotico de diferentes espécies de microrganismos com composicdo massica
de cerca de 82% de bactérias e 18% de leveduras. Glicerol bidestilado e também proveniente de inddstria de
biodiesel foi utilizado como fonte priméria de carbono, enquanto que uréia foi usada como fonte de nitrogénio.
Ensaios de conversdo foram realizados em ambientes aerdbios e anaerdbios durante 7 dias, com relagdo
carbono/nitrogénio de 25:1 e concentragdo de kefir de 10% em relacdo & massa de substrato. Os resultados
indicaram oscilagdo nos valores de pH e de DQO. Houve consumo de glicerol em todos os ensaios, resultando
em crescimento de massa celular (6 a 9%) e em geracdo de gases nos ensaios anaer6bios. A analise de
cromatografia gasosa nao indicou a presenga de metano, enquanto observou-se a conversdo do glicerol em
diversos produtos organicos minaritarios, incluindo etanol.

PALAVRAS-CHAVE: Conversdo de Glicerol, Grdos de Kefir, Producdo de Biodiesel, Producdo de
Sacarideos, Conversdo Microbioldgica.

INTRODUCAO

Uma das alternativas para o aproveitamento energético de matérias-primas oleaginosas envolve a quebra das
moléculas de triglicerideos em moléculas menores através da reacdo entre os Oleos vegetais e um alcool,
normalmente metanol ou etanol. O produto dessa reagdo, denominada de transesterificagdo, é uma combinacao
de ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos, denominados genericamente de biodiesel 2. O outro produto
da reacdo é o glicerol, um composto de alto valor agregado que pode ser empregado como matéria-prima em
uma ampla variedade de produtos, como cosméticos, quimicos, alimenticios e farmacéuticos °!. Dada a essa
abundancia crescente (o volume de glicerol produzido na transesterificacdo corresponde a 10% do volume de
biodiesel sintetizado), novos métodos de destinacdo e utilizacdo comercial do glicerol tém sido investigados,
incluindo sua conversao quimica em outros produtos ou mesmo queima direta em caldeira.

A literatura tem apresentado inimeras possibilidades de conversdo de quimica e bioquimica de glicerol em
outros produtos de valor agregado. A conversdo microbioldgica de glicerol em 1-2 propanodiol com o uso de
Klebsiella pneumoniae ou Clostridium butyricum e fermentacéo anaerdbia do glicerol por Escherichia coli sdo
algumas opgdes 3. A agdo de bactérias termofilicas sobre a decomposicéo de 6leos, a bioconversio de
glicerol para dihidroxiacetona com Gluconobacter oxydans imobilizada e a fermentacdo anaerdbia por
Streptococci faecalis foram também relatadas “®!. A conversdo biolégica de glicerol em 1,3-propanodiol foi
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demonstrada para vérias espécies de bactérias, como Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchnerii, Bacillus
welchii, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Clostridium pasteurianum e Clostridium butyricum ¥,

No entanto, essas conversdes requerem condicBes de processo estritamente controladas (temperatura, pH,
etc.), bem como culturas puras, para garantir a produtividade da reacéo.

A alternativa proposta neste trabalho € a utilizagdo de grdos de Kefir, um aglomerado simbio6tico com diferentes
espécies de microrganismos identificadas, como lactobacilos, streptococos/lactococos, acetobacter e leveduras,
em uma composicao massica de cerca de 82% de bactérias e 18% de leveduras. Os microrganismos mantém um
relacionamento simbidtico, ou seja, sobrevivem pela divisdo de seus bioprodutos como energias ou fonte de
crescimento . Os microrganismos presentes no gréo de Kefir podem ser cultivados a partir de vérios tipos de
substrato, com consumo de matéria organica e produgdo de compostos liquidos e gasosos. Estudo prévio
mostrou que o Kefir pode também ser cultivado com efluentes industriais, permitindo a reducdo da carga
organica e do potencial téxico do efluente, a0 mesmo tempo em que produz uma capsula de polissacarideos,
conhecido como Kefiran, Gtil na fixacdo da coldnia e também como reserva energética ). O kefiran pode
representar cerca de 45% de cada grdo e é um exopolissacarideo sollvel em &gua, produzido no centro do
grdo, composto de unidades repetitivas de monossacarideos (D-galactose e D-glicose), na proporcéo de 1:1 [,
A Figura 1 mostra a estrutura quimica proposta para o kefiran.
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Figura 1. Estrutura quimica do Kefiran ¥,

MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho, foram realizados ensaios de conversdo microbioldgica do glicerol utilizando grdos de Kefir
crescidos em laborat6rio. A fonte de carbono no substrato para os ensaios fermentativos foi glicerol bidestilado
e glicerol bruto proveniente de industria de biodiesel do Estado de So Paulo. Uréia foi utilizada como fonte de
nitrogénio com relagdo C/N (carbono:nitrogénio) de 25:1. Nutrientes foram adicionados aos sistemas
reacionais. Os ensaios foram realizados em meios aerdbios e anaerébios. Os pardmetros de fermentacdo sao
mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Dados dos ensaios realizados em ambientes aerébios e anaerdébios.

Relagdo méassica Carbono:Nitrogénio 25
Massa de glicerol (g) 28,72
Massa de uréia (g) 1,28
Massa de Kefir (g) 30,00
Concentracdo de substrato (% em massa) 10
Volume de solucdo (mL) 300
Concentracdo Glicerol (g/L) 95,73

Para a realizagdo dos ensaios fermentativos, preparou-se em uma proveta uma solucdo de glicerol e uréia
diluidos em 300 mL de 4gua destilada. Esta solucéo foi entdo transferida para um frasco de vidro contendo 30 g
de grédos de Kefir. Os cultivos aerébios foram obtidos através de borbulhamento de ar a uma taxa de 2 Lpm
(litros de ar por minuto). O ambiente aerébio foi mantido por um periodo de 7 dias, em temperatura ambiente e
aliquotas diarias da mistura reacional foram retiradas para a analise de pH e DQO. Os cultivos anaerdbios foram
feitos em garrafinhas PET, mantidos por um periodo de 7 dias, em temperatura ambiente e retiradas aliquotas
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no inicio e final para analises de pH e DQO. O ar atmosférico foi expulso completamente apertando as
garrafinhas PET até o gargalo e fechando-as rapidamente. Ao término dos cultivos, as solugdes resultantes
foram submetidas a liofilizacdo para posterior ensaio de espectrometria de massa, obtendo uma relagéo
qualitativa do glicerol inicial e final e a presenca de outros compostos.

A caracterizagdo quimica do glicerol bruto residual, proveniente do processo industrial de producdo de

biodiesel é apresentada na Tabela 2, enquanto a Figura 2 ilustra os sistemas reacionais para 0s ensaios aerobios
e anaerdbios.

Tabela 2. Caracteristicas das amostras de glicerol bruto proveniente de indUstria de biodiesel.

Parametros Industrial 1 Industrial 2
(% em massa) (% em massa)
Glicerol 81,00 74,7
Sais 6,98 8,64
Agua 6,95 10,58
Metanol 0,02 0,05
Cinzas - -

Figura 2. Detalhes dos reatores fermentativos aerébios e anaerdbios.

Foram realizadas andlises de pH, DQO, consumo de glicerol, volume de gases, tipo de gas (cromatografia),
crescimento de biomassa dos grédos e producéo de etanol na fase liquida.

RESULTADOS

As Figuras 3 e 4 mostram os resultados de variacdo de DQO e de pH em funcéo do tempo para 0s ensaios com
glicerol bidestilado e industrial em ambientes aerébio e anaerdbio.

Observa-se na Figura 3 que houve declinio maximo de DQO nas primeiras 24 h de ensaio aer6bio para os 3
glicerdis testados, o que pode significar geragdo de novos produtos no meio e consumo de matéria organica. A
alteracdo de DQO a partir desse tempo implicaria assim na formacéo de outros produtos. N&do houve tendéncia
clara em relacdo a variacdo de pH. Na Figura 4 os ensaios anaerdbios indicaram ap6s o periodo de 170 h
apenas uma pequena reducdo de DQO. Nenhum valor intermediario foi medido.

A diminuicdo de concentragdo de glicerol no meio reacional anaer6bio foi confirmada em ensaio realizado na
industria de biodiesel. Os teores iniciais e finais de glicerol sdo mostrados na Tabela 3.
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Figura 3. Comparacao da variacéo de pH, DQO com diferentes glicerdis em ambiente aerébio.
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Figura 4. Comparacao da variacdo de pH e DQO com diferentes glicerdis em ambiente
anaeraobio.
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Tabela 3. Teores de glicerol antes e depois do ensaio fermentativo em ambiente anaerobio.

Glicerol Teor inicial (%) Teor final (%)
Industrial 1 81,00 17,6
Industrial 2 74,7 41,9

A diferenca no consumo dos diferentes tipos de glicerol esta associada a presenga de impurezas, como acidos
graxos, sabdes e catalisador. Pode ser que os &cidos graxos influenciaram ou dificultaram o processo
fermentativo do glicerol com o microrganismo em quest&o.

A efetividade de crescimento de massa dos grédos de Kefir em meios aerobios e anaerébios e em diferentes
substratos também foi investigada. Em todos os experimentos fixou-se a concentracdo de substrato em 10% em
massa e a concentragdo de Kefir na solucdo em 10% em massa. A Tabela 4 mostra o crescimento de massa em
cada ensaio.

Tabela 4. Efeito de varios substratos e condi¢fes do ambiente para o crescimento de massa do Kefir.

. Condigéo Relacéo Crescimento de
Ensaio Substrato Ambiente C:N Massa (%0)
1 Glicerol bidestilado 7,8
2 Glicerol Industrial 1 Aerébio 25 8,9
3 Glicerol Industrial 2 6,0
4 Glicerol bidestilado 8,9
5 Glicerol Industrial 1 Anaeradbio 25 7,8
5 Glicerol Industrial 2 6,3

As Figuras 5 e 6 mostram a geracdo de gases nos experimentos anaerdbios. Os experimentos foram realizados
no tempo de aproximadamente 240 horas e teve volume acumulado de gas durante o tempo de fermentacéo de
741 cm¥/Lgoezo- O pico de geracdio de gas ocorreu no tempo de 216 horas, com cerca de 80 cm? e apos
diminuiu, como mostra a Figura 5.
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Figura 5. Volume de gés gerado e acumulado nos experimentos anaerdbios.
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Para simular retiradas de aliquotas durante os 7 dias de fermentacdo no sistema anaerébio foram realizados 7
experimentos um em cada dia. Sendo assim, as analises de cromatografia gasosa para quantificar a geracéo de

metano e CO, foram realizadas no Ultimo dia de preparo. A calibracdo do equipamento foi feita com
concentragdes conhecidas de padrdes de metano e dioxido de carbono (CO,).

Os experimentos foram com o glicerol Industrial 1 com concentracdo de substrato de 10% em massa, relagdo
de carbono:nitrogénio 25 e concentracdo de Kefir na solu¢do de 10% em massa. A evolugdo do teor de diéxido
de carbono (CO,) esta mostrada na Figura 6. Ndo foi detectada geracdo de metano durante 27 dias de
fermentac&o.
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Figura 6. Concentracédo de CO, durante a fermentacao.

A Figura 7 mostra a evolucdo do teor de etanol nas amostras que foram mantidas em ambiente aerobio e
anaerébio, utilizando como substrato o glicerol industrial.
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Figura 7. Teor de etanol na solugéo fermentada.

Até o tempo de fermentagdo de 75 horas, 0s experimentos em sistemas aerébios e anaerdbios tiveram o mesmo
comportamento. Apds este periodo, o sistema aerdbio apresentou oscilagdes atingindo 0 maximo de 0,190% de
etanol na solugdo, enquanto o sistema anaerobio teve 0,125%. Esses valores foram considerados baixos e
aquém do desejado do ponto de vista de tratamento do glicerol.
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CONCLUSOES

As principais conclus@es deste trabalho foram:

A reducdo de glicerol nas amostras de glicerdis industriais ndo esta diretamente associada com a diminuigdo de
DQO;

Os experimentos em ambiente aerébio resultaram em maior reducdo de DQO em relagdo aos valores iniciais,
comparados com 0s experimentos em ambiente anaerdbio;

Quando a fermentacdo foi realizada com glicerol bidestilado como substrato, ocorreu um aumento de massa
dos grdos, principalmente em ambiente anaerébio em relacéo aos ensaios aerdbios;

Quando a fermentacdo foi utilizada glicerdis industriais como substratos, ocorreu um maior crescimento dos
gréos de Kefir tanto em ambientes aerébios quanto anaerdbios.

O glicerol pdde ser convertido pelo Kefir em produtos sem exigéncia de condi¢Ges estéreis;

Néo foi detectada ap6s 7 dias de fermentagdo a presenca de glicerol nas amostras de glicerol bidestilado em
ambiente aerdbio pela andlise de espectrometria de massa;

A geracdo de gas perceptiva em ambientes anaerdbios sé ocorreu nos experimentos com os glicerdis industriais
do processo de fabricacdo de biodiesel com 741 cm? de gés por litro de solucdo durante 240 horas;

Né&o houve geracdo de metano durante 27 dias analisados e a concentragdo de CO, aumentou com o passar dos
dias de fermentacdo e supostamente o oxigénio diminuiu;

A concentracdo de etanol aumentou durante a fermentacdo atingindo 0,190%volume no sistema aerdbio e
0,125%volume no sistema anaerdbio.
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