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RESUMO

O acido propidnico € um acido organico utilizado como conservante em alimentos e
sementes e como ingrediente em termoplasticos, drogas, perfumes, aromas e
solventes. Sua producdo convencional ocorre por sintese quimica, utilizando-se
matérias primas obtidas do petroleo. Porém, com o aumento da preocupacao
ambiental e procura por alternativas ao uso de produtos derivados de petrdleo, a
producdo de &cidos organicos por fermentagcdo tem se mostrado uma opc¢ao
interessante. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a producéo de acido propiénico a
partir da fermentacdo de efluentes agroindustriais, utilizando a cultura
Propionibacterium acidipropionici CCT 4843. Os efluentes utilizados como substrato
foram soro de leite, milhocina e efluente da producdo de ragdo animal. A
composicdo dos substratos foi determinada a partir de um planejamento
experimental de misturas, resultando em 10 ensaios. Os substratos foram
fermentados em batelada em reatores de vidro borosilicato a temperatura de 35°C,
pH inicial de 6,5 e 20 mL.L™ de in6culo em suspenséo. Apés definida a composicdo
do substrato, foi realizado o planejamento fatorial 3**, para verificar como as
variaveis Tempo de Detencao Hidraulica (TDH), concentracdo de indculo e correcao
inicial de pH afetam a producdo de acido propiénico. A determinacdo do acido
propiénico e demais acidos orgéanicos foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia(CLAE). No planejamento fatorial para estudo das variaveis de processo foi
utilizado como substrato apenas a milhocina, pois nos ensaios do planejamento
experimental de misturas foi o que possibilitou o maior rendimento, com 0,79 g acido
propidnico. g substrato™, com uma produtividade de &cido propiénico de 5,20 mg/L.h
e producdo de 0,40g.L™. No segundo planejamento foi constatado que as variaveis
tempo de detencdo (TDH) e o pH inicial influenciam no rendimento e na
produtividade de &acido propidnico, porém a concentracdo inicial de inéculo néo
influenciou nas respostas. O melhor rendimento obtido foi de 0,6275 g.g™, com o
ensaio com TDH de 96h, concentracao inicial de in6culo de 20mL.L™* em suspenséo
e pH inicial 6,0 ; e o melhor valor de produtividade obtido foi para o ensaio com
tempo de detencéo hidraulica de 60h, concentracao inicial de inéculo de 30 mL.L™ e
pH inicial de 6,5. Foi concluido que é possivel a producdo de &cido propidnico a
partir de efluentes agroindustriais, porém as condicbes de processo devem ser
otimizadas para torna-lo economicamente viavel.

Palavras-chave: Acidos organicos, Processos Fermentativos, Residuos, Valorizagao.



ABSTRACT

Propionic acid is an organic acid used as a preservative in foods and seeds, and as
an ingredient in thermoplastics, medicaments, perfumes, fragrances and solvents. Its
production takes place by conventional chemical synthesis that uses petroleum as
raw material. Finding alternatives and more sustainable ways than the use of
petroleum products has been shown an interesting option to the production of
organic acids. The purpose of this study was to evaluate the propionic acid
production from agroindustrial effluents by fermentation, using a culture of
Propionibacterium acidipropionici CCT 4843. Whey, corn steep liquor and animal
feed effluent were used as substrate. The substrates composition was based on an
experimental design mixture, resulting in 10 samples. The substrates were fermented
in batch borosilicate glasses at a temperature of 35°C, initial pH 6.5 and 20 mL.L™
suspension of inoculum. After choose the substrate, a 3> factorial design was
carried out, to see how the variable hydraulic retention time, inoculum concentration
and pH affected the production of propionic acid. The propionic and other organic
acids were detected using a high-performance liquid chromatography (HPLC). The
corn steep liquor was chosen as the best a substrate for the factorial design,
because it showed the highest propionic acid yield, 0.79 g. g substrate™,propionic
acid productivity of 5.20 mg.L™*.h"* and production of 0.40 gL™. It was found that
hydraulic retention time and initial pH influenced on the yield and propionic acid
productivity, but the initial inoculum concentration did not influence the answers. The
highest propionic acid yield of 0.6275 g.g !, was obtained with 96 hours of hydraulic
retention time, inoculum of initial concentration of 20 mL.L™ and initial pH of 6.0.The
best propionic acid productivity was obtained for hydraulic retention time of 60h,
initial inoculum concentration of 30 mL.L™ and initial pH of 6.5. It was concluded that
propionic acid production is possible from agroindustrial waste, but the process
conditions should be optimized to make it economically viable.

Keywords: Organic acids, Fermentation Processes, Waste recovery.
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1 INTRODUCAO

A agroindustria gera residuos de elevado valor nutricional. Muitos desses
residuos, além de ndo serem aproveitados, tém elevado custo de tratamento para
atenderem aos padrdes oficiais de lancamento em cursos d'agua. O aumento de
custo do tratamento de residuos acarreta na elevacao do preco final dos produtos da
agroindustria. Em paises da Europa, como Italia, Reino Unido e Franca, os
subprodutos da agroindastria sdo utilizados para producdo de enzimas, acidos
organicos e biogés através da fermentagdo dos mesmos.

Varios sdo os subprodutos que podem ser utilizados como substratos em
processos fermentativos. A dgua de maceracao de milho é um exemplo, pois além
de ser de facil obtencdo, contém nitrogénio e aminoacidos livres em sua
composicdo. O soro de leite € um subproduto de laticinios obtido durante o processo
de coagulacdo do leite e que pode causar impactos ambientais consideraveis se
descartado no meio ambiente sem o devido tratamento. O efluente da producédo de
racdo animal € composto por residuos originarios da purga das caldeiras e da
lavagem de pisos e equipamentos durante o processo de fabricacdo da farinha
animal.Sua composicao final é basicamente proteica, para se obter a racao utiliza-se
como matéria prima subprodutos do abate de animais.

O &acido propidnico é utilizado como ingredientes na formulacdo de produtos
como termoplasticos, medicamentos, perfumes, aromas e solventes, e também
como conservante em alimentos e graos. A producdo comercial de acido propiénico
€ conduzida principalmente por sintese quimica utilizando matérias-primas obtidas
da sintese do petréleo. Porém, as preocupacBes ambientais relacionadas as
emissdes de carbono provenientes de fontes fésseis tornaram a procura por rotas
biotecnolégicas e fontes renovaveis um processo cada vez mais atraente. Uma
forma alternativa de obtencdo de acido propidnico € a partir do metabolismo
heterofermentativo da bactéria Propionibacterium acidipropionici. Neste contexto,
este trabalho teve por objetivo avaliar a producdo de acido propidnico a partir da
fermentacao de efluentes agroindustriais, sendo eles o soro de leite, milhocina e
efluente da producdo de racdo animal, utilizando a cultura de Propionibacterium

acidipropionici CCT4843 como inoculo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir acido propiénico a partir da fermentacdo de efluentes agroindustriais,

utilizando Propionibacterium acidipropionici CCT4843.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar, por meio de analises fisico-quimicas, os subprodutos,milhocina, soro
de leite e efluente da producéo de racdo animal;

e Definir, por meio do planejamento de mistura, a melhor propor¢céo de substratos
para producao do &cido propidnico;

e Definir as condi¢cbes da fermentacéo para produgao do acido propiénico utilizando
o melhor substrato obtido a partir do planejamento de misturas;

e Quantificar os &cidos propidnico, acético, latico e succinico através da

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 POLUICAO AMBIENTAL

A natureza possui mecanismos que alteram o meio ambiente, sobre os quais o
homem possui pouco ou henhum controle, como é o caso de terremotos, furacdes e
inundacdes. Porém, com a industrializacdo, alteracbes causadas por acles
antropogénicas ganharam importancia, surgindo novos problemas. A atividade
industrial provoca grande impacto ambiental, interferindo e alterando as
caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do ambiente, causando danos a
sobrevivéncia dos seres humanos e outras espécies (MARENGO et al., 2015).

A qualidade dos residuos gerados pela industria depende das matérias-primas e
dos processos que sao utilizados, fazendo com que o grau poluidor varie de
indUstria para industria. A poluicdo pode atingir a atmosfera, 4gua e o solo, gerando
problemas como o efeito estufa, contaminacado de corpos d’agua e degradacédo da
vida aquética e terrestre (PIERANGELLI, 1988; SANTOS, 2005). O efeito estufa, por
exemplo, ocorre devido a emissdo de gases ao meio ambiente, como o diéxido de
carbono (CO,) e o metano (CHy), e 0 acumulo destes gases impede que a radiacao
escape para 0 espaco, aquecendo a superficie da Terra mais que 0 necessario e
causando mudancas climaticas (CALLEGARI; GOLDEMBERG; VILLANUEVA,
2014).

A poluicdo das aguas altera as caracteristicas do ambiente, tornando-a imprépria
para a fauna aquatica que normalmente abriga e dificultando o tratamento para
torna-la prépria para o consumo humano. Um exemplo de poluicio em corpos
d’agua no Brasil é o Rio Tieté, situado no estado de Sao Paulo. Atualmente a maior
parte da poluicdo presente neste rio deve-se ao lancamento de esgoto doméstico
nao tratado proveniente dos moradores da bacia do Alto Tieté, além dos residuos
industriais e outros tipos de lixo doméstico. O rio possui uma nascente com agua
limpa e transparente e, conforme percorre as cidades, ocorre sua contaminagao. A
poluicdo s6 nao € maior porgque existem cachoeiras durante o percurso que auxiliam
na oxigenacdo da agua, promovendo a autodepuracdo do rio. O processo de
autodepuragdo € natural, no qual os agentes poluidores de origem organica
lancados em um corpo d'agua séo estabilizados, restabelecendo o equilibrio do meio

aguatico que haviano mesmo antes do lancamento de efluentes. Este processo
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envolve processos fisicos (diluicdo, sedimentacdo e reaeracdo atmosférica),
quimicos(alteragdo de pH e nutrientes) e biolégicos (oxidacdo e
decomposicdo)(SILVA; PORTO, 2003; VON SPERLING, 1996).0s microrganismos
aerobios decompdem a matéria organica presente no rio, consumindo o oxigénio
dissolvido (OD) do meio. Fatores como temperatura, concentracdo de oxigénio
dissolvido na &gua, luz solar e velocidade do curso d'agua interferem no processo de
autodepuracéo.

O despejo de efluentes com alta concentracdo de matéria organica e nutrientes
causa diversos problemas para o ecossistema aquatico, sendo um deles a
eutrofizacdo antropica, que pode ser considerada uma forma de poluicdo. Um dos
fatores responsaveis por essa ocorréncia € o excesso de nutrientes lancados nos
corpos d’agua, principalmente nitrogénio e foésforo, originarios de esgotos
domésticos, efluentes industriais e atividades agricolas. Este excesso é responsavel
pela proliferacdo de algas, alterando odor e cor da agua, diminuindo o oxigénio
dissolvido, ocasionando a mortandade de peixes e outros animais e reduzindo a
balneabilidade do local (ANDRADE, 2010; ROCHA; LOUGON; GARCIA, 2009).

3.2 UTILIZACAO DE SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS

Em todo o mundo h& geracdo de grande volume de subprodutos
agroindustriais, que sdo materiais resultantes do processamento industrial, mas que,
no entanto, ndo sdo o produto de interesse. Infelizmente, muitas vezes, a utilizacédo
destes subprodutos € restringida pelo conhecimento limitado de suas caracteristicas
fisico-quimicas e nutricionais. Por ser um material de baixo custo e facil
disponibilidade, estes subprodutos poderiam ser utilizados como substrato para
processos fermentativos, diminuindo seu acumulo no ambiente. Além disso, muitos
desses subprodutos tém elevado valor nutricional (DISHISHA et al., 2013; SANTOS
et al., 2012).

A gestdo dos residuos na industria passou a ser um fator determinante na
escolha dos processos de transformacédo de alimentos, pois a falta de eficiéncia nos
processos produtivos € uma das principais causas para o aumento da quantidade de
residuos.A tecnologia escolhida para tratamento dos residuos gerados deve ser
suficiente para gerar efluentes que atendem as regras ambientais estabelecidas pelo

CONAMA sobre lancamento de efluentes em corpos d'dgua, decretada na
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Resolugdo 430 de 2011, e também nédo deve ter custo elevado para ndo afetar
demais no preco final do produto (BRASIL, 2005; BRASIL, 2011; FIGUEIREDO,
2014; ROCHA et al., 2013).

Uma maneira de se baixar o custo com tratamento de residuos é promovendo
seu reaproveitamento. A utilizacdo de subprodutos na alimentagdo animal é pratica
comum no Brasil. Porém, alguns subprodutos poderiam ter usos mais nobres, como
producdo de enzimas celulases a partir dos residuos do processamento de acerola.
As fibras da casca do coco verde podem ser utilizadas para produzir vasos, tapetes
e acessorios automotivos e também na producéo de bio-6leo. J& o p6 da casca de
coco verde pode ser utilizado como substrato agricola no cultivo de plantas
envasadas. O pseudocaule da bananeira pode ser utilizado para fabricacdo de
papeis especiais e etanol. Os residuos do processamento de café e maracuja para
producéo de &cido citrico, e a casca de pinh&o e capa de pupunha para producéo de
carvao vegetal(ALVES, 2015; BISPO et al., 2014;FIGUEIREDO, 2014; GOTTI et.al.,
2013; MELO et al., 2015; ROSA etal., 2011).

3.2.1 Agua de maceracéo de milho

O processo de beneficiamento do milho pode ser realizado por via seca ou
umida. No processo a seco, retira-se 0 gérmen do grdo para ser usado na industria
de alimentos. No processo por via Umida, onde € obtido o amido, o gréo passa pelo
processo de maceracao, onde ha a separacdo do gérmen, fibras e endosperma. O
subproduto deste processo € chamado de milhocina ou agua de maceracédo de
milho, que contem grande quantidade de matéria organica e nitrogénio, entre outros
nutrientes. Por possuir elevada quantidade de matéria organica, a milhocina é um
dos grandes problemas de tratamento para as industrias (ABIMILHO, 2014
LIGGETT; KOFFLER, 1998).

A milhocina tem pH que varia de 3,7 a 4,5. Os teores de glucose chegam a
5% e de acido latico variam entre 5 e 15%, devido a um processo fermentativo que
se inicia logo apds a sua geracdo. O valor de DQO pode variar de 3600 mg.L™" a
14000 mg.L™. O teor de Nitrogénio Total (NT) tem valor médio de 1026 mg.L™ e de
Solidos Totais (ST) em torno de 7819 mg.L(LIGGETT; KOFFLER, 1998; LOSS et
al., 2009).
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A composicdo da milhocina varia com a condicdo e qualidade do grédo de
milho usado no processamento, porém sempre h&d a presenca de acucares
redutores, como glucose e frutose, aminoacidos, como prolina e cisteina, além de
minerais e vitaminas, que sao fonte de nutrientes para microrganismos. A presenca
de acido latico resultada fermentacdo que ocorre durante 0 processo de
maceragdo.A milhocina tem sido usada na fabricacdo de rac&o para ruminantes,
como fonte de nitrogénio para aves e fonte de nutrientes para o processo de
fermentacdo industrial para producdo de antibidticos (AMARTEY, JEFFRIES,
1994;:BERGER et al. 2014; FILIPOVIC, RISTIC, SAKAC, 2002; GAO, YUAN, 2011,
LIGGETT,KOFFLER, 1998;YANG et al.,2013).

3.2.2 Soro de leite

O soro de leite € um subproduto de laticinios gerado pela coagulacdo e
reducdo do pH do leite. Tem grande disponibilidade e possui alta qualidade
nutricional, pois é rico em proteinas solUveis, aminoacidos essenciais, vitaminas e
sais minerais (BARBOSA et al., 2010; LIZIEIRE; CAMPOS, 2014). No Brasil,
segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Queijo (Abiqg), sdo produzidas
cerca de 850 mil toneladas de queijo por ano, o que gera cerca de 6,8x10™litros de
soro por ano, ja que sdo gerados 8 litros de soro/quilo de queijo produzido.
Indastrias que ndo apresentam estrutura adequada para recuperacdo do soro,
possuem um efluente com teores mais elevados de matéria organica devido a
presenca de lactose,que € um dissacarideo composto por glucose e galactose, e por
isso deve ser tratado separadamente dos outros efluentes gerados no
processamento do leite (MAGANHA, 2006; ROHFES et al, 2011;SANTIAGO, 2013).
O soro é constituido de agua (93%) e de sélidos (7%). Os sélidos sdo compostos por
lactose (71%), proteina bruta (10%), gordura (12%) e sais minerais (11%) (LIZIEIRE;
CAMPQOS,2014).

O soro de leite é considerado um produto de elevado valor nutricional e que
movimenta o mercado nacional.Estudos e investimentos tém sido feitos para
reaproveitar a0 maximo esta matéria-prima. Vem sendo utilizado industrialmente em
varios processos por meio de evaporagdo, concentracdo e fermentagdo, para
elaboracdo de novos produtos ou como ingrediente nas industrias de bebidas,

panificacdo e sobremesas lacteas. A partir do soro pode ser obtido o soro de leite
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em po, lactose ou proteinas do soro, soro fermentado e soro com baixa
concentracdo de lactose. A lactose presente no soro pode ser fonte energética para
varios processos biotecnologicos, como para obtencdo de alcool. O soro em poé
também pode substituir o leite em p6 em produtos panificados e sorvetes, tendo um
bom desempenho industrial (MAGANHA, 2006; MIZUBUTI, 1994;ROHFES et al.,
2011; SANTIAGO, 2013).

3.2.3 Efluente da producéo de racao animal

Em 2002 a industria de nutricdo animal cresceu 7,17%, com um faturamento
de mais de US$ 7 bilhdes. Porém, com o aumento dos precos de matérias-primas,
os produtores de ragdo animal tiveram que readequar seus produtos, sem perder a
qualidade dos mesmos. Com isso a utilizacdo de subprodutos industriais para
fabricacdo de racdo animal se tornou uma opcéo viavel. Estes subprodutos séo
constituidos por penas, 0ssos, gorduras, visceras e sobras de carnes do abate e
processamento de frangos, suinos e perus (BELLAVER, 2001; MOREIRA,
2013;WOSIACK et al., 2013).

A producdo da farinha animal consiste basicamente na coc¢do dos
subprodutos em digestores, com ou sem presséo, por tempo variavel dependendo
do processo, separando a fracdo gordurosa, através de drenagem, prensagem ou
centrifugacdo, do residuo sélido, que é moido de acordo com a granulometria
requerida pelas especificacdes da empresa. O efluente gerado nesse processo €
muito poluente e é composto por residuos originarios da purga das caldeiras e da
lavagem de pisos e equipamentos, e pode ter a presenca de sangue, gorduras,
pelos, penas, carne, 0sso, pedacos de Orgdos internos, visceras e microrganismos
gue podem causar maleficios aos seres humanos. Em estudo realizado por Wosiack
et al. (2013) este efluente apresentou teores de Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO) de 10528 mg.L™, Nitrogénio Total (NT) de 1927 mg.L™ e Nitrogénio
Amoniacal de 1383 mg.L}(BELLAVER, 2001; MOREIRA, 2013; WOSIACK et al.,
2013). Devido aos elevados teores de DQO e NT, este efluente deve passar por

tratamento antes de ser langado em corpos d’agua.
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3.3 ACIDO PROPIONICO

Devido as preocupacdes com 0s custos e ao impacto ambiental dos
combustiveis fosseis,a producdo sustentavel de produtos quimicos a partir de
matérias-primas de origem renovavel tem sido meta de muitas empresas. O acido
propiénico, ou acido propandico, € obtido principalmente da industria petroquimica,
através da oxo-sintese ou através da oxidagdo em fase liquida de propano,
propionaldeido ou propanol. Sua producdo atual sofre oscilacfes pela variacdo das
matérias primas como propano e gas natural. O processo de oxo-sintese envolve
uma reacdo de etileno e mondxido de carbono para obter propionaldeido, um
intermediario, o qual é posteriormente oxidado para se obter, finalmente, o &cido
propiénico. Embora a sintese quimica seja economicamente viavel, o petréleo é um
recurso finito e de alto custo. Os desafios e restricbes para seu uso estao cada vez
maiores, incluindo a oferta limitada de petréleo e a necessidade de catalisadores
complexos. Com o aumento da poluicdo, existem estudos para aperfeicoar a sua
producdo de forma ambientalmente adequada. Uma das alternativas estudadas € a
producdo do acido propidnico a partir de processos fermentativos que utilizam
residuos agroindustriais como substrato (DISHISHA; ALVAREZ; HATTI-KAUL,
2012;GONZALEZ; CLOMBURG, 2013; MAGALHAES et al., 2014;
SUWANNAKHAM; YANG, 2005;YANG; EL-ENSASHY; THONGCHUL, 2013;
ZHUGE et al., 2014).

Este acido organico possui um alto valor agregado. Em 2009, a demanda
mundial de &cido propidnico foi de 293,4 mil toneladas, representando um mercado
de aproximadamente 530 milhdes de dolares (BIZZARI; GUBLER, 2004). Uma das
maiores produtoras de acido propidnico mundial, a BASF, produz este acido e seu
propionato para conservacao de gréos.No Brasil, de acordo com o banco de dados
Alice Web (2016), a importacdo de acido propidnico quase dobrou nos ultimos 5
anos, atingindo em 2015 o valor de aproximadamente 4,3 mil toneladas de acido
propidnico.

Alguns fatores tornam a producdo de &cido propidnico por processos
fermentativos interessante quando comparado a rota petroquimica. Porém, a baixa
concentracdo e rendimento do produto obtido pelos processos fermentativos séo
pontos negativos. Assim, torna-se necessario o aperfeicoamento do processo de

producdo para que seja eficiente e competitivo com 0 processo quimico (LIND;
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JONSSON; SCHNURER, 2005; MOCKAITIS et al.,, 2012; ZHANG; YANG, 2009;
ZHUGE et al., 2014).

O acido propidnico possui férmula molecular C3HgO,, € incolor, levemente
acido-picante e com forte odor. Este acido carboxilico e seus sais podem ser
utilizados como ingredientes na formulag&o de varios produtos como termoplésticos,
herbicidas, aromatizantes, medicamentos, perfumes e solventes. Os sais do acido
propionico foram listados como conservantes que pertencem a categoria conhecida
como aditivos alimentares seguros pela Food and Drug Administration (FDA) dos
Estados Unidos (2015). Devido a isso, existe um grande interesse na producdo de
acido propidnico por via fermentativa. Seu éster é muito utilizado como um aditivo
para aroma artificial de fruta, como citronela e geranil propionato (BOYAVAL,;
CORRE, 1995; GOSWAMI; SRIVASTAVA,2000; SUWANNAKHAM; YANG, 2005;
ZHANG; YANG, 2009; LIU, MA, XU, 2012). O acido propiénico também é usado para
evitar a proliferacdo de mofos e formacédo de elementos filamentosos na industria de
panificacdo, pois afeta a permeabilidade da membrana (VALSECHI, 2006). Tem
grande importancia na preservacdo de cereais ensilados e racdes animais, pois
possui acdo fungicida e bactericida. Seus sais sdo usados na conservacédo de
queijos e produtos panificados. Mais de 65% da demanda total de acido propibénico é
para producdo de seus sais de célcio e sodio que sdo utilizados na alimentacao
animal, conservacédo de graos e para conservacao de alimentos (SUWANNAKHAM,;
YANG, 2005). Em trabalho realizado por Tinzl-Malang et al. (2015), foi utilizado
acido propidnico para aumentar o prazo de validade e melhorar a textura em
produtos panificados. O acido propidnico, segundo o Departamento de Energia dos
EUA, esta entre os 30 melhores produtos quimicos utilizados como componentes
para produtos com diversas aplicacées (DISHISHA; ALVAREZ; HATTI-KAUL, 2012;
ZHUGE et al., 2014).

Novas aplicacbes tém sido estudadas para o acido propidnico, como
producdo de solventes ndo poluentes ao ar que podem substituir poluidores como
xilenos e certas cetonas, obtidos através da sua esterificacdo. Outra potencial
alternativa é para suplementacéo de dietas de ruminantes, visto que estudos in vitro
e in vivo mostram resultados benéficos ao ruminante, como aumento da
digestibilidade de forragens por microrganismos ruminais e aumento do rendimento
de leite (DOSSIE CONSERVANTES, 2014; GOULARTE et al., 2011; MELO, 2007).
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3.4 PRODUCAO DE ACIDO PROPIONICO POR PROCESSO FERMENTATIVO

A fermentacdo é uma rota ambientalmente adequada para producédo de 4cido
propidnico, pois pode utilizar substratos de baixo custo, como biomassa e residuos
agroindustriais, entre eles soro de leite e agua de maceracao de milho, reduzindo a
eliminagdo desses residuos na natureza. Outro fator interessante € que o acido
propidnico obtido deste processo é considerado natural e também pode ser utilizado
para conservacao de alimentos e racdes (SUWANNAKHAM; YANG, 2005).

O &cido propibnico é produzido por duas principais vias: via do succinato,
conhecida também como via dos acidos dicarboxilicos, em que o CO, é fixado ao
piruvato para formar o succinato, o qual é subsequentemente descarboxilado para
propionato; e a via de acrilato, em que o acido propionico é produzido a partir de
acrilato, com o lactato como um precursor. As diferencas entre as duas vias estao
nos intermediarios formados e na quantidade de energia derivada de cada via
(MELO, 2007).

A equacdo estequiométrica da formacdo de &acido propibnico por
Propionibactéria foi primeiramente descrita por Fitz, em 1978, a qual € conhecida por
Equacéo de Fitz (BOYAVAL; CORRE, 1995):

3 C3HgO3— 2 C3HgO,+ 1 CH;COOH +1 CO, + 1 H,O (Equagéo |)
3 Acido latico — 2 Acido Propidnico + 1 Acido Acético +1 CO, + 1 H,O

1,5 CeH1205 — 2 CaHgO, + 1 CH5COOH + 1 CO, + 1 H,0 (Equacio 1)
1,5 Glucose — 2 Acido Propionico + 1 Acido Acético +1 CO, + 1 H,O

Teoricamente, o rendimento maximo de acido propidnico a partir da glucose é
de 54,8% (g/g), tendo a proporgdo de 2:1 (mol/mol) entre os acidos propidnico e
acético. Porém, na pratica, o rendimento é inferior, pois parte do substrato é
consumido para crescimento celular (BOYAVAL; CORRE, 1995).

As Propionibactérias produzem éacido propibnico a partir da via
heterofermentativa, conhecida como ciclo dos acidos dicarboxilicos. Na Figura 1 é
apresentado a producdo de 4cido propibnico a partir da glucose, obtendo acetato,
succinato e dioxido de carbono como subprodutos. Ja na Figura 2, € apresentado a
via de producdo do acido propidonico a partir do lactato como fonte de carbono.
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Porém os rendimentos podem variar com as condicfes de fermentacdo e séo
altamente dependentes do pH. O acido propidnico pode ser produzido diretamente a
partir do soro de leite pela fermentacdo da lactose, gerando acido propidnico, ou
convertendo a lactose em lactato, para entdo fermentar o lactato a propionato
através da Propionibactéria. H& relatos de que o lactato tem sido preferido como
substrato a glucose e lactose para a producdo do acido propiénico (BARBIRATO,
CHEDAILLE, BORIES, 1997; LEWIS, YANG, 1992; ZHANG; YANG, 2009).

Figura 1: Via dos acidos dicarboxilicos por Propionibactérias.
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Figura 2: Producao de acido propidnico a partir do lactato.
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3.4.1 Cultura propidnica

As Propionibactérias sdo utilizadas para produgcdo do acido propidnico,
queijos com olhaduras, vitamina B12 e probioticos. Na producdo de gueijos com
olhaduras, a Propionibactéria consome o lactato do meio e produz acido propiodnico,

acido acético e CO,. Os acidos produzidos, junto com metabdlitos de catabolismo de
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aminoacidos, sdo 0s responsaveis pelo sabor do queijo. J& o CO, formado é
responsavel pelos orificios no corpo do queijo, que sdo chamados de "olhaduras"
(GARDNER, CHAMPAGNE, 2005; SCHUCK et al., 2013; SUWANNAKHAM, YANG,
2005; ZHANG; YANG, 2009). Ha varias espécies de Propionibactérias, entre elas a
P. acidipropionici, P. shermanii, P. freudenreichii subsp. shermanii, P. freudenreichii
subsp. Freudenreichii. Porém a espécie P. acidipropionici € a mais utilizada para
producado do acido propiénico (SUWANNAKHAM, YANG, 2005).

A Propionibactéria é anaerobia facultativa, mesofila, gram-positiva, néo-
esporulada, sem motilidade e pode metabolizar diferentes fontes de carbono para
obtencdo do &cido propibnico, como lactose, sacarose, acido latico, glicose, xilose e
glicerol. E através da fermentacdo destes compostos que a Propionibactéria obtém
energia e forma, além do acido propidnico, subprodutos como &cido acético, acido
succinico e dioxido de carbono. Acido pirtvico é produzido e acumulado no caldo de
fermentacdo, o qual é consumido para produzir &cidos succinico e acético
(ARGANARAZ-MARTINEZ et al., 2013; EL-ENSASHY; THONGCHUL,YANG 2013;
FILIPPONE; SINIGAGLIA; ALTIERI, 2014; GOSWAMI; SRIVASTAVA,2000; LIND;
JONSSON; SCHNURER, 2005).

3.4.2 Requerimento nutricional e parametros do processo

As condicdes de pH 6timas para crescimento bacteriano estdo no intervalo de
pH de 6 a 7, porém é relatado que 6,5 é o pH ideal para producdo de &cido
propiénico. A faixa de temperatura é de 30 a 37°C, sob condi¢cdes anaerébias. Em
pH abaixo de 4,5, ndo ha crescimento e atividade celular. No meio fermentativo deve
haver uma fonte de carbono, fonte de nitrogénio e nutrientes para crescimento e
manutenc&o celular e formacdo de produtos. Céations metélicos, como Mg?* e Mn*",
agem como catalisadores na producéo de acido propionico, aumentando a eficiéncia
do metabolismo celular, porém as Propionibactérias tém baixas necessidades
nutricionais, conseguindo manter sua viabilidade em diversas condigcbes ambientais
(FILIPPONE; SINIGAGLIA; ALTIERI, 2014;FREITAS et al., 2015; GOSWAMI,
SRIVASTAVA,2000; SUWANNAKHAM; YANG, 2005).

3.4.3 Inibicdo da producéo de acido propidnico
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As principais dificuldades encontradas no processo de fermentacdo para
obtencado do acido propidnico séo o lento crescimento das bactérias, a forte inibicéo
pelo produto final, a baixa produtividade e rendimento e a dificuldade na
recuperacédo do produto a partir do caldo de fermentacéo no qual ele foi produzido, o
que encarece o0 custo do processo. Entdo é importante aperfeicoar uma tecnologia
de fermentacdo para uma producdo econdmica de acido propibnico. Elevar a
concentracdo do produto final iria facilitar a sua separacao e recuperacao e, assim,
reduzir custos de producdo (GOSWAMI; SRIVASTAVA,2000; RICKERT; GLATZ;
GLATZ, 1998; SUWANNAKHAM; YANG, 2005).

Um dos fatores que inibe a producéo por fermentacédo do acido propibénico € o
préprio acido propiénico, pois ele tem um forte efeito inibidor no crescimento da
Propionibactéria e na producdo do acido, mesmo com uma concentracdo muito
baixa, como de 2 g.L™, como resultado da sua atividade antimicrobiana. O que
ocorre é que o acido propidnico perturba o gradiente de pH através da membrana
celular, e este gradiente € uma forca essencial para os anaerébios facultativos,
como € o caso das Propionibactérias, para fazer o transporte de nutrientes e
metabdlitos dentro e fora das células bacterianas. Manter um gradiente de pH
constante é necessario para as células numa condi¢do normal (MELO, 2007).

A membrana citoplasméatica impede que compostos ionizados difundam-se
para dentro das células bacterianas e apenas o &cido propiénico ndo dissociado é
capaz de se difundir através da membrana bacteriana para o citoplasma. Com um
pH alcalino no interior do citoplasma, o acido ndo dissociado, na sequéncia, é
dissociado em um préton e um anion de propionato, criando uma fuga para os
prétons para dentro. Para manutencdo da homeostasia celular, H® -ATPase
transporta ativamente prétons para fora da célula, levando a diminuicdo da energia
disponivel para as demais atividades metabdlicas. Isto deixa menos ATP para o
metabolismo celular, 0 que inibe o crescimento celular e producdo de &cido
propidnico (ADAMS,1999; GOSWAMI, SRIVASTAVA, 2000; GU, GLATZ, GLATZ,
1998; MELO, 2007).

O excesso de &acido propibnico presente no meio, além de diminuir a
producdo do acido propibnico, causada pela alteracdo no metabolismo das
bactérias, provoca maior geracdo de subprodutos, como o 4cido acético e succinico
(SUWANNAKHAM; YANG, 2005).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 SUBSTRATO

Os subprodutos agroindustriais utilizados como substrato para a producédo de
acido propibnico foram a milhocina (M), o soro de leite (SL) e a agua residuaria do
processamento de racao animal (RC), obtidos na regidao dos Campos Gerais,estado
do Parané.

A milhocina foi coletada 48 horas apés a imersdo do milho no tanque de
maceracdo e foi fornecida pela empresa Farinhas de Milho Sdo José, situada no
municipio de lIrati, no Parang, e que produz farinha de milho do tipo biju. O soro de
leite foi obtido do processo de producdo de queijo mussarela da empresa Queijos
Niemeyer, situada em Castro. A agua residuaria do processamento de racdo animal
foi obtida da empresa Focam, localizada em Carambei. A Focam produz racéo
animal utilizando como matéria-prima subprodutos do abate de animais.O efluente
foi coletado apds processo de floculacdo e flotacdo por ar dissolvido, processo
utilizado para remocao de Oleos e gorduras, reducdo de matéria organica e sélidos
suspensos. Os substratos foram coletados e armazenados em frascos de PET
(politereftalato de etileno), mantidos sob congelamento a -18°C até o momento do
uso. Todos os substratos, antes de serem utilizados, foram autoclavados a 121 °C, 1
atm por 20 minutos, filtrados a vacuo em ambiente estéril e estocados a 4 °C.Os
substratos de todos os ensaios tiveram seu pH padronizado para 6,5 antes de
comecar a fermentacao, utilizando solucdes aquosa de NaOH 4 mol L™ ou HCI 1 mol
L™,

4.2 CULTURA PROPIONICA

A cultura propibnica utilizada foi a cepa reativada Propionibacterium
acidipropionici CCT 4843, da Orla- Jensen, adquirida da Fundacdo André Tozello -
Colecao de Culturas Tropical. A cultura foi repicada em meio de conservacao
proposto por CALDERON (2012). Uma algada da cepa reativada foi transferida para
tubos de ensaio com tampas de rosca, contendo 8mL de meio de conservagéo.
Estes tubos foram incubados em estufa a 30°C por 48 horas. O meio de

conservagao foi composto por 1% de glucose, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de
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peptona, 0,1% de KH,;PO4, 0,2% de (NH4)>HPO, e 0,1% das solucbes 1 e 2 de
micronutrientes. Em ambos os meios, o pH foi ajustado para 7, antes de serem
autoclavados, com solucdo aquosa de NaOH, mol.L"* ou HCL 1 mol.L™. A solucéo 1
de micronutrientes era composta por 1% de MgSO,4.7H,0, 0,25% de MnSO4.H,0,
0,5% de ZnS0O,4.7H,0 e 0,5% de FeS0O,.7H,0. A solugdo 2 de micronutrientes era
composta por 1% de CaCl,.2H,O e 1% de CoCl,.6H,O. No preparo das duas

solucdes foi utilizada agua purificada em sistema Milli-Q.

4.3 FERMENTADOR

Os fermentadores utilizados foram vidros de borosilicato Duran® com tampa
de rosca e volume de 250mL (Figura 3), que foram operados em regime de
batelada. A fermentacéo ocorreu em estufa, com controle de temperatura de 35°C e
sem agitacao.O pH foi monitorado a cada 24 horas durante o processo fermentativo.

Figura 3: Frasco de vidro de borosilicato Duran®

4.4 ANALISES FISICO-QUIMICAS

A composicdo dos substratos foi determinada pelas analises de Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO), pH, Nitrogénio Total de Kjeldahl (NTK), Nitrogénio
amoniacal (N-NH,"), Sélidos Totais (ST), Solidos Totais Fixos (STF), Sélidos Totais
Volateis (STV), Sélidos Suspensos Totais (SST), Sélidos Suspensos Fixos (SSF),
Sdlidos Suspensos Volateis (SSV), todos descritos em APHA (1998).0 perfil de
acucares e acidos organicos foi determinado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).
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45 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A determinacdo de acucares e acidos organicos foi realizada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando uma coluna de excluséao
ibnica Aminex HPX-87H (300x7.8 mm) precedida por pré-coluna catiénica Cation-H
(Bio-Rad) em condicédo isocrética. Foi utilizado como eluente uma solu¢cdo 3mM de
acido sulfurico, preparada em &gua ultrapura e filtrada em filtro de nylon de 45um.
Foi utilizado um detector de indice de refracéo (IR). O volume de injecéo foi de 10uL
a um fluxo de 0,6mL min™. A coluna foi mantida a 60°C e o detector de indice de
refracdo foi mantido a temperatura de 35 °C. As amostras foram previamente
filtradas em filtro de seringa 0,22um. Os dados cromatograficos foram obtidos com o
software Empower® 2.

Para identificacdo dos &cidos organicos e acucares presente nas amostras,
primeiramente foi realizado analise em CLAE com os padrdes dos acidos succinico,
latico, acético e propibnico, todos a 1,2%, 0,9%, 0,75%, 0,6%, 0,45% e 0,3%, e dos
padroes de lactose, galactose e glucose, todos a 0,8%, 0,6%, 0,4%, 0,3%, 0,2%,
0,1% e 0,05%, obtendo-se as informacdes presentes na Tabela 1. A partir dos
resultados obtidos pelo cromatograma, foi montada a equacéo para cada um dos
padrbes estudados. A equacéo foi formulada a partir da concentracdo versus area. A
equacdao obtida foi utilizada para determinar a concentracdo de padrao presente nos

ensaios apos a fermentacao.

Tabela 1: Padrbes de &cido orgéanicos e aglcares.

Padrao Equacéao* r2 Tempo de
retencao (min)

Acido succinico y=805559x-9633 0,99 11,77
Acido latico y=581875x-23173 0,99 12,91
Acido acético y=335898x-9822,1 0,99 15,27
Acido propiénico y=408267x-10443 0,99 17,81
Lactose y=861771x-15868 0,99 7,91
Glucose y=774786x-12308 0,99 9,27
Galactose y=957032x-37051 0,99 9,85

*y=area; x=concentracdo do padr&o.
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46 QUANTIFICACAO DA BIOMASSA

A quantificagdo da biomassa presente no fermentado foi realizada pela

analise de Solidos Suspensos Totais (SST), conforme descrito em APHA (1998).

4.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram realizados dois planejamentos experimentais. O primeiro experimento
consistiu em um planejamento de misturas com trés componentes, no qual foi
avaliado a composicdo de substrato a qual obteve a melhor resposta para
rendimento (g de produto formado. g de substrato consumido™) e produtividade de
acido propidnico (g de &cido propiénico produzido.L™t.h). Apés obtida a melhor
proporcao de mistura de substratos, foi realizado um segundo planejamento no qual
foram avaliadas a influéncia das variaveis Tempo de Detencéo Hidraulica (TDH) ,
concentracéo inicial de inéculo e correcao inicial de pH para a mistura escolhida no
planejamento experimental anterior. Nos mesmos parametros descritos acima, esses
parametros foram calculados pelas equacfes 1 e 2. Foi considerado como substrato
a soma de glucose, galactose, lactose e acido latico. Para célculo do rendimento foi
utilizada a Equacgéo 1 (DORAN, 1995):

— (P1-PO)
Yp/s = (50—S1)

(Equacéo 1)

Onde:
Yp/s: Rendimento de acido propiénico(g de produto formado.g de substrato
consumido™);
PO e P1: Concentracdo inicial e final de produto, respectivamente (g.L™);

S0 e S1: Concentracdo inicial e final de substrato, respectivamente (g.L™).

Para calculo da produtividade volumétrica de produto, foi utilizada a Equacao
2(DORAN, 1995):

op=22 (Equagéo 2)

t1-t0

Onde:

Qp: Produtividade volumétrica de &cido propidnico (g.L™*.h™);



29

PO e P1: Concentrac&o inicial e final de produto, respectivamente (g.L™);
t0 e t1: Tempo inicial e final de fermentacao (h).

4.7.1 Planejamento de misturas

Este planejamento teve por objetivo avaliar a influéncia das misturas dos
residuos estudados na producao de acido propidnico, com relacdo ao rendimento e
produtividade. Foi realizado um planejamento de misturas ternarias do tipo Simplex
Centroide aumentado, totalizando 10 ensaios, no qual a soma das propor¢cdes dos
componentes das misturas € 1,0 (BARROS et al., 2001). A matriz do planejamento
foi obtida a partir do Software STATISTICA versédo 7.0 (StatSoft, Tulsa OK, USA)
para Windows. O volume utilizado do fermentador foi de 250 mL, e a fermentacéo
ocorreu em TDH de 78h, temperatura de 35°C, pH inicial do substrato corrigido para
6,5 e adicdo de 20mL.L™ de cultura propidnica em suspensdo. Foram coletadas
amostras a cada 24 horas para monitoramento do processo. Na Tabela 2 esta
apresentado o planejamento experimental de misturas, mostrando as diferentes

proporc¢des de volume dos substratos.

Tabela 2: Matriz do planejamento de misturas Simplex Centroide aumentado com trés componentes

Ensaio Variaveis codificadas Variaveis reais (mL)

M SL RC M SL RC
1 1,0 0 0 250 0 0
2 0 1,0 0 0 250 0
3 0 0 1,0 0 0 250
4 0,5 0,5 0 125 125 0
5 0,5 0 0,5 125 0 125
6 0 0,5 0,5 0 125 125
7 0,667 0,167 0,167 166,75 41,75 41,75
8 0,167 0,667 0,167 41,75 166,75 41,75
9 0,167 0,167 0,667 41,75 41,75 166,75
10 0,333 0,333 0,333 83,25 83,25 83,25
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4.7.2 Planejamento fatorial fracionado 3**

Apbs definida a melhor proporcéo entre os residuos para produgédo do acido
propidnico, a proxima etapa foi verificar como as variaveis TDH, concentracdo de
in6culo e correcao inicial de pH afetavam a producéo de acido propiénico (Tabela
3).Foi realizado um planejamento fatorial fracionado 3%, totalizando 9 ensaios
(BARROS et al., 2001). A matriz do planejamento foi obtida a partir do Software
STATISTICA versdo 7.0 (StatSoft, Tulsa OK, USA) para Windows.O processo

fermentativo ocorreu na temperatura de 35°C, sem agitacdo e em batelada.

Tabela 3: Matriz do planejamento fatorial fracionado 3%

Variaveis codificadas Variaveis reais
) Concentracéo Concentracéo
Ensaio ) pH . pH
TDH de inoculo o TDH de inoculo o
4 inicial 4 inicial
(mL.L™) (mL.L™)
1 -1 -1 -1 60 10 6,0
2 -1 0 1 60 20 7,0
3 -1 1 0 60 30 6,5
4 0 -1 1 78 10 7,0
5 0 0 0 78 20 6,5
6 0 1 -1 78 30 6,0
7 1 -1 0 96 10 6,5
8 1 0 -1 96 20 6,0
9 1 1 96 30 7,0

4.7.3 Anélise estatistica

Para as analises realizadas em triplicata, os resultados foram expressos como
meédia +/- desvio padrdo da média. Foram avaliados os dados experimentais quanto
a normalidade, segundo teste de Shapiro-Wilk, e homogeneidade pelo Teste de
Levene. Para os dados considerados normais e homogéneos (p>0,05), foi realizado
analise de variancia (Anova, p-valor<0,05 foi considerado significativo) seguido do
teste de Tukey (ao nivel de significancia de 95 %) para comparacdo de meédias
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(GRANATO; CALADO; JARVIS, 2014). Para avaliar os efeitos quantitativos das
variaveis independentes sobre as respostas do delineamento experimental Simplex
Centréide e do planejamento fatorial fracionado 3, foi aplicada a Metodologia de
Superficie de Resposta. A qualidade estatistica foi avaliada por meio do coeficiente
de determinacéo (R?) e do coeficiente ajustado (R?- adj) (BARROS et al., 2001).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS EFLUENTES

Os resultados de caracterizacdo dos efluentes utilizados estdo apresentados
na Tabela 4.

Tabela 4. Caracterizacgéo fisico-quimica dos efluentes de produc¢éo de racdo animal, milhocina e soro

de leite
Parametro (mg.L™Y) RC M SL

DQO 28239 + 1039,14" 19080+ 1616,30° 76737+ 3317,68?
pH* 5,77 + 0,062 4,00 + 0,10° 5,03 + 0,06°

N-NH4 5255 + 70,91° 101 + 3,39°¢ 303+ 7,05°
NTK 6673 + 76,44° 742 + 25,41° 1443 + 32,01°
ST 4119 + 55,94° 15623 + 230,48b 46537+ 745,32°
STF 1543 + 46,86° 5942 + 104,54b 9471 +1179,68%
STV 2575+ 95,04° 9680 + 149,89° 37066 + 1639,16%

SST ** 344 282 576

SSV ** 238 109 380

SSF ** 106 173 196

*Adimensional; **N&o realizado em triplicata.
*** | etras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa de acordo com o teste de
Tukey (p<0,05).

Os parametros avaliados neste estudo sdo de extrema importancia. Com
relacdo ao pH, ele indica o estado de neutralidade do efluente, pois se estiver fora
da faixa de 5 a 9, pode afetar o crescimento microbiano durante o tratamento do
efluente e também o corpo receptor do mesmo. Através da analise de sélidos totais
€ possivel verificar a eficiéncia do processo de remocdo de solidos do efluente. A

presenca de solidos em suspensdo no efluente pode acarretar no abrigo de
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microorganismos patogénicos, e além disso, solidos dissolvidos alteram o sabor e
odor da &gua, deixando-a inadequada para aplicagBes industriais. A elevada
presenca de matéria organica no efluente pode acarretar no rapido esgotamento do
oxigénio dissolvido, o qual € vital para processos tanto quimicos como biolégicos do
sistema. A presenca de nitrogénio pode indicar a presenca de matéria organica, e é
importante para controle da poluicdo das aguas, pois ele € utlizado para
crescimento microbiano e de algas, e na forma de amodnia (NH3) € toxico aos peixes.
Além disso, a sua presenca na forma de nitrato € associado a doengas como a
metahemoglobinemia. Por isso o tratamento de efluentes deve ser projetado para
converter o nitrogénio na forma N, evitando estes problemas (SANTOS, 2008,
FORESTI et al, 2010).

Apesar de resultados de caracterizacdo distintos, os trés efluentes
apresentam em comum teores de DQO e Nitrogénio Amoniacal fora dos padrdes de
lancamento exigidos pela Resolugdo CONAMA n° 430/2011 e Resolugdo SEMA n°
021/2009, com limites de DQO de até 225mg.L™ e Nitrogénio Amoniacal Total de
20mg.L*. Para o pH (entre 5 a 9), apenas a milhocina ficou fora do limite
estabelecido pela legislacdo (PARANA, 2009; BRASIL, 2011). Assim, todos eles
necessitam de tratamento antes de serem langados a um corpo d'agua. A
reutilizacdo destes efluentes como fonte de nutrientes é interessante, pois além de
se valorizar um subproduto que era considerado descarte, também ¢é possivel
diminuir os custos de tratamento dos efluentes, seja com a reducédo do volume de
efluentes a ser tratado e/ou da quantidade de reagentes quimicos e etapas para

tratamento dos mesmos.

5.2 RESULTADO DO PLANEJAMENTO DE MISTURAS

Na Figura 4 pode-se avaliar o comportamento do pH das amostras em
relacdo ao tempo de detencao hidraulica (TDH). Pode-se perceber o declinio do pH
ao longo do processo fermentativo. Nos ensaios em que o soro de leite estava
presente em maior porcentagem, o pH final apresentou seu menor valor, indicando
maior producdo de acidos nesses ensaios. O ensaio que apresentou 0 menor
declinio foi 0 3, com pH final de 5,99; e o ensaio 4 que obteve a maior formacéo de
acidos, com pH final com valor de 4,65. Pode-se notar reducdo dos valores de pH

em todos os ensaios, podendo-se afirmar que houve consumo de substrato com
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consequente producao de acidos organicos em todos eles, principalmente durantes
as primeiras 24 horas do processo.

Figura 4: Variacao do pH ao longo do processo fermentativo

pH

—#— Ensaio 1
Ensaio 2
Ensaio 3

Ensaio 4

—&— Ensaio 5

—¥— Ensaio 6

—@—Ensaio 7

——Ensaio 8

—>— Ensaio 9
0 10 20 30 40 50 60 70 80

—@—Ensaio 10
Tempo de Detencgdo hidraulica (h)

Nas primeiras 24 horas de TDH os valores de pH diminuiram em todos os
ensaios. A gqueda do pH indica que esta havendo producédo de acidos organicos. As
bactérias propidnicas apresentam pH 6timo de crescimento na faixa de 6,0 a 7,0, e
abaixo desta faixa de pH, o crescimento celular e a produtividade podem ser
afetados negativamente.

A Propionibacterium acidipropionici CCT 4843 metabolizou a lactose,
galactose, glucose e o &cido latico presentes nos substratos estudados. O consumo
destes nutrientes pode ser visualizado na Tabela 5, que mostra a quantidade de
nutrientes presentes no inicio e no final do processo fermentativo, e na Figura 5, que

mostra o consumo de nutrientes ao longo da fermentacao.
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Tabela 5.Concentracdes de nutrientes nos tempos de detengéo hidraulica de 0 e 78h.

_ Lactose (g.L™) Galactose(g.L™) Glucose(g.L™) Acido Léatico
Ensaios
Oh 78h Oh 78h Oh 78h Oh 78h
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,51+0,02 O
2 3,54+0,00 3,27+0,01 0,46+0,00 0,17+0,00 0,20+0,00 0 0,30£0,00 O
3 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,047+0,00 0,046+0,00 n.d. n.d.
4 1,68+0,00 1,32+0,00 0,23%+0,00 00,00 0,08x0,00 0 0,430,000 O
5 0,04+0,00 0 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,31£0,01 O
6 1,58+0,00 1,52+0,01 0,21+0,00 0,08+0,00 0,07+0,00 0 0,16x0,00 O
7 0,60+0,00 0,36+0,00 0,10+0,00 0 0,05%0,00 0 0,42+0,00 O
8 2,31+0,01 1,92+0,01 0,28+0,00 0,08+0,00 0,13%0,00 0 0,27£0,00 O
9 0,60£0,00 0,41+0,00 0,10+0,00 0 0,05x0,00 0 0,15x0,00 O
10 1,30+0,01 0,71+£0,00 0,16%0,00 0 0,07x0,00 0 0,28£0,00 O

*n.d. = ndo detectado.
Propor¢cdo entre os substratos M/SL/RC: 1) 1/0/0; 2) 0/1/0; 3) 0/0/1; 4)0,5/0,5/0; 5)0,5/0/0,5;
6)0/0,5/0,5; 7)0,6/0,2/0,2; 8)0,2/0,6/0,2; 9) 0,2/0,2/0,6; 10)0,33/0,33/0,33.
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Figura 5: Concentracdes de nutrientes ao longo da fermentacéo.
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Os nutrientes devem passar por transformacdes para que estejam disponiveis
para os microrganismos. A lactose é um acucar complexo, um dissacarideo, e nao é
diretamente metabolizada, assim, a bactéria propibnica, através de enzimas,
hidrolisa a lactose obtendo os monossacarideos galactose e glucose, substratos
metabolizaveis por essa bactéria. A glucose presente é o acucar de mais facil
consumo. Grassi (2012) obteve o0 mesmo resultado quando utilizou glucose para
producdo de n-propanol utilizando diferentes linhagens genéticas de
Propionibacterium.

Observa-se na Figura 5 que o acido latico, quando presente, foi
completamente consumido, demonstrando ser um nutriente facil de ser metabolizado
pela cultura propiénica. Na via fermentativa o acido latico esta presente em uma
etapa posterior a da glicélise, assim, as bactérias procuram vias mais curtas para
obtencéo de energia (MOCKAITIS et al., 2012).
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Os acidos organicos detectados, além do &cido propidnico, foram o acético e
0 succinico, que sao produtos gerados na fermentacdo e podem interferir na

producado do acido propidnico. As quantidades de acidos gerados estao na Tabela 6.

Tabela 6. Producaodos &cidos acético, succinico epropidnico.

Ensaios Acético (g.L ™) Succinico(g.L™) Propidnico(g.L™)
1 0,17+0,012 n.p. 0,40+0,01"°
2 0,11+0,00° n.p. 0,33+0,01¢
3 0,00+0,00' n.p. 0,00+0,00"
4 0,14+0,00% n.p. 0,51+0,012
5 0,03+0,00°f n.p. 0,130,018
6 0,08+0,00¢ 0,02+0,01 0,28+0,01°
7 0,16+0,01° 0,03+0,01 0,41+0,01°
8 0,14+0,00? n.p. 0,43+0,01°
9 0,09:+0,00 0,02+0,00 0,23+0,01
10 0,04+0,01° 0,02+0,00 0,23+0,01
p-ANOVA** p<0,001 - p<0,001

*n.p. = ndo produzido. ** Valores de probabilidade obtidos segundo ANOVA fator Unico. *** Letras
diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05).

Proporcdo entre os substratos M/SL/RC: 1) 1/0/0; 2) 0/1/0; 3) 0/0/1; 4)0,5/0,5/0; 5)0,5/0/0,5;
6)0/0,5/0,5; 7)0,6/0,2/0,2; 8)0,2/0,6/0,2; 9) 0,2/0,2/0,6; 10)0,33/0,33/0,33.

Observa-se na Tabela 6 que houve producdo de acido succinico nos ensaios
6,7,9 e 10. A presenca do &cido succinico ndo é interessante,pois nha via metabdlica
dos acidos dicarboxilicos, o acido succinico pode ser um produto secundario ou
entdo a enzima Succinil CoA tranferase pode agir no acido succinico, formando o
acido propionico. Entdo,se ndo houver atividade desta enzima, pode ocorrer a
diminuicdo do rendimento de acido propidnico.

Em algumas amostras foram detectadas presenca de &cido acético desde o
inicio da fermentacéo. O ensaio que apresentou maior producao de acido acético foi
0 ensaio 1 seguido dos ensaios 7, 4 e 8. Assim como 0 acido succinico, o acido
aceético € um produto secundario na via metabdlica da producéo do &cido propibnico,

ambos sendo gerado simultaneamente a producdo de acido propidnico. A geracao
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de ambos ndo é interessante no processo, pois além de utilizarem 0 mesmo
intermediario, o piruvato, a auséncia destes produtos secundarios facilitaria a
separacao e recuperacao de acido propibnico, reduzindo os custos de producéo.

Mesmo ocorrendo a producao de outros acidos organicos, os maiores valores
de producéo encontrados foram para o acido propioénico, indicando que as condi¢fes
empregadas e 0s nutrientes presentes nos substratos favoreceram a producao de
acido propibnico pela bactéria.

Analisando os dados apresentados na Tabela 6, as maiores producdes de
acido propiénico foram obtidas nos ensaios 4, 7 e 8.Pode-se observar que o0s
substratos desses ensaios continham soro de leite e milhocina, com as propor¢des
descritas na Tabela 2. Moreira (2013) e Barbosa et al. (2010) citam que a milhocina
e 0 soro de leite possuem micronutrientes necessarios para o desenvolvimento de
microrganismos, o que ira influenciar na producdo do acido propibnico. J& 0s
ensaios que apresentaram menor producao do acido foram os que continham maior
concentracdo de efluente de racdo animal.

O rendimento e a produtividade volumétrica de acido propionico foram o0s
parametros utilizados para analisar o desempenho da fermentacdo. O rendimento
indica a eficiéncia da conversdo do substrato em produto, ou seja, 0 quanto é
produzido de produto a partir de uma certa quantidade de substrato. Ja a
produtividade volumétrica representa a velocidade de producdo, sendo um fator
importante para avaliar a viabilidade econémica do processo. Com os resultados
apresentados na Tabela 7, observa-se que o rendimento obtido nos ensaios variou
entre 0,79e 0,13 g produto/g substrato; ja para produtividade volumétrica, os valores

ficaram entre 6,49 a 0,13 mg.L"*.h™.
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Tabela 7.Respostas de produtividade e rendimento do acido propidnico nos diferentes ensaios.

Ensaio Produtividade (mg.L>.h?)  Rendimento (g.g™)

1 5,20+0,001° 0,79+0,031%
2 4,27+0,013¢ 0,32+0,004'
3 0,00+0,000" 0,13+0,000"
4 6,49+0,0052 0,46+0,002
5 1,71+0,003¢ 0,38+0,015°
6 3,58+0,009° 0,66+0,014°
7 5,28+0,076° 0,50+0,013°
8 5,52+0,045° 0,43+0,011¢
9 2,90+0,141 0,47+0,030°
10 2,98+0,014' 0,21+0,003¢
p-ANOVA* p<0,001 P<0,0095

* Valores de probabilidade obtidos segundo ANOVA fator Unico. ** Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Propor¢cdo entre os substratos M/SL/RC: 1) 1/0/0; 2) 0/1/0; 3) 0/0/1; 4)0,5/0,5/0; 5)0,5/0/0,5;
6)0/0,5/0,5; 7)0,6/0,2/0,2; 8)0,2/0,6/0,2; 9) 0,2/0,2/0,6; 10)0,33/0,33/0,33.

Analisando os dados apresentados na Tabela 7, verifica-se que em todos os
ensaios houve producao de &cido propidnico.O rendimento da fermentacao depende
de vérios parametros de cultivo, como temperatura, pH e composi¢cdo do meio
fermentativo, que podem ser controladas. A produtividade de acido propiénico foi
baixa em todos os ensaios. JIN e YANG (1998) consideram produtividade baixa
quando o valor é menor que 1 g.L*h™. LIU, MA, XU. (2012) obtiveram produtividade
de 0,23 g.L*h™ utilizando xilose como fonte de carbono, temperatura de 30°C, pH
inicial de 6,0 e cultura P. acidipropionici ATCC 4875. No trabalho realizado por
ZHANG et al. (2015), utilizando a cultura P. acidipropionici, processo conduzido a
32°C e com controle automatizado de pH em 7 com adicdo de 6N de NaOH, foi
obtida produtividade de 0,21 g.L*h™, utilizando glucose como fonte de carbono e
0,07g.L*hutilizando glicerol, valores considerados baixos, porém superiores ao
encontrado neste trabalho.

Realizando a analise de correlacdo de Pearson (Tabela 8), observa-se forte
correlacéo linear significativa entre o consumo de acido latico e a producao de acido
propibénico (r= 0,76; p=0,010), nos indicando que a presenca do acido latico favorece
a producdo do acido propibnico. A presenca de glucose, galactose e lactose pela
analise de correlagdo ndo se mostrou significativa e nem obteve valores de
correlacéo altos. Outra correlacdo interessante observada foi em relagéo a producao

de acido acético e a producao de acido propidnico(r= 0,92; p<0,001), mostrando que
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a producdo de acido propiénico esta fortemente correlacionada com a producéo do
acido acético, o que reforca a relacdo que existe na equagado estequiométrica para
producdo de acido propidnico, e que a producdo do acido acético gera ATP que
fornecera energia para o metabolismo celular da cultura propidnica. A relacao entre
producdo de acido propibnico e o produtividade foi forte e significativa (r=0,99;
p<0,001), porém a relagcdo com o rendimento foi baixa e ndo significativa (r=0,57;
p=0,087).



Tabela 8: Correlacdo de Pearson para o planejamento de mistura.
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Variavel Lactose Galactose Glucose 'IA‘,C.'dO A‘E'C.io AC',dp Ac.'fio. Produtividade Rendimento
atico acético succinico propidnico
Lactose 1,00 ,7009 ,6523 ,1954 ,1399 ,2251 ,4026 , 3998 -,3590
p=--- p=,024 p=,098 p=,589 p=,700 p=,532 p=,249 p=,252 p=,308
,70 1,0000 ,9352 , 1449 ,3322 -,0082 ,5630 ,5579 -,1419
Galactose
p=,024 p=--- p=,000 p=,690 p=,348 p=,982 p=,090 p=,094 p=,696
Glucose ,55 ,9352 1,0000 ,0532 ,2963 -,0823 ,4398 ,4386 -,1533
p=,098 p=,000 p=--- p=,884 p=,406 p=,821 p=,203 p=,205 p=,673
o " ,19 , 1449 ,0532 1,0000 , 7555 -,0656 , 7628 7718 ,5437
Acido latico
p=,589 p=,690 p=,884 p=--- p=,012 p=,857 p=,010 p=,009 p=,104
. . ,14 ,3322 ,2963 , 7555 1,0000 ,0573 ,9225 ,9250 ,6968
Acido acético
p=,700 p=,348 p=,406 p=,012 p=--- p=,875 p=,000 p=,000 p=,025
. o ,2251 -,0082 -,0823 -,0656 ,0573 1,0000 ,0331 ,0293 , 1260
Acido succinico
p=,532 p=,982 p=,821 p=,857 p=,875 p=--- p=,928 p=,936 p=,729
Acido ,4026 ,6630 ,4398 , 7628 ,9225 ,0331 1,0000 ,9998 ,5681
propidnico p=,249 p=,090 p=,203  p=,010 p=,000 p=,928 = p=,000 p=,087
. ,3998 ,5579 ,4386 7718 ,9250 ,0293 ,9998 1,0000 5711
Produtividade
p=,252 p=,094 p=,205 p=,009 p=,000 p=,936 p=,000 = - p=,085
i -,3590 -,1419 -,1533 ,5437 ,6968 , 1260 ,5681 5711 1,0000
Rendimento
p=,308 p=,696 p=,673 p=,104 p=,025 p=,729 p=,087 p=,085 = -
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Analisando-se as Tabelas 9 e 10, pode-se verificar que a presenca de
milhocina influencia positivamente no rendimento, ou seja, € um substrato adequado
para a Propionibacterium acidipropionici CCT 4843 para producdo de &cido
propidnico. Dos efluentes estudados, o que resultou em melhor rendimento de acido
propibnico foi a milhocina, e a melhor produtividade de acido propibénico foi do
ensaio contento milhocina e soro de leite. Ja o efluente de racdo animal apresentou
efeitos néo significativos no processo fermentativo, e isto pode ter ocorrido devido ao
fato de este efluente poder conter residuos de produtos quimicos utilizados na
limpeza dos equipamentos e do piso, inibindo a fermentacéo propidnica. A interacéo
entre os substratos ndo se mostrou interessante estatisticamente (efeitos negativos

e nao significativos), sendo obtido melhores resultados quando ndo houve interacao.

Tabela 9- Efeitos estimados de cada fator para RMS em rela¢do ao rendimento de acido

propibnico.
Efeitos Erro Padréo t-valor p-valor
Milhocina (A) 0,7906 0,1024 17,7222 0,0045
Soro de leite (B) 0,3159 0,1024 3,0845 0,0539
Ragéao (C) 0,1642 0,1024 1,6004 0,2070
AB -0,4865 0,5154 -0,9438 0,4149
AC -0,3504 0,5154 -0,6797 0,5454
BC 1,8292 0,5154 3,5485 0,0381
ABC -6,5326 3,3984 -1,9222 0,1503

R2 0,9023
R2 ad] 0,7070
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Tabela 10 - Efeitos estimados de cada fator para RMS em relagdo a produtividade volumétrica de
acido propibnico.

Efeitos Erro Padréo t-valor p-valor
Milhocina (A) 5,2825 0,8841 5,9747 0,0094
Soro de leite (B) 4,3353 0,8841 4,9034 0,0162
Racéo (C) 0,1771 0,8841 0,2003 0,8540
AB 7,3548 4,4505 1,6525 0,1970
AC -3,0184 4,4505 -0,6782 0,5463
BC 6,2755 4,4505 1,4101 0,2533
ABC -12,9176 29,3409 -0,4403 0,6895

R2 0,9280

R2 ad] 0,7841

A equacao do modelo especial cubico ajustado para rendimento é dada por:

Yps =0,7905 X + 0,3159Y + 0,1642Z - 0,4865XY - 0,3504XZ + 1,8291YZ - 6,5326XYZ

Onde X é a proporcéo de milhocina, Y € a propor¢éo de soro de leite e Z € a
proporcao do efluente do processamento de racdo animal. Neste modelo é levado
em consideracdo os efeitos dos trés componentes puros, as interacdes binarias e a
interacdo entre os trés fatores. A representacdo do sistema de mistura com 3
componentes € mostrada na Figura 6, onde a mistura dos 3 componentes ndo é
interessante no momento, apenas a milhocina pura e a mistura entre soro de leite e
racdo possuem efeitos significativos. Porém a milhocina pura possui 0 maior
rendimento obtido.

A equacdo do modelo especial cubico ajustado para a produtividade

volumétrica € dada por:

Qp =5,2825X + 4,3353Y + 0,1771 Z + 7,3548 XY - 3,0184 XZ + 6,2755 YZ - 12,9176 XYZ

Onde X é a propor¢cdo de milhocina, Y € a proporcéo de soro de leite e Z é a
proporcao do efluente do processamento de racdo animal. Os efeitos presentes

neste modelos séo dos trés componentes puros, as interacdes binarias e a interacao
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entre os trés fatores. Para a produtividade, a interacdo entre os trés fatores néo é
adequado no momento, onde os componentes milhocina e soro de leite sdo mais
importantes, tanto individualmente, quanto a interacdo binaria entre estes dois
fatores.

Pode-se observar melhor os efeitos dos fatores no rendimento e produtividade
volumétrica de acido propidnico através das superficies de respostas. Na Figura 6 €
possivel observar que o maior rendimento pode ser atingido quando apenas
milhocina compde o substrato. Como é demonstrado pelo efeito positivo no modelo,
o rendimento é favorecido quando ha presenca de milhocina no meio fermentativo,
porém quando h& presenca de efluente de ragdo animal, o rendimento diminui. J&
com relacdo a produtividade, ocorre 0 mesmo quando h& presenca de efluente de
racdo animal, a produtividade diminui, porém quando h&a presenca de milhocina e
soro de leite, e também a mistura entre elas, hA um aumento da produtividade,
possuindo efeitos positivos significativos. Como a milhocina apresentou efeitos
positivos significativos tanto para rendimento como para produtividade, este

subproduto foi escolhido como substrato pra préximo planejamento.

Figura 6.Superficies de resposta para produtividade volumétrica e rendimento.
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5.3 PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONADO 3**

Apés andlise dos resultados de producdo de &cido propidnico obtida nos
diferentes ensaios, foi escolhido como substrato para este novo planejamento

experimental a milhocina, pois esta apresentou Otimos resultados tanto para
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rendimento como para produtividade de &cido propiénico, conforme pode-se
observar na Figura 6. Neste planejamento avaliou-se como as variaveis tempo de
detencdo hidraulica, pH inicial e concentracao inicial de inéculo influenciaram no
rendimento e produtividade de acido propiénico. Na Figura 7, pode-se observar o

comportamento do pH ao longo do processo fermentativo.

Figura 7. Variagcdo do pH ao longo do processo fermentativo.
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Como no planejamento anterior, houve decréscimo do pH nas primeiras 24
horas, porém no decorrer do processo, 0 pH manteve-se estavel, variando muito
pouco até o término do processo. Isto indica que houve rapido consumo de substrato
e producdo de acidos organicos nas primeiras 24 horas de fermentacéo e que apos
este periodo, com a reducdo do pH para valores fora do 6timo (com excecdo da
amostra 4), os microrganismos presentes no meio perderam a viabilidade, pois o pH
proximo de 5,0 é critico (BERESFORD et al., 2001;GARDNER; CHAMPAGNE
2005).Com relacdo ao consumo de substrato, a Propionibacterium acidipropionici
CCT 4843 metabolizou o &cido latico presente na milhocina. A concentracao inicial
do &cido latico foi de 0,856 g.L™ e ao final de todos os ensaios observa-se que todo
o acido latico foi consumido. Em um estudo realizado por LI et al. (2014), a 35°C e
48h de fermentacdo, houve consumo de 100% do acido latico presente no meio,
produzindo a maior quantidade de acido propionico, com rendimento de 69,9% do

total de acido graxos volateis produzidos.
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Na Tabela 9 observa-se os valores de producdo dos &cidos organicos
avaliados e de biomassa gerada.N&o foi detectado &cido succinico nestes ensaios,
apenas acido acético e propibnico. LEWIS e YANG (1992) realizaram uma
fermentacdo com a cultura P. acidipropionici em fermentadores de vidro a 30°C, com
pH 6,6 e TDH de 80 horas, utilizando lactato como fonte de carbono e néo

observaram producéo de acido succinico em quantidade significativa.

Tabela 9. Valores da producdo em g.L'1 de &cido acético, propiénico e de biomassa.

Ensaio Acido Acético  Acido Propidnico Biomassa
1 0,12+0,00° 0,42+0,00° 0,37+0,01°
2 0,07+0,00" 0,27+0,00" 0,67+0,01°
3 0,11+0,01° 0,43+0,00° 0,77+0,02°
4 0,09+0,00¢ 0,30+0,01¢ 0,2620,01"
5 0,1020,00' 0,39:0,00' 0,53+0,02¢
6 0,13+0,00° 0,48+0,00° 0,68+0,01°¢
7 0,13+0,00° 0,50+0,01° 0,89+0,02°
8 0,17+0,002 0,54+0,00% 0,53+0,02¢
9 0,14+0,00" 0,46+0,00° 0,64+0,03°
p-ANOVA* p<0,001 p<0,001 p<0,001

*Valores de probabilidade obtidos segundo ANOVA fator Unico. ** Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Variaveis do planejamento fatorial fracionado (TDH/Concentracéo de in6culo/ pH inicial): 1) 60/10/6;
2) 60/20/7; 3) 60/30/6,5; 4) 78/10/7; 5) 78/20/6,5; 6) 78/30/6; 7) 96/10/6,5; 8) 96/20/6; 9) 96/30/7.

Com relacéo a producao de acidos organicos, o ensaio 8 obteve o maior valor
tanto para o acido acético quanto para o acido propiénico, com diferenca estatistica
entre os ensaios. A relacdo molar de acido propidnico/acido acético (P/A) do ensaio
8 foi de2,57:1, que € maior que a relacdo molar de 2:1 relatada na literatura, o que
facilita a sua posterior separacdo e purificacdo do meio, porém muito préxima ao
obtido por Barbirato, Chedaille e Bories (1997), de 2,5:1, utilizando20 g.L™ de &cido
latico como fonte de carbono para a P. acidipropionici, 72h de fermentagédo a 30°C e
pH de 6,8, com producéo de 12,3 g.L™* de &cido propidnico e produtividade de 0,17
g.Lt.h?; e Rickert, Glatz, Glatz, (1998), que observaram relacéo de 2,2:1 utilizando
lactato como fonte de carbono, cultura Propionibacterium thoenii imobilizada em
alginato de calcio, temperatura de 32°C e pH 7(BARBIRATO, CHEDAILLE, BORIES,
1997; FURTADO, 1991).A producdo de acido propi6nico variou de 0,27 g.L™*a 0,54
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g.L™, ensaio 2 e 8, respectivamente, no qual a diferenca entre estes dois ensaios foi
o tempo de detencao hidraulica e pH.Dishisha et al. (2013), utilizando como fonte de
carbono 50 g.L™ de glicerol, cultura P. acidipropionici, com reciclo de células, pH de
6,5 e temperatura de 32°C, obteve producéo de 26,8 g.L™ de &cido propidnico, com
produtividade de 0,22 g.L".h".Gonzalez e Clomburg (2013) obtiveram 42 g.L* a
partir de 80 g.L™ de glicerol, com uma produtividade maxima de 0,36 g.L%.h™.
Kagliwal et al. (2012), em uma fermentacdo em batelada, pH de 6,0 e temperatura
de 37°C, utilizaram farinha de trigo integral, sendo o amido e o gluten fonte de
nutrientes, e obtiveram producédo de 48,61 g.L™de &cido propiénico, com 90 g.L™de
glucose. Goswami e Srivastava (2000) obtiveram producdo de 20,75 g.L™ de &cido
propiénico, com produtividade de 0,23 g.L".h?, em fermentacdo em batelada
conduzida a 30°C e pH 6,5, com concentracdo inicial de lactose de 47,7 g.L™.
Gardner e Champagne (2005), usando lactato como fonte de carbono, conseguiram
produzir depois de 72h de fermentacdo, aproximadamente 10g.L™* de &cido
propidnico. Comparando os dados, observa-se que a concentracao inicial de acido
latico na milhocina é baixo, apenas 0,856 g.L™, o que ira influenciar diretamente na
producdo do &cido propidnico, pois existe pouco substrato para a cultura propiénica
consumir e produzir seus metabdlitos. Outro fator que pode ter contribuido para a
baixa producéo de acido propiénico é a autoclavagem dos meios fermentativos, pois
isso provoca reacdes de escurecimento, onde grupos amino livres das proteinas
reagem com os carboidratos, o que resulta em perda de nutrientes que poderiam ser
utilizados pela cultura propionica (GARDNER;CHAMPAGNE, 2005).

Nota-se em relacdo a biomassa que houve diferenca estatistica entre os
ensaios, sendo o ensaio 7 com a maior producdo de biomassa, porém ndo ha uma
relacdo entre a producéo de &cido propibnico e a producdo de biomassa. Em estudo
realizado por El-Hagarawy, Slatter e Harper (1957), foi relatado que ndo ha uma
relacdo entre o numero de bactérias e a producéo de acidos organicos.

Com a andlise de correlacdo de Pearson (Tabela 10), observa-se uma forte
correlacao significativa entre a producéo de acido acético e acido propidnico (r=0,94;
p<0,001), e entre a producéo de acido propidnico e o rendimento (r=0,99; p<0,001).A

biomassa nédo apresentou correlacéo significativa entre as variaveis.
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Tabela 10: Correlacéo de Pearson para o planejamento fatorial fracionado

Variavel AC,".’O AC.'PIO. Biomassa Rendimento Produtividade
acético propidnico
. " 1,0000 ,9403 ,1581 ,9352 , 3186
Acido acético
p=--- p=,000 p=,685 p=,000 p=,403
Acido ,9403 1,0000 ,3974 ,9991 4647
propidnico p=,000 p= --- p=,290 p=,000 p=,208
) ,1581 ,3974 1,0000 ,4191 2427
Biomassa
p=,685 p=,290 p=--- p=,262 p=,529
) ,9352 ,9991 ,4191 1,0000 4811
Rendimento
p=,000 p=,000 p=,262 p=--- p=,190
. , 3186 ,4647 ,2427 ,4811 1,0000
Produtividade
p=,403 p=,208 p=,529 p=,190 p=---

Na Tabela 11sdo mostrados os resultados para rendimento e produtividade
para o &cido propidnico. O rendimento variou de 0,32 até 0,63g de A&cido
propi6nico.g™ de substrato, e para produtividade, variou de 3,79 até 7,24mg de &cido

propiénico.L™.h™.

Tabela 11. Respostas rendimento e produtividade para o &cido propidnico.

Ensaio Rendimento (g.g7)  Produtividade (mg.L™*h™)
1 0,49+0,00° 7,06+0,02°
2 0,32+0,00" 4,57+0,03°
3 0,51+0,01°¢ 7,24+0,072
4 0,35+0,019 3,79+0,09"
5 0,45+0,00' 4,97+0,02f
6 0,56+0,00° 6,13+0,05°
7 0,59+0,01° 5,24+0,08°
8 0,63+0,00° 5,59+0,02¢
9 0,54+0,00° 4,84+0,04'
p-ANOVA* p<0,001 p<0,001

*Valores de probabilidade obtidos segundo ANOVA fator Unico. ** Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Variaveis do planejamento fatorial fracionado (TDH/Concentracao de inéculo/ pH inicial): 1) 60/10/6;
2) 60/20/7; 3) 60/30/6,5; 4) 78/10/7; 5) 78/20/6,5; 6) 78/30/6; 7) 96/10/6,5; 8) 96/20/6; 9) 96/30/7.

Houve diferenca estatistica entre 0s ensaios, tanto para a resposta
rendimento quanto para produtividade de acido propiénico. O maior rendimento

obtido foi no ensaio 8, porém, a maior produtividade foi para o ensaio 3. O ensaio 3
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também é viavel, pois apresentou um bom resultado em um tempo menor, 0 que
pode ser interessante economicamente. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato
de o célculo de produtividade levar em consideracdo o TDH, que variou entre os
ensaios. O rendimento variou entres 0s ensaios. Observou-se que com valores de
pH menores o rendimento foi maior. Lewis e Yang (1992)utilizaram lactato como
fonte de carbono e em pH 6,60btiveram rendimento de 0,52 g.g™, j4 com um pH de
6,0 o rendimento aumentou para 0,56g.g de &cido propi6nico. Boyavale Corre
(1995) indicam baixa produtividade para valores iguais ou menores que 0,03 g.L ™ .h"
! assim os valores obtidos neste trabalho ndo sdo satisfatérios.Rickert, Glatz, Glatz
(1998) utilizaram lactato como fonte de carbono na proporcdo de 78 g.L™, com
células imobilizadas de Propionibactérias, e obtiveram producéio de 22g.L™ de acido
propidénico, com rendimento de 49,2%.

Em relacdo ao rendimento e produtividade de &cido propibnico, utilizando
milhocina como fonte de carbono, foi observado como os fatores TDH, pH inicial e
concentracdo inicial de inoculo influenciam nestas respostas. As Tabelas 12 e 13
mostram os valores dos efeitos do planejamento experimental. Todos os fatores
apresentaram, de acordo com as analises estatisticas, efeitos significativos (p<0,05)
em relacdo ao rendimento, porém com relacdo a produtividade apenas os fatores
TDH e pH inicial tiveram efeitos significativos (p<0,05).

Tabela 12. Efeitos das variaveis no rendimento de &acido propibnico.

Efeitos Erro Padréo t-valor p-valor

Mean/Interc. 0,493004 0,002305 213,9005 0,000022
TDH (L) 0,145153 0,005646 25,7105 0,001509
TDH (Q) -0,061486 0,004889 -12,5757 0,006264
Concentracao de 0,060119 0,005646 10,6487 0,008704
inéculo (L)

Concentracao de -0,039470 0,004889 -8,0728 0,015000
inéculo (Q)

pH inicial (L) -0,157755 0,005646 -27,9427 0,001278
pH inicial (Q) 0,034550 0,004889 7,0664 0,019444
R2 0,998900

R2 adj 0,995600




respostas (Figuras 8 e 9).
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Tabela 13.Efeitos das varidveis na produtividade volumétrica de acido propiénico

Efeitos  Erro Padrdo t-valor p-valor

Mean/Interc. 5,49170 0,092938  59,08972 0,000286
TDH (L) -1,06454 0,227651  -4,67620 0,042816
TDH (Q) -0,79753 0,197152 -4,04527 0,056023
Concentragéo de 0,70440 0,227651 3,09422 0,090494
in6culo (L)

Concentragao de -0,67471 0,197152 -3,42226 0,075803
inéculo (Q)

pH inicial (L) -1,86505 0,227651 -8,19256 0,014574
pH inicial (Q) 0,48679 0,197152 2,46911 0,132256
R2 0,985200

R2 adj 0,940600
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Pode-se visualizar melhor os resultados através dos gréficos de superficies de

Figura 8. Superficies de respostas para o rendimento de acido propidnico.
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Pode-se observar pela Figura 8, que os maiores rendimentos ocorreram no
nivel mais alto de TDH, independente da concentracdo inicial de in6culo, com pH

inicial entre 6,5 a 6,0. O maior rendimento obtido foi de 0,6275 g de acido

propionico.g™ de substrato, com TDH= 96h, pH inicial de 6,0 e concentrac&o inicial
de in6culo de 20 mL.L™. Porém o ensaio 7 também apresentou um bom rendimento,
de 0,5880 g de acido propidnico.g™ de substrato, com TDH= 96h, pH inicial de 6,5 e
concentracdo inicial de in6culo de 10mL.L™, confirmando que o TDH no maior nivel
possui efeito significativo no rendimento; e o pH inicial no menor nivel estudado
possui um efeito significativo no rendimento, independente da concentracao inicial

de in6culo, o que é uma vantagem, pois pode-se usar uma menor concentracao
inoculo sem afetar o rendimento.

Figura 9.Superficie de resposta para o resultado de produtividade de acido propiénico.
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A Figura 9 apresenta a superficie de resposta contendo em seus eixos 0S
fatores pH inicial e TDH, pois ambos fatores tiveram efeitos significativos na
produtividade de acido propidnico. A superficie indica que no nivel mais baixo de
TDH foi obtido o maior valor para produtividade, visto que na equagao da

produtividade é levado em consideracdo o tempo de detencdo hidraulica do

processo, entdo se o TDH for menor para uma mesma concentracdo de produto
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final, a produtividade consequentemente sera maior. Ja para o pH inicial, foi obtido o
mesmo resultado para o rendimento, pois nos niveis mais baixos de pH foram
obtidos maiores valores de produtividade de acido propidnico, visto que o pH na
faixa de 5 a 6 pode favorecer a producédo do acido propioénico (ZHUGUE et al.,
2014). Isto também € importante em um processo, pois gasta-se menos reagente
para atingir o pH desejado.
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6 CONCLUSOES

Pode-se concluir que a bioproducdo de 4cido propidnico por
Propionibacterium acidipropionici € possivel e apresenta potencial para, no futuro,
substituir processos de sintese quimica a base de petroleo.

A milhocina e o soro de leite foram os substratos que possibilitaram maior
geracdo de &cido propidnico e o efluente da producdo de racdo animal né&o foi
favoravel para este fim. O ensaio que apresentou melhor rendimento foi o que
continha apenas milhocina como substrato, com rendimento de 0,79 g acido
propidnico/g substrato, produtividade de 5,20 mg.L™.h™ e producéo de 0,40g.L™.

As variaveis TDH e pH inicial influenciaram no rendimento e na produtividade
de acido propidnico dentro das condi¢Bes estudadas, porém a faixa de concentracéo
inicial de in6culo estudada nao influenciou nas respostas.

Embora a producdo do &cido propidnico ndo tenha alcancado grandes

valores, sua producao por processos fermentativos se mostrou bastante prospera.
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7 SUGESTOES

Com os resultados obtidos neste trabalho e com o conhecimento adquirido,

sao sugeridas as seguintes propostas:

e Verificar como a bactéria Propionibacterium acidipropionici se comporta em
meio sintético utilizando como fonte de carbono apenas acido latico;

e Verificar se agitacdo e imobilizacdo celular podem melhorar o rendimento e
produtividade;

e Avaliar diferentes processos de conducdo para fermentacdo propidnica
(descontinuo, descontinuo alimentado e semi-continuo);

e Suplementar a milhocina com &cido latico e verificar como se comporta a

cultura propiodnica, e se é viavel economicamente.
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