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RESUMO

Neste trabalho, estudou-se a fermentacdo de glicerol por um consorcio bacteriano
aderido a suportes de silicone em reatores anaerobios de fluxo ascendente, em duas
configuragBes: R_T (filtro anaerdbio) e R_S (fluxo-pistdo), operados continuamente a
diferentes condicbes de pH, TDH e cargas de glicerol (puro e bruto). Foram estabelecidas as
condicBes Otimas para obter 1,3-PDO como principal produto. No reator R_T, além do 1,3-
PDO (méaximo 0,47 mol/mol-gli), etanol foi produzido, especialmente a pH acima de 8 e carga
de glicerol (gli-LR) menor do que 10 g/L'd (maximo 0,20 mol/mol-gli). As produces de 1,3-
PDO e etanol estiveram relacionadas as bactérias adaptadas as varia¢oes de gli-LR e pH do
reator ao longo do periodo operacional. O biofilme aderido as mangueiras (in6culo) teve baixa
diversidade, com dominancia de Pseudomonas, Lactobacillus e Raoultella. Apés 1 ano de
alimentacdo com glicerol, Pseudomonas foram substituidas por bactérias anaerobias, incluindo
géneros produtores de 1,3-PDO: Lacrimispora e Clostridium (40% das sequéncias). No reator
R_S, operado com aumento progressivo da gli-LR, os rendimentos mais elevados (em média)
de 1,3-PDO foram 0,43 mol/mol-gli e 0,62 mol/mol-gli, alcangcados com gli-LR de 18 e 46
g/Ld, quando alimentou-se com glicerol puro e bruto, respectivamente. A produtividade
méaxima de 1,3-PDO (14,7 g/L.d) foi obtida com glicerol bruto. O biofilme aderido ao silicone
(in6culo) teve baixa diversidade, com dominancia de Lactobacillus (70,6%) e
Klebsiella/Raoultella (23,3%). Apds 293 dias de alimentacdo com glicerol puro, a abundéncia
de Klebsiella/Raoultella diminuiu na biomassa aderida e na suspensdo (9,7% e 7,4%,
respectivamente). Além disso, o género Clostridium e membros da familia Ruminococcaceae
foram majoritarios. Apds a alimentacdo com glicerol bruto, Clostridium foi parcialmente
substituido por Eubacterium na suspensdo e permaneceu majoritario na biomassa aderida,
indicando que as bactérias aderidas ao suporte converteram glicerol em 1,3-PDO. Em ambos
0s reatores também surgiram géneros que ndo consomem glicerol, como: Actinomyces e
Eubacterium (em R_T), Anaerobacter e Acetitomaculum (biomassa sedimentada em R_S).
Estes sobreviveram as expensas de material de decaimento celular. Os resultados foram muito
promissores para uma aplicacdo em grande escala, inclusive com altas cargas de glicerol bruto.
Além dos estudos em reatores continuos, experimentos em batelada confirmaram as tendéncias

observadas em modo continuo com respeito a producdo de 1,3-PDO e etanol como subproduto.

Palavras-chave: fermentacdo de glicerol; 1,3-propanodiol; etanol; carga organica; biofilme;
consorcio microbiano.



ABSTRACT

In this work, the fermentation of glycerol by a bacterial consortium attached to silicone
supports was studied in upflow anaerobic reactors in two configurations: R_T (anaerobic filter)
and R_S (plug flow), operated continuously at different conditions of pH, HRT, and glycerol
loads (pure and crude). Optimal conditions were established to obtain 1,3-PDO as the main
product. In the R_T reactor, in addition to 1,3-PDO (maximum 0.47 mol/mol-gly), ethanol
was produced, especially at pH above 8 and glycerol load (gly-LR) lower than 10 g/L-d
(maximum 0.20 mol/mol-gly). 1,3-PDO and ethanol productions were related to the bacteria
adapted to the variations of gly-LR and pH during the operational period. The biofilm attached
to the silicone (inoculum) had low diversity, with Pseudomonas, Lactobacillus, and Raoultella
dominance. After 1 year of glycerol feeding, Pseudomonas were replaced by anaerobic bacteria,
including 1,3-PDO producing genera: Lacrimispora and Clostridium (40% of the sequences).
In the R_S reactor, operated with a progressive increase of gly-LR, the highest yields (on
average) of 1,3-PDO were 0.43 mol/mol-gly and 0.62 mol/mol-gly , achieved with gly-LR of
18 and 46 g/L.d, when fed with pure and crude glycerol, respectively. The maximum
productivity of 1,3-PDO (14.7 g/L.d) was obtained with crude glycerol. The biofilm attached to
the silicone (inoculum) had low diversity, with dominance of Lactobacillus (70.6%) and
Klebsiella/Raoultella (23.3%). After 293 days of feeding with pure glycerol, the abundance of
Klebsiella/Raoultella decreased in the attached biomass and the suspension (9.7% and 7.4%,
respectively). In addition, the genus Clostridium and members of the Ruminococcaceae family
were the majority. After crude glycerol feeding, Clostridium was partially replaced by
Eubacterium in the suspension. It remained the majority in the attached biomass, indicating that
the attached-to-silicone bacteria converted glycerol into 1,3-PDO. In both reactors, non-
degrading glycerol genera have also emerged, such as: Actinomyces and Eubacterium (in R_T),
Anaerobacter, and Acetomaculum (sedimented biomass in R_S). These bacteria survived at the
expense of cellular decay material. The results were very promising for scale-up application,
even with high loads of crude glycerol. In addition to the studies in continuous reactors, batch
experiments were carried out, and the trends observed in the production of 1,3-PDO and ethanol

as a by-product in continuous mode were confirmed.

Keywords: glycerol fermentation; 1,3-propanediol; ethanol; organic load; biofilm; microbial
consortium.



RESUMEN

La fermentacion de glicerol por un consorcio bacteriano adherido a soportes de silicona
fue analizada en reactores anaerobicos de flujo ascendente, en dos configuraciones: R_T (filtro
anaerobico) y R_S (flujo de pistdn), operados en continuo a diferentes condiciones de pH, HRT
y cargas de glicerol (puro y crudo). Se establecieron las condiciones éptimas para obtener 1,3-
PDO como producto principal. En el reactor R_T, ademas de 1,3-PDO (maximo 0,47 mol.mol-
gli1), se produjo etanol, especialmente a pH superior a 8 y carga de glicerol (gli-LR) inferior a
10 g/L.d (mé&ximo 0,20 mol/mol-gli). Las producciones de 1,3-PDO vy etanol estuvieron
relacionadas con la adaptacion de las bacterias a las variaciones de gli-LR y pH del reactor
durante el periodo de operacidon. La diversidad en el biofilm adherido a los soportes (indculo)
fue baja, con dominancia de Pseudomonas, Lactobacillus y Raoultella. Después de 1 afio de
alimentacion con glicerol, Pseudomonas fueron reemplazadas por bacterias anaerobias,
incluidos los géneros productores de 1,3-PDO: Lacrimispora y Clostridium (40% de las
secuencias). En el reactor R_S, operado con aumento progresivo de gli-LR, los mayores
rendimientos (en promedio) de 1,3-PDO fueron 0,43 mol/mol-gli y 0,62 mol/mol-gli,
alcanzados con gli-LR de 18 y 46 g¢/L.d, cuando se aliment6 con glicerol puro y crudo,
respectivamente. La méaxima productividad de 1,3-PDO (14,7 g/L.d) se obtuvo con glicerol
crudo. El biofilm adherido a la silicona (in6culo) tuvo baja diversidad, con dominancia de
Lactobacillus (70,6%) y Klebsiella/Raoultella (23,3%). Después de 293 dias de alimentacion
con glicerol puro, la abundancia de Klebsiella/Raoultella disminuy6 en la biomasa adherida y
en la suspension (9,7% y 7,4%, respectivamente). Ademas, el género Clostridium y los
miembros de la familia Ruminococcaceae fueron mayoritarios. Después de la alimentacion con
glicerol crudo, Clostridium fue parcialmente reemplazado por Eubacterium en la suspension y
permanecid mayoritario en la biomasa adherida, lo que indicd que las bacterias adheridas al
soporte convirtieron el glicerol en 1,3-PDO. En ambos reactores también surgieron generos que
no consumen glicerol como: Actinomyces y Eubacterium (en R_T), Anaerobacter y
Acetomaculum (biomasa sedimentada en R_S). Estos sobrevivieron a expensas del material de
descomposicion celular. Los resultados fueron muy prometedores para una aplicacion a gran
escala, incluso con altas cargas de glicerol crudo. Ademéas de los estudios en reactores
continuos, experimentos en modo discontinuo confirmaron las tendencias observadas en

continuo, con respecto a la produccion de 1,3-PDO y etanol como subproducto.

Palabras clave: fermentacion de glicerol; 1,3-propanodiol; etanol; carga organica;
biopelicula; consorcio microbiano.
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1 INTRODUCAO

O mercado dos biocombustiveis é influenciado pela demanda por combustiveis e
politicas nacionais de incentivo. A Unido Europeia ¢ a principal produtora mundial de biodiesel,
tendo produzido 32,3% em 2021, seguida pelos USA (18,1%), Indonésia (15,0%) e Brasil
(12,2%) (OECD-FAO, 2021).

O biodiesel € produzido a partir de uma reacgéo de transesterificacdo de gordura vegetal
ou animal em meio alcalino, cujo principal subproduto obtido é o glicerol. Estima-se que a
producdo global de biodiesel ird aumentar a 50 bilhdes de litros até 2030, com o aumento da
producdo por paises emergentes. No Brasil, atualmente, é exigido um percentual de 12% de
biodiesel ao diesel, enquanto a Indonésia introduziu o0 B30 (30%) em 2020 (OECD-FAO, 2021).

Um fator ainda preocupante é o excesso de glicerol gerado, cujo processo de purificagdo
é custoso e que, a depender de sua origem, contém impurezas como gorduras residuais, sais,
metanol, sabdes e catalisadores, que dificultam o seu aproveitamento. A busca por alternativas
para agregar valor ao glicerol bruto tem crescido com o aumento da demanda mundial por
biodiesel, sendo de grande importdncia o estudo de técnicas que viabilizem o seu

aproveitamento.

O glicerol pode ser convertido biologicamente, via fermentacdo, em diversos produtos de
interesse de mercado. A conversdo ocorre por duas rotas metabolicas: a redutiva, em que se
obtém exclusivamente 1,3-propanodiol (1,3-PDO) como produto e a rota oxidativa, em que se
podem obter outros produtos, tais como H, etanol, butanol e &cidos carboxilicos
(GARLAPATI; SHANKAR; BUDHIRAJA, 2016; MONTEIRO et al., 2018; MOSCOVIZz;
TRABLY; BERNET, 2016).

Os métodos quimicos tradicionais para obtencdo do 1,3-PDO tém custo elevado,
especialmente por requisitos como o uso de catalisadores e condi¢des de temperatura e pressao
elevadas. Por outro lado, é possivel produzir o 1,3-PDO por via bioldgica, onde o substrato

mais estudado € o glicerol, cuja rota redutiva da fermentacéo resultaem 1,3-PDO como produto.

Alguns micro-organismos sdo capazes de converter o glicerol em 1,3-PDO, acidos
graxos (acetato e butirato) e etanol. Outros oxidam o etanol e promovem o alongamento de
cadeia dos &cidos graxos. O sinergismo entre as espécies permite alcancar uma eficiente
coproducdo de 1,3-PDO e outros subprodutos de interesse (LENG et al., 2019; YANG, F.;
HANNA; SUN, R., 2012).

A producdo de 1,3-PDO por culturas mistas de bactérias favorece a aplicacdo em escala
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real, sem requisitos de esterilizacdo e ainda com a possibilidade de utilizar o glicerol bruto, o
que o torna mais vantajoso em comparacéo a culturas puras (DIETZ; ZENG, 2014; GALLARDO
etal., 2014; MOSCOVIZ; TRABLY; BERNET, 2016; VARRONE et al., 2017).

Entretanto, os dados publicados na literatura ainda séo insuficientes para garantir a sua
viabilidade. Dessa forma, é necessario avancar cientificamente para esclarecer a influéncia de

alguns parametros operacionais, visando maximizar o rendimento do 1,3-PDO.

No presente estudo, foram avaliadas as melhores condigdes operacionais para obtencéo
de rendimentos elevados de 1,3-PDO por meio da fermentacdo do glicerol puro e bruto por
culturas mistas de bactérias em testes em batelada e em reatores anaerobios de operacdo
continua, além da caracterizacdo da comunidade microbiana como ferramenta para
complementar o estudo a nivel microbioldgico, fornecendo os dados necessarios para ampliar

a producdo cientifica e incentivar a aplicacdo do processo com maior simplicidade de operacéo.

1.1 OBJETIVO GERAL E ESPECIFICOS
Objetivo geral: Estudar a fermentacdo de glicerol puro e bruto em reatores anaerobios

continuos com diferentes condigdes operacionais e duas configuracfes de meio suporte.

Para alcancar este objetivo propGem-se 0s seguintes objetivos especificos:

e Estudar a influéncia de pH, concentracdo de glicerol, hidrogénio e doadores de elétrons,
nos rendimentos de 1,3-propanodiol em sistemas descontinuos (batch)

e Promover o crescimento e adesdo de uma cultura mista de bactérias anaerdbias

consumidoras de glicerol em meio suporte de silicone para aplicacdo em reatores continuos

o Definir as melhores condic¢des operacionais de TDH, pH e carga aplicada de glicerol, para
obter melhores rendimentos de 1,3-propanodiol em reatores anaerébios continuos com

meio suporte (filtro anaerdbio de fluxo ascendente)

e Auvaliar a producéo de etanol versus 1,3-propanodiol em reatores continuos alimentados
com glicerol puro e adi¢do variavel de bicarbonato de sodio

e Caracterizar a comunidade microbiana dos reatores por meio da extracdo de DNA e

sequenciamento genético do gene 16S RNAr das biomassas coletadas

« Verificar a ocorréncia de mudangas nas espécies dominantes influenciadas pelas condi¢es

aplicadas aos reatores ao longo da operacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo sera apresentado o levantamento bibliografico relacionado ao tema desta
da presente tese, explicitando desde a formacéo de glicerol até as possibilidades de

reaproveitamento, processos e micro-organismos envolvidos.

2.1 PRODUCAO DE BIODIESEL E GERACAO DE RESIDUOS

O mercado dos biocombustiveis é influenciado pela demanda por combustiveis fosseis
e pelas politicas nacionais de incentivo. O cenario mundial sofreu mudancas influenciadas por
questBes atuais como a pandemia causada pelo coronavirus, que levou a uma restri¢cao no setor
de transportes e diminuicdo da demanda por combustiveis, além da invasao russa ao territério
ucraniano, que tem causado um choque entre o mercado de energia e de agricultura quanto a
destinacao dos alimentos produzidos para fins alimenticios e para producao de energia. Assim,
a demanda por biocombustiveis sofreu uma diminuicéo entre os anos 2019-2020, recuperando-
se em 2021 (OECD, 2022).

A Unido Europeia é a principal produtora mundial de biodiesel, tendo produzido 32,3%
em 2021, seguida pelos EUA, Indonésia e Brasil (18,1, 15,0 e 12,2%, respectivamente). Espera-
se que o consumo global de biocombustiveis aumente especialmente nos paises em

desenvolvimento, que tendem a elevar o percentual na mistura combustivel (OECD-FAO, 2021).

Estima-se que a producdo global de biodiesel ira aumentar a 50 bilhdes de litros até
2030, com o aumento da producdo pelos paises emergentes. A Indonésia introduziu 30% de
biodiesel adicionado ao diesel (B30) em 2020 e pretende implementar o B35 em janeiro de
2023, em meio as expectativas de que o preco do petroleo bruto continue em alta. No Brasil, 0
Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) aprovou resolugéo que estabelece o teor 12%
de mistura obrigatdria do biodiesel ao diesel fossil em 2023, com aumento para 15% de forma
progressiva até 2026 (BRASIL, 2023).

Quimicamente, o biodiesel & composto por ésteres metilicos de acidos graxos (FAME)
que se produzem a partir de uma reacdo de transesterificacdo de um 6leo vegetal ou gordura
animal com um alcool, catalisada por hidroxido de potassio (KOH) ou de sédio (NaOH) (Figura
1), cuja mistura ao 0leo ou gordura provoca diminuicdo da viscosidade, gerando uma mistura
bifasica de biodiesel e glicerol. Além de dleos vegetais e gordura animal, pode-se obter o
biodiesel a partir de 6leos de cozinha utilizados e algas que acumulem triglicerideos (BART;
PALMERI; CAVALLARO, 2010; KAUR et al., 2020; MONTEIRO et al., 2018).
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Contudo, um fator relacionado a producdo de biodiesel que ainda é preocupante € o
excesso de glicerol gerado como principal subproduto (0,10 kg por kg de biodiesel produzido),
denominado glicerol bruto, que apresenta coloracdo escura e contém impurezas como gorduras
residuais, sais, metanol, sabdes e catalisadores, que dificultam a sua absorc¢do pelo mercado
devido a necessidade de purificacdo. O teor de impurezas pode variar de 20% a 60% a depender
da mateéria-prima, eficiéncia catalitica e das etapas de preparacédo e purificacdo do biodiesel
(CHATZIFRAGKOU et al., 2011; KAUR et al., 2020; MONTEIRO et al., 2018; DIETZ;
ZENG., 2014).

Figura 1 - Reacdo de transesterificacdo e producédo de biodiesel
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Fonte: Adaptado de LEE et al. (2015)

O glicerol obtido junto ao biodiesel, pelo processo convencional de transesterificagéo,
necessita de uma etapa de purificacdo para ser comercializado no setor alimenticio ou
farmacéutico (pureza entre 96 e 99,5%), que consiste na remocéo dos sais dissolvidos, da cor e
de impurezas de 0Oleos e graxas, concentracdo e/ou destilacdo. Algumas plantas de biodiesel
utilizam o glicerol bruto para produgédo de energia ou 0 vendem sem nenhum tratamento, pois
apesar de contribuir para a valorizacdo do residuo, a purificacdo ndo € viavel para empresas de
pequeno e medio porte e, portanto, torna-se um residuo de dificil destinacdo (ARDI; AROUA;
HASHIM, 2015; BART; PALMERI; CAVALLARO, 2010; MONTEIRO et al., 2018).

Desta forma, é necessario apresentar alternativas que viabilizem o aproveitamento do
glicerol bruto, sem a necessidade de purificacdo. O desenvolvimento de biotecnologias que
permitam o aproveitamento do glicerol residual, priorizando a obtengéo de produtos de valor
agregado, ird viabilizar a ascensdo da producdo de biodiesel (OECD-FAO, 2021).
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2.2 FERMENTACAO DO GLICEROL: PRODUCAO DE 1,3-PROPANODIOL E OUTROS
SUBPRODUTOS

A busca por alternativas para agregar valor ao glicerol residual tende ao crescimento
com uma maior demanda mundial por biodiesel. O preco de comercializagdo do residuo ndo
compensa os custos aplicados ao seu refino. Dessa forma, o uso do glicerol como matéria-prima
ou substrato para a producdo de compostos de valor agregado torna-se mais atrativa (VIVEK
etal., 2017).

O glicerol é considerado uma matéria-prima alternativa aos aglcares e carboidratos na
producdo de compostos quimicos e combustiveis em processos fermentativos (BART et al.,
2010). Em ambos os casos, a aplicacdo do glicerol como fonte de carbono é mais vantajosa,
devido ao seu elevado grau de reducdo (CLOMBURG; GONZALEZ, 2013; VIVEK et al.,
2017).

Além das impurezas ja citadas, o glicerol bruto contém nutrientes, como fosforo, sédio,

calcio, nitrogénio e enxofre, o que facilita a sua fermentacdo (ZENG; BIEBL, 2002).

Em condicbes anaerdbias o glicerol pode ser metabolizado pela célula bacteriana por
meio de duas rotas paralelas: (i) rota redutiva, onde o 1,3-PDO é produzido pela desidratacéo

do glicerol a 3-hidroxipropanaldeido (3-HPA) com a atuacdo de uma enzima B12-dependente.

O 3-HPA formado é reduzido a 1,3-PDO por uma NADH-oxidorredutase, regenerando
o NAD; (ii) rota oxidativa, onde o glicerol é oxidado a piruvato (glicélise) via dihidroxiacetona
(DHA). A formagéo de DHA ocorre por desidrogenacao seguida por fosforilagdo para formar
piruvato. Durante a fermentacéo, o piruvato obtido na glicélise e o 3-HPA competem pela
NADH-oxidorredutase para formar outros produtos, tais como etanol, acido acético, butanol
etc. (SARRIS; PAPANIKOLAQOU, 2016). As rotas bioquimicas descritas estdo esquematizadas
na Figura 2.
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Figura 2 - Rotas bioldgicas associadas a producéo de 1,3-PDO e outros subprodutos
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De acordo com BIEBL et al. (1998), o 1,3-propanodiol é o produto caracteristico da
fermentacdo do glicerol, formado por uma etapa de desidratacdo e reducdo. Os equivalentes
redutores e a energia necessarios devem ser produzidos pela oxidagéo de glicerol a &cido acético
e a acido butirico em Clostridium (com menor rendimento). A formagéo de etanol a partir do

glicerol ndo fornece equivalentes redutores, pois é redox-neutro.

Os subprodutos formados dependem dos micro-organismos envolvidos e das condigdes
aplicadas ao processo (LEE et al., 2015; ZENG; BIEBL, 2002). Portanto, o rendimento e
propor¢do dos produtos ira depender da combinacdo e estequiometria das vias redutiva e

oxidativa. De acordo com Zeng; Biebl (2002) o rendimento de 1,3-PDO ¢ favorecido quando
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acido acético é o Unico subproduto da via oxidativa e, nesta combinacgéo, o rendimento de 1,3-

PDO é méaximo (67 % mol/mol de glicerol consumido), conforme as equacdes:

CH20H-CHOH-CH20H + H20 > CH3COOH + COz+ Hz + 4 [H] )

2 CH,0OH-CHOH-CH20H + 4 [H] » 2 CH20H-CH2-CH20H + 2 H,0O (2

3 CH20H-CHOH-CH20H > CH3COOH + CO; + Hz + 2 CH20H-CH2-CH20H + H,0
©)

Outros estudos também ja demonstraram que o rendimento de 1,3-PDO é maximo
quando se obtém &cido acético como Unico subproduto da rota oxidativa (CLOMBURG;
GONZALEZ, 2013; GARLAPATI; SHANKAR; BUDHIRAJA, 2016; MONTEIRO et al.,
2018; MOSCOVIZ; TRABLY; BERNET, 2016; VERAS et al., 2019a).

Além da influéncia dos micro-organismos dominantes no processo fermentativo, a
distribuicdo dos produtos da fermentacdo € influenciada pelas condigcdes operacionais
aplicadas. Dessa forma, o controle dos parametros operacionais e o entendimento das rotas na
fermentacdo do glicerol sdo de grande importancia nesse processo (VARRONE; SKIADAS;
GAVALA, 2018).

Poucos micro-organismos sdo capazes de fermentar glicerol a 1,3-PDO (rota redutiva).
O glicerol é convertido a piruvato através da dihidroxicetona-fosfato (Figura 2). No
metabolismo de Klebsiella, o piruvato é clivado a acetil-CoA e formato, gerando etanol, acetato,
CO2 e H.. Um balanco dos equivalentes redutores é requerido, resultando na conversédo de
glicerol a 3-hidroxipropanaldeido (3-HPA) via glicerol desidratase e subsequente reducdo a 1,3-
PDO (ROSENBERG et al., 2013).

De acordo com Biebl et al. (1999), as bacterias dos géneros Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter (familia Enterobacteriaceae), Lactobacillus e Clostridium, séo capazes de produzir
1,3-PDO. Porém, a mistura dos produtos que derivam da formacdo de piruvato por
dihidroxiacetona € variavel e depende do micro-organismo. Enquanto Klebsiella forma etanol,
formato, lactato, acetato e 2,3-butanodiol (2,3-BDO), Clostridium também pode produzir

butirato e butanol e ndo produzir 2,3-BDO. Os produtos variam e dependem tanto do micro-
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organismo quanto das condi¢bes de crescimento, incluindo pH e concentracdo de glicerol
(ROSENBERG et al., 2013; ZHU et al., 2021).

Para o calculo de rendimentos teoricos por Klebsiella pneumoniae,(ROSENBERG et
al., 2013) consideram separadamente a geracdo de ATP por duas vias: (i) a rota de producdo de
acido acético e (ii) a rota de etanol e concluem que a primeira tem rendimento de 1,3-PDO
cinco vezes maior do que a de etanol, que resulta em maior rendimento de biomassa e de ATP.
Ja as bactérias da espécie Clostridium butyricum, produzem butirato e/ou acetato pelo
metabolismo de glicerol, sendo a formagdo de butirato mais favoravel a sintese de biomassa,
uma vez que produz mais ATP. Sendo assim, para ambas as espécies, a rota que favorece a

producdo de acido acético é também a de maior rendimento de 1,3-PDO.

Para Zeng et al. (1997), a producéo de 1,3-PDO é maxima quando butirato e hidrogénio
ndo sdo produzidos e o valor maximo de rendimento teorico é de 0,72 mol de 1,3-PDO/mol de
glicerol. Considerando que acetato ou butirato sejam produzidos, os autores consideraram que
a rota de acido acético resulta em rendimento de 1,3-PDO 30% maior do que na formacao de
acido butirico, com rendimento teérico maximo de 0,65 mol de 1,3-PDO/mol de glicerol com

formacao de H., sendo mais favoravel a producéao 1,3-PDO.

Quanto a habilidade de produzir 1,3-PDO, dentre as enterobactérias, K. pneumoniae
utiliza glicerol e produz 1,3-PDO, enquanto Klebsiella oxytoca produz muito menos 1,3-PDO
a partir de glicerol. K. oxytoca possui a atividade de 1,3-propanodiol desidrogenase e ndo possui
a glicerol desidrogenase. Outras espécies de Klebsiella ndo crescem fermentativamente em
glicerol e possuem a enzima glicerol desidrogenase, mas ndo a 1,3-PDO desidrogenase
(ROSENBERG et al., 2013; GRIMONT; GRIMONT, 2005). Quando Enterobacter agglomerans
crescem anaerobicamente em glicerol, o produto majoritario é 1,3-PDO; acetato, etanol e
formato também sdo produzidos em quantidades significativas, enquanto lactato e succinato
sdo minoritarios (ROSENBERG et al., 2013).

Diante do exposto, as rotas bioquimicas de fermentacdo do glicerol podem resultar em
diversos produtos, a depender das condi¢es impostas e dos micro-organismos envolvidos. Nos
proximos topicos, serdo discutidas as formagdes de 1,3-PDO e de alguns subprodutos da rota

oxidativa.
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3.1.1 1,3-propanodiol

O 1,3-propanodiol (1,3-PDO) é um diol (Quadro 1) intermediario na producdo de
poliésteres e poliuretanos, vastamente utilizado nas industrias de alimentos, cosméticos e
farmacéutica. Além disso, é utilizado na industria quimica como mondmero precursor do
politrimetileno tereftalato (PTT), polimero importante de grande demanda no setor téxtil.
Conforme cresce a producédo de PTT, espera-se que também aumente a demanda por 1,3-PDO,

sendo, portanto, um produto de alto valor agregado.

Além do setor téxtil, 0 1,3-PDO possui diversas aplicagdes em outros setores industriais
como: adesivos, laminados, compdsitos, tintas, produtos de limpeza e anticongelantes
(GARLAPATI; SHANKAR; BUDHIRAJA, 2016; MARKETANDMARKETS, 2019. O
mercado de 1,3-PDO no ano 2020 foi avaliado em US$ 401,7 milhdes com um crescimento
estimado de US$ 292,4 milhGes de 2019 a 2024, apresentando uma taxa média anual de
crescimento de 11,4%, ja considerando o impacto causado pela COVID-19, sendo a América
do Norte responsavel por 74% deste crescimento (DA SILVA RUY et al., 2020).

Quadro 1 - Estrutura molecular e propriedades do 1,3-PDO

HO” """ oH

Formula: CsHgO:

Nomenclaturas: 1,3-propanodiol, propileno glicol, 1,3-dihidroxipopano
Peso molecular: 76,09 g/mol

Densidade: 1,0597 g/L (25 °C)

Fonte: A autora (2023)

Os métodos quimicos tradicionais mais utilizados para obtencdo do 1,3-PDO foram
desenvolvidos por Shell e Degussa (atualmente dominados por DuPont) e baseiam-se na
conversdo catalitica de 6xido de etileno (Shell) e de acroleina (Degussa) a 1,3-PDO. Contudo,
a sintese quimica requer condigdes de elevadas temperatura e pressdo, uso de catalisadores
guimicos que aumentam o0s custos do processo, além de produzir compostos intermediarios
toxicos (KAUR et al., 2020; SUN et al., 2018; KNIFTON et al 2003; VIVEK; PANDEY;
BINOD, 2016).
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O 1,3-PDO também pode ser obtido por processos bioldgicos como a fermentagéo,
porém ndo é produzido por conversdo anaerdbia de nenhum outro substrato organico que nao
seja o0 glicerol. A biossintese de 1,3-PDO pela fermentacdo de glicerol € mais vantajosa em
relacdo a sintese quimica, caracterizando-se como uma opg¢do sustentavel, ao passo que
contribui para agregar valor ao glicerol residual gerado. Alguns estudos tém aplicado como
estratégia a co-fermentacao com acgucares como a glicose, contando com a conversao de glicose
em glicerol para obter 1,3-PDO e elevar seus rendimentos (FOKUM et al., 2021; SAXENA et
al., 2009).

A maioria dos estudos que obtiveram rendimentos proximos ao valor maximo teorico
de 0,72 mol 1,3-PDO.mol glit, sugerido por Zeng et al. (1997) e Biebl et al., (1999), utilizou
culturas puras de bactérias na fermentagdo e co-fermentagcdo de glicerol. Entretanto, isto
envolve algumas exigéncias, como condicOes estéreis e um meio nutricional mais complexo,
que dificultam a aplicacdo em grande escala (NAKAZAWA et al., 2017; VIVEK; PANDEY;
BINOD, 2016).

Muitos estudos ja reportaram a obtencdo de 1,3-PDO por fermentacéo de glicerol (quase
sempre puro) e com operacdo em batelada ou batelada alimentada, cujos rendimentos de 1,3-
PDO obtidos estiveram entre 0,5-0,7 mol.mol-gli* (Tabela 2). Outros trabalhos que reportaram
rendimentos maiores utilizaram estratégias que ainda ndo sdo viaveis a nivel industrial, como
melhoramento genético de espécies, ou ainda pela co-fermentacdo com algum outro substrato,
normalmente glicose. (LEE; JUNG; OH, 2018) realizaram modificacdo genética de K.
pneumoniae eliminando os genes responsaveis pela formacdo de subprodutos como lactato e
formato e dos reguladores de DHA para uma maior conversdao del,3-PDO. Os autores

obtiveram rendimentos de 1,3-PDO de 0,76 mol.mol™ via fermentac&o de glicerol em batelada.

Moscoviz; Trably; Bernet (2016) conduzindo experimentos em batelada com cultura
mista, relataram que o 1,3-PDO teve maximo rendimento quando o acetato era o Unico
subproduto, mas diminuiu quando o etanol e o formato foram coproduzidos. Ao analisarem a
correlagéo entre as comunidades microbianas e as fermentacdes, 0s autores concluiram que a
producéo de 1,3-PDO esteve correlacionada positivamente com acetato e negativamente com
lactato, etanol e hidrogénio. Os autores também demonstraram que o rendimento de 1,3-PDO
diminui quando etanol e formato s&o produzidos juntos, atingindo um minimo de 0,11 mol.mol-
glit e, nessa situagdo, ocorre maximo crescimento de biomassa; dessa forma, o glicerol é

utilizado para a formacéo de biomassa, diminuindo o rendimento de 1,3-PDO.
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A sintese biologica de 1,3-PDO também encontra alguns desafios e barreiras
econémicas, como baixos rendimentos e produtividade quando 0s processos ocorrem a
temperatura ambiente, pressdo atmosférica e principalmente em bateladas. Uma excelente
alternativa é a aplicacdo do modo de operacdo continua ou em bateladas alimentadas (fed-
batch). A operacgéo de biorreatores em modo continuo e com céelulas imobilizadas contribui para
melhorar a produtividade do processo, aumentando a densidade celular no meio (SAXENA et
al., 2009; ZENG; BIEBL, 2002).

Os estudos com reatores em opera¢do continua ainda necessitam ser mais explorados.
Gallardo et al., (2014) obtiveram 0,52 mol de 1,3-PDO por mol de glicerol consumido
utilizando cultura mista de bactérias em um reator continuo do tipo EGSB (Expanded Granular
Sludge Bed). Nakazawa et al. (2017) obtiveram o maximo rendimento de 1,3-PDO de 0,43
mol.mol-gli* utilizando cultura mista em reator continuo tipo UASB (Upflow Anaerobic Sludge
Blanked). Veras (2019) alcangou rendimentos variaveis de 0,4 a 0,5 mol.mol-gli? utilizando
culturas mistas também em reator tipo UASB utilizando glicerol puro e bruto como substrato.
Varrone et al. (2017) relataram elevado rendimento de 0,63 mol-1,3-PDO.mol-gli* em reator

continuo tipo CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor) e cultura mista.

3.1.2 Bioetanol

O bioetanol se classifica como um biocombustivel, cuja matéria-prima é uma biomassa
renovavel, vastamente utilizado no setor de transportes, sendo produzido a partir de milho e

cana-de-acgucar pelos principais produtores mundiais: EUA e Brasil, respectivamente.

Considera-se de primeira geracdo o etanol derivado da fermentacdo de agucares simples
e/ou de amido (fonte alimenticia), enquanto o etanol de segunda geragdo deriva da conversao
de uma matéria-prima lignoceluldsica; para o de terceira geracao, algas e residuos alimentares
sdo matéria-prima (MELENDEZ et al., 2022).

Os estudos voltados a producdo de bioetanol estdo principalmente focados na descoberta
de novos micro-organismos, naturais ou geneticamente modificados, para a obtencgéo de etanol
a concentracOes finais significativas. Ou ainda, estdo focados em processos de otimizagéo,
modelagem e desenvolvimento de novas configuracGes de fermentacdo, a fim de potencializar
a utilizacdo de varios subprodutos, residuos e/ou material renovavel bruto como substrato
(SARRIS; PAPANIKOLAOU, 2016).
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Adicionalmente, os processos biotecnologicos que nao requerem condicdes assépticas
ou pre-tratamento, como € o caso da producdo a partir de matéria lignoceluldsica, tornam-se
mais atrativos, especialmente pela reducéo dos custos operacionais. Dessa forma, a otimizagéo
de condicGes para o reaproveitamento do glicerol residual para obtencédo de etanol pode ser uma

interessante alternativa.

Glicose, dissacarideos, xilose e glicerol séo as principais fontes simples de carbono que
podem ser convertidas em etanol. A glicose é convertida principalmente pela levedura
Saccharomyces cerevisiae e a bactéria Zymomonas mobilis; ja o glicerol, embora existam
poucos estudos relatados, pode ser convertido por cepas de bactérias e leveduras (CHA et al.,
2015; CHOl et al., 2011; ITO et al., 2005; METSOVITI et al., 2012).

Um dos primeiros estudos reportando a produgéo de etanol por fermentacéao de glicerol
foi realizado por (JARVIS; MOORE; THIELE, 1997), onde etanol e formato foram produzidos
em quantidades equimolares (30 e 32 mmol.L™, respectivamente) por Klebsiella planticola. De
acordo com Clomburg; Gonzalez (2013), etanol e formato (ou Hz e CO2) podem ser produzidos,
simultaneamente, a partir dos equivalentes redutores gerados na conversdo de glicerol a

piruvato (Figura 3), conforme a equacéo (4):
C3HgO3 - C2HsO + CH202 (CO2 + H>) 4

Zhang et al., (2006) em um estudo do metabolismo de glicerol por K. pneumoniae
YMU2 demonstraram que a producdo de 1,3-PDO por tal espécie é diminuida quando etanol
também é produzido. Nesse metabolismo, duas moléculas de NADH sdo consumidas na

formagao de uma molécula de etanol.

A enzima acetaldeido desidrogenase oxida uma molécula de NADH na converséo de
acetil-CoA a acetaldeido e, em seguida, ocorre a formagéo de etanol por atuacdo da enzima
etanol desidrogenase e oxidacéo de outra molécula de NADH. Assim, estas duas enzimas que
oxidam NADH para a producdo de etanol precisariam ser impedidas de atuar para que a
producdo de 1,3-PDO ndo fosse prejudicada. Os autores realizaram uma modificagdo genética
para a inativacdo da enzima acetaldeido desidrogenase e conseguiram aumentar o rendimento
de 1,3-PDO até 0,7 mol.mol ™.
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Figura 3 - Conversdo de glicerol a formato e etanol

Glicerol | -. /Z[H]
CsHs0s DHAP o[y
!  C,HO

Piruvato ’/ 2[H]

Formato (CO, + Hg)/j

‘ Etanol

Acetaldeido

Acetil-CoA "
2[H]

Fonte: (Adaptado de Clomburg; Gonzalez, 2013)

Nota: linhas pontilhadas indicam rea¢@es em varias etapas; DHAP: dihidroxiacetona-fosfato.

Temudo et al. (2008) realizaram um estudo comparativo da fermentacao de glicose e
glicerol, separadamente, em reator tipo CSTR com cultura mista e pH controlado a 8,0. Somente
o reator alimentado com glicerol produziu 1,3-PDO; acetato e butirato foram quase
negligenciaveis no reator com glicerol e etanol foi produzido em quantidades muito maiores.
Os autores também avaliaram a variagdo da concentragéo inicial de glicerol (4 a 25 g.L %) e
observaram que em condicdes limitantes de substrato, os rendimentos de etanol-formato foram
maiores que 60% (em termos de carbono convertido); ao elevar a concentracao de glicerol, os

rendimentos de acetato e 1,3-PDO cresceram.

Vikromvarasiri et al. (2016) produziram etanol pela fermentagdo em batelada em
frascos sorolégicos de 100 mL utilizando lodo granular de reator UASB como inoculo e
variando a concentragdo do glicerol puro, de 10 a 128 g.L™, e o pH inicial (4 a 7). Os autores
obtiveram rendimentos de 0,66 a 0,85 mol etanol/mol glicerol, sendo o0 maior rendimento obtido
a pH 7 e com a menor concentracdo de glicerol (10 g.L ™). Enterobacter e Klebsiella foram

identificadas como as maiores produtoras de etanol.

Diante do que ja foi discutido até aqui, pode-se dizer que o glicerol é um substrato
interessante para obtengédo de diversos produtos, especialmente em fermentagdo com cultura
mista. Comparado a outros carboidratos como a glicose, o glicerol possui um grau de reducao
mais alto, podendo gerar compostos mais reduzidos, como etanol, butanol ou 1,3-PDO e menos
acidos graxos oxidados, como o acetato (TEMUDO et al., 2008). Embora uma cultura mista
envolva uma alta diversidade de micro-organismos, ocorre uma sele¢do dos micro-organismos

capazes de adaptar-se as condi¢des que lhe séo impostas.
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Portanto, se é preferivel produzir etanol, deve-se evitar as condi¢cbes que levam a
producdo de 1,3-PDO; nos estudos que foram citados, a limitacdo de glicerol € uma condicao

desfavoravel a producéo de 1,3-PDO e mais favoravel ao etanol.

A influéncia do pH nos rendimentos depende do metabolismo das bactérias, sendo assim
uma condigdo associada também & comunidade microbiana. Por exemplo, no metabolismo de
clostridios produtores de solventes, o pH exerce efeito sob as fases acidogénica e
solventogénica. Durante a acidogénica, que ocorre na fase log de crescimento, a bactéria produz
acetato, butirato e lactato, que diminuem o pH do meio de fermentacdo. Na fase estacionaria de
crescimento, ocorre a solventogénese, onde as células utilizam os &cidos acumulados para
formar solventes como etanol e butanol, que elevam o pH do meio. Em fermentacao
descontinua sem controle de pH (pH inicial neutro), as células seguirdo seu ciclo acidogénico-
solventogénico; porém, se o pH inicial for alto, o tempo da fase lag diminui e a producédo de
solventes é favorecida (LENG et al., 2019; YANG; HANNA; SUN, 2012).

3.1.3 Hidrogénio

Dentre os métodos de obtencao de H> utilizando glicerol bruto reportados na literatura,
estdo os que envolvem técnicas de reforma de vapor, reforma em fase aquosa e reforma auto
térmica; tais processos utilizam de catalisadores que agem como agentes de reducdo da energia
de ativacdo, favorecendo a cinética da reacao de obtencdo de H; a partir de glicerol (ANITHA,;
KAMARUDIN; KOFLI, 2016; MONTEIRO et al., 2018).

Teoricamente, hidrogénio pode ser produzido pela fermentacdo anaerdbia de glicerol
com rendimentos iguais ou superiores ao obtido por glicose, devido a similaridades da via
metabolica, como a formacao de um mesmo intermediario, o gliceraldeido-3-P (Figura 2) tanto
por glicerol quanto por glicose. A partir deste intermediario podem ser formados hidrogénio e
outros subprodutos da via oxidativa (SELEMBO et al., 2009; TEMUDO et al., 2008).

Considerando que apenas acetato é produzido pela fermentacéo de glicerol, 2 H> podem
ser produzidos a partir de 2 NADH (liberados durante a oxidacao de glicerol a piruvato) e 1 H»
da converséo de piruvato a acetil-CoA ou formato, resultando em um total de 3 H por glicerol
consumido ou 1 Hz por mol de carbono. No caso da fermentacao de glicose, sdo formados 2 H»
a partir de 2 NADH e 2 H» do piruvato, totalizando 0,67 mol de H2 por mol de carbono
(TEMUDO et al., 2008).
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Sendo assim, o rendimento teérico de Hz é maior tendo glicerol como fonte de carbono.
Entretanto, durante a fermentac&o de glicerol h4 a formacdo de 1,3-propanodiol, que consome

1 mol de H> para o balanco e recuperacéo de equivalentes redutores.

O que devemos considerar, no caso da fermentagdo de glicerol, é que o controle da
producdo de Hz deve ser levado em conta, também para direcionar o processo a formacao dos
produtos desejados. Sabendo que a rota de 1,3-PDO é favorecida quando o H» gerado é
consumido (ndo se acumula), pode-se aumentar o rendimento da reacdo de producao de 1,3-
PDO.

Sittijunda; Reungsang (2020) avaliaram a producgéo simultanea de Hy, etanol e 1,3-PDO
a partir da fermentacdo de glicerol puro e bruto em condi¢6es em reator UASB com diferentes
cargas organicas (OLR) aplicadas (25-75 g.Lt.d). A variacdo de OLR impactou a producéo

de Hz, o consumo de glicerol e as espécies dominantes no consorcio microbiano.

Com OLR maior que 62,5 g.L™.d"? houve diminuigdo no Hze no consumo de glicerol.
Os autores atribuiram a um favorecimento da rota redutiva, elevando a producéo de 1,3-PDO,
onde H2 néo foi produzido, mas se consumiu NADH para producéo de biomassa (crescimento),
diminuindo a producéo de H.. Com OLR de 50 g.L*.d" e usando glicerol bruto, a rota redutiva

foi favorecida, produzindo 1,3-PDO e &cido lactico como subproduto.

De acordo com as equagdes apresentadas pelos autores (Eq. 5-11), a producao de 1,3-
PDO e acido propiénico ndo contribuem para o aumento da producéo de Hz, o que também esté
de acordo com (TEMUDO et al., 2008), conforme Tabela 1.

Efetivamente, o glicerol tem grandes possibilidades de ser utilizado como matéria-prima
para a producdo de diversos produtos de valor agregado além do 1,3-PDO, como bioetanol,
hidrogénio e acidos organicos. Entretanto, muito ainda ha que ser estudado quanto a utilizagéo
do glicerol bruto, 0 metabolismo por culturas mistas e as condi¢des operacionais e viabilidade

econémica dos processos.

As equagdes (8) a (10) séo as vias de producdo de Hze a (11) representa uma via indireta de

producdo de Ho.

CsHgO3z + NADH + H* & C3HgO2 + H.0 + NAD™ 5)
1,3-PDO
CsHgO3 + NAD + ADP - C3HeO3z + NADH + H* + ATP (6)
Lactato
C3HgO3 - CH3CH2COOH + H20 @)

Acido propibnico
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HCOOH > CO;+H:> (8)
Acido férmico

C3HgOs + H20 + 2NAD™ + 2ADP - C;H402 + HCOOH + Hz + 2NADH + 2ATP

Acetato (9)
2C3HgO03 + 2NAD* = C4HgO2 + 2CO; + 2H2+ 2NADH + 2H* (10)
Butirato
C3HgOs + ADP 2 C2HsO + HCOOH + ATP (12)

Etanol Acido formico

Tabela 1 - Rendimentos () dos possiveis produtos da fermentacéo de glicerol (C3) e intermediarios envolvidos
na rota metabélica

Produto Y prodic3 Y Ac-CoAIC3 YATPIC3
Acetato 1 1 2
Etanol 1 1 1
Butirato 0,5 1 1,5
Lactato 1 0 1
1,3-PDO 1 0 0

Fonte: adaptado de Temudo et al. (2008)
1 Cada mol de acetyl-CoA (Ac-CoA) esta associado com a formagdo de 1 mol de H, ou de formato.

2.3 BACTERIAS FERMENTADORAS DE GLICEROL E OS PRODUTOS OBTIDOS

A fermentacédo de glicerol é possivel por meio da atividade de micro-organismos que
séo capazes de consumir esta fonte de carbono reduzida na auséncia de um aceptor de elétrons
externo. Dentre as espécies mais reportadas como fermentadoras de glicerol estdo as
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Citrobacter freundii, Klebsiella
pneumoniae) e aos géneros Clostridium e Lactobacillus, e, em menor grau, Bacillus,
Propionibacterium e Anaerobiospirillum (CLOMBURG; GONZALEZ, 2013; GARLAPATI
et al., 2016).

Fatores como a origem do substrato, as condi¢cbes operacionais aplicadas e a
complexidade do meio influenciam a atividade dessas bactérias, que podem ser mais ou menos

sensiveis as alteracbes no meio. Muitos estudos tém reportado a obtencdo de rendimentos



31

elevados de 1,3-PDO utilizando culturas puras, isoladas ou geneticamente modificadas de
bactérias. Contudo, tais culturas apresentam requisitos especificos que tornam a fermentacédo

mais onerosa.

A fermentacdo do glicerol bruto pode ser favorecida pela utilizagdo de culturas mistas,
de composi¢do complexa ndo definida, no processo, apesar de envolver desafios como a
competicdo entre espécies e o controle das condi¢Ges operacionais para o favorecimento de
determinada rota metabolica. Apesar disso, sdo uma alternativa viavel para a producdo em
grande escala, eliminando as exigéncias de esterilizacdo e aplicacdo de meio complexo de
nutrientes, requeridas pelas culturas puras. Ademais, nos processos em que se aplicam culturas
mistas pode-se contar com a flexibilidade de uma comunidade diversa capaz de metabolizar
substratos distintos (AGLER et al., 2011).

Dentre as vantagens que as culturas mistas tém em relacdo a culturas puras, podem ser
citadas: variedade de substratos utilizados, robustez, tolerancia a substratos complexos, menos
subprodutos, vasta adaptabilidade a distintas condi¢6es de pH, ndo necessitam de esterilizacdo
do meio e tém mais facilidade de aplicacdo industrial (ZHU et al., 2021). Assim, sdo mais
interessantes em escala real e adaptam-se a metabolizar o glicerol bruto, apesar de suas

impurezas.

Estudos mais recentes tém focado na fermentagéo de glicerol a partir de culturas mistas,
inclusive no intuito de utilizar o glicerol bruto como substrato (MOSCOVIZ; TRABLY;
BERNET, 2016; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2020; VERAS et al., 2019a).

O esquema apresentado na Figura 4 mostra uma correlacéo entre os produtos obtidos da
fermentagdo de glicerol e os micro-organismos responsaveis de acordo com a literatura. Na

Tabela 2 foram referenciados os rendimentos dos produtos obtidos e as bactérias relacionadas.

Os géneros Clostridium, Klebsiella, Enterobacter e Lactobacillus sdo os mais
comumente relatados na literatura como fermentadores de glicerol. Portanto, discutiremos no
Quadro 2 as condicGes que favorecem e/ou que impedem o crescimento desses micro-
organismos, a fim de chegar a um entendimento sobre o que pode levar a que um género seja

favorecido em relacgdo a outro.



Figura 4 - Principais produtos gerados a partir do consumo de glicerol e 0s micro-organismos responsaveis
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Fonte: GARRITY (2005); VOS et al (2011); KAUR et al. (2020)
Nota: os produtos e 0s micro-organismos que estdo correlacionados possuem a mesma cor de linhas tracejadas.

Quadro 2 - Principais géneros fermentadores de glicerol: descri¢cdo, metabolismo e condi¢fes 6timas

Género: Clostridium

Descrigdo: geralmente sdo quimiorganotréficos e anaerdbios obrigatérios. Em geral,
produzem &cidos organicos e alcoois. Crescimento mais rapido a pH 6,5-7,0 e
temperaturas entre 30 e 37 °C.

Espécie Descricéo (metabolismo) Condicbes Consumo de
otimas glicerol
C. butyricum Convertem  piruvato  a +

acetato, butirato e, algumas

vezes, a formato

C. aceticum Quimiolitotréficos; T:25-37 °C -

produzem acido acético na pH: 7,5-9,5 (8,3

presenca de CO2 e H. 6timo)

C. diolis Converte glicerol a 1,3-PDO, | T: 25-42 °C +

além de butirato e acetato pH: 5,5-8,5 (7,0

6timo)




C. Kluyveri Convertem etanol a butirato, | T: 19-37 °C n.d.
caproato e Hy, na presenca de (35 °C 6tima)
CO2 ou carbonato e acetato
Ou propionato.
C. mayombei Quimiolitotréfico T. 15-45 °C |+
facultativo; Acetato € 0 (33°C o6tima)
produto majoritério. pH: 5,5-9,3 (7,3
Fermenta uma variedade de 6timo)
substratos, incluindo:
glicerol, formato, piruvato e
glicose.
C. Convertem  piruvato  a | T 6tima: 37 °C, | +
pasteurianum acetato, CO2, H> e pequenas | mas  crescem
quantidades de butirato e | bema 30 °C
acido formico oH=8,5 inibe o
crescimento
C. termiditis Fermenta uma variedade de | T: 20-48 °C +
substratos, incluindo glicerol; (37 ° 6tima)
Produtos: acetato, etanol, H> pH: 5,0-8,2
e CO2
(7,5 6timo)

Género: Klebsiella

Descrigdo: K. pneumoniae € relatada como a espécie que possui tanto a enzima glicerol

desidrogenase quanto 1,3-PDO desidrogenase, sendo capaz de produzir 1,3-PDO.

Outras espécies ndo fermentam glicerol e possuem apenas a glicerol desidrogenase.

Espécie Descric¢ao (metabolismo) Condig0es Consumo de
otimas glicerol
K. pneumoniae | Podem fermentar glicerol | T: 30-35 °C +

sem um aceptor exdgeno de
hidrogénio, pela cooperacdo

entre as rotas redutiva e
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oxidativa.

1,3-PDO ¢ formado junto a
acido acético em uma razao
2:1

Género: Enterobacter

Descricao: anaerobio facultativo, Temperatura 6tima de crescimento: 30 °C

Espécie Descricéo (metabolismo) Condicgoes Consumo de
Otimas glicerol

E. aerogenes n.d. n.d. +

E. agglomerans | Quando E. agglomerans é | n.d +

cultivado anaerobicamente
em glicerol, PDO é o produto
majoritario;

Acetato, etanol e formato
também sdo produzidos em

quantidades significativas.

Género: Lactobacillus

Descricdo: anaerdbio obrigatorio; aerotolerante; metabolismo fermentativo.

S&o majoritariamente homofermentadores, produzindo somente lactato, embora possa

ocorrer o metabolismo heterofermentativo. Ao menos metade do produto final é

lactato, que geralmente ndo é fermentado; produtos adicionais: acetato, etanol, CO»,

formato ou succinato.

Temperatura de crescimento: 2-53 °C; T otima: 30-40 °C; pH 6timo: 5,5-6,2.

A taxa de crescimento € reduzida em pH neutro ou alcalino. Varias espécies formam

polissacarideos extracelulares (EPS). Em condi¢Bes de limitacdo de hexose, €

favorecida a heterofermentacéo, formando além do &cido l4ctico, acido aceético, etanol

e &cido férmico como principais produtos.

Espécie

Descricdo (metabolismo)

Condicbes

Consumo de

34
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6timas glicerol

L. casei Homofermentativas e | nd. n.d.
L. paracasei heterofermentativas
(produtos: &cido lactico, COz,

etanol e acido acético)

Fonte: GARRITY (2005); VOS et al (2011)

n.d.: ndo descrito

A maioria das espécies de Clostridium € neutrofila. Embora algumas como C. acidisoli,
C. akagii e C. pasteurianum sao considerados tolerantes a acidez, a maioria das espécies nao
pode crescer abaixo de pH 6,2. No entanto, as células podem continuar a metabolizar e a

diminuir ainda mais o pH, enquanto as suas enzimas extracelulares continuam a funcionar.

Em meio alcalino, varios podem crescer a valores de pH acima de 8,0, e até mesmo
acima de 8,5 (por exemplo, C. histolyticum) embora o seu pH 6timo seja neutro (espécies
alcalitolerantes). Muitas das espécies de Clostridium sensu stricto realizam fermentagdes mistas
de &cido e alcool, produzido além de &cido butirico, concentracGes variaveis de acido acético,
acido lactico e/ou etanol, propanol ou butanol. Muitas cepas de C. butyricum produzem como

principal alcool o propanodiol quando crescem em glicerol (WIEGEL et al., 2006).

2.4 INFLUENCIA DAS CONDICOES OPERACIONAIS NA FERMENTACAO DO
GLICEROL

O controle dos parametros operacionais e 0 entendimento das rotas metabdlicas séo de
grande importancia nesse processo, uma vez que influenciam a distribui¢cdo dos produtos da
fermentacdo tanto quanto os micro-organismos dominantes (VARRONE; SKIADAS;
GAVALA, 2018).

A concentracéo de glicerol exerce influéncia sob a eficiéncia da conversdo em 1,3-PDO.
Alguns autores relataram a concentracdo 6tima de 30 g.L ™ e que concentragBes acima desse
valor levaram a diminuicéo da biossintese de 1,3-PDO devido ao acumulo de produtos como
acetato e butirato. Algumas espécies de bactérias ndo sdo tolerantes ao glicerol bruto, sendo
inibidas a concentracbes elevadas (FOKUM et al, 2021; SZYMANOWSKA-
POWALOWSKA, 2015; WISCHRAL et al., 2016).
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A maioria dos estudos focados em condicdes de pH, TDH, carga organica e
concentragdes de substrato foi realizada em batelada (batch mode), com culturas puras, isoladas
ou geneticamente modificadas (SUN et al., 2019). Ainda ha poucos trabalhos publicados com
0 uso de culturas mistas e em reatores continuos para a fermentagéo do glicerol bruto (Tabela
2), principalmente devido a lacunas quanto ao estabelecimento das condi¢des operacionais, uma
vez que os resultados obtidos em batelada nem sempre séo validos para operacdo continua. A
determinacdo de tais condi¢bGes é importante para uma possivel aplicacdo em grande escala
(KAUR et al., 2020; VARRONE; SKIADAS; GAVALA, 2018).

Yang et al. (2018a) estudaram a otimizacéo de fermentacgdes de glicerol bruto, por uma
cultura de K. pneumoniae, operando em bateladas alimentadas, aplicando estratégias
operacionais como a variac¢éo do volume util do reator, controle do pH e alimentagdo continua.
Os autores obtiveram um alto rendimento de 1,3-PDO (0,73 mol.mol gli?) e indicaram um
excelente potencial para aplicacdo em escala real. Sittijunda; Reungsang, (2020) demonstraram
que diferentes cargas organicas de glicerol influenciaram na obtencdo de 1,3-PDO, etanol e
hidrogénio e que a variagdo nas cargas também influenciou na dominéncia de espécies presentes

no consorcio microbiano.

O pH também é um fator importante, que afeta o crescimento e o metabolismo
microbiano. Atividades enzimaticas dependem fortemente do pH. Os acidos organicos e outros
subprodutos obtidos durante a fermentacdo podem diminuir o pH do meio a ponto de inibir o
crescimento bacteriano e causar modificacdes nas rotas metabolicas, uma vez que culturas

diferentes apresentam pHs 6timos distintos (ZHU et al., 2021).

Outra estratégia operacional adotada é a imobilizagdo de micro-organismos em
biofilmes, normalmente utilizada para melhorar a obtencdo de produtos de valor agregado. A
imobilizacdo pode ser dividida em adesdo (attachment), aprisionamento (entrapment),

contencdo (containment) e agregacédo (aggregation).

Os trabalhos com producéo de 1,3-PDO estdo mais focados em adeséo, onde as células
aderem a superficie de um suporte sélido, por meio de ligages fisicas e quimicas; o material
pode ser sdlido, inerte e de baixo custo, como espumas de poliuretano, ceramica, pedra-pomes
ou vidro (ZHU et al., 2021).

A formag&o de biofilme favorece a manutencéo das espécies de crescimento lento de
um consorcio microbiano. De acordo com Madigan et al. (2016), o processo de formacéo de

um biofilme ocorre em estagios: (1) adeséo reversivel de células planctonicas (de vida livre),
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(2) adesdo irreversivel das mesmas células, (3) crescimento celular e producdo de
polissacarideo, (4) desenvolvimento que forma o biofilme maduro e quase impenetravel. A
matriz espessa do biofilme forma uma barreira contra micro-organismos predadores e impede

que as células bacterianas sejam deslocadas a um héabitat menos favoravel.

Veras et al. (2019a) avaliaram a producdo de 1,3-PDO com cultura mista aderida a
mangueira de silicone dentro de um reator anaerdbio tipo UASB alimentado com glicerol puro
e bruto, alcangando em média 0,5 mol 1,3-PDO.mol gli*t, sendo o glicerol bruto favoravel a
uma maior biodiversidade, pois além da espécie Clostridium, Lactobacillus e Klebsiella

também participaram da fermentacao.

Outra condicdo é a composicdo gasosa, que também pode influenciar as reacdes das
rotas oxidativa e redutiva da degradacdo anaerdbia de glicerol. A pressdo parcial do hidrogénio
(H2), que é produzido e consumido durante as reacdes, pode direcionar as reacfes e permitir a
obtencdo dos produtos desejados (ARSLAN et al., 2016).



Tabela 2 - Resumo de trabalhos publicados com rendimentos dos produtos e condicdes operacionais, tipo de cultura microbiana e tipo de substrato

Micro-organismo

Cultura relacionado Produto mol/mol Operagdo Substrato Ref.
1,3-PD 0,54 PG
C. pausterianum  1,3-PD 0,48 C CG
M C. beijenrinckii Veras et al. (2019)
K. pneumoniae
Lactobacillus spp.
P K. pneumoniae 13-PD 0,77 B PG Yang et al. (2017)
ATCC 8724 ' 0,65 B CG
P E. coli JAl11 1,3-PD 0,64 B PG Yang et al. (2018b)
K. pneumoniae
P ATCC 8724 1,3-PD 0,35 FB CG Yang et al. (2018)
0,47 FB CG
M Clostridium sp. 1,3-PD 0,60 C CG Varrone et al. (2017)
PG +
M E. limosum 1,3-PD 0,31 SC acetato Leng et al. (2019)
P. acetatigenes Butirato 0,10
Actinomyces sp.
MD1
A. caccae
PG + EtOH
M K. pneumoniae 1,3-PD 0,60 B + acetato Leng et al. (2019)
C. kluyveri Caproato 0,50
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M. elsdenii Butirato  0,45-0,56
PG + EtOH
M M. senegalense 1,3-PD 0,32 SC + acetato Leng et al. (2019)
E. limosum Caproato -
C. kluyveri
M Clostridium Valerato 0,12 C CG + EtOH Veras et al. (2019b)
M. elsedenii
C. beijerinckii 0,58 PG
P CCIC 22954 1,3-PDO 0,94 B PG+glicose Fokum et al. (2021)
C. butyricum PG
P JKT37 1,3-PDO 0,60 B CG Tee et al. (2017)
0,63 B PG
C. perfringens 1,3-PDO 0,68 FB CG
P GYL (isolada) 0,58 B CG Guo et al. (2017)

M: cultura mista; P: cultura pura; FB: batelada alimentada; TS: fermentagdo em dois estagios; SC: semi-continua; C: continua; B: batelada; PG: glicerol puro; CG: glicerol
bruto. A. caccae: Anaerostipes caccae; M. elsdenii: Megasphaera elsdenii M. senegalense: Massilibacterium senegalense; E. limosum: Eubacterium limosum; P. acetatigenes:
Proteiniphilum acetatigenes; C. beijenrinckii: Clostridium beijenrinckii; C. perfringens: Clostridium perfringens.

Nota: Entenda-se por cultura mista (M), trabalhos em que se utilizaram culturas complexas; os micro-organismos relacionados (segunda coluna) foram os detectados por
sequenciamento das bactérias que foram relacionados aos produtos mencionados (terceira coluna).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Departamento de Biologia Molecular da
Universidade Autonoma de Madrid (UAM) e serdo apresentados seguindo a ordem cronolégica
de execucéo de cada atividade. Os experimentos desenvolvidos que serdo descritos em cada

subitem desta secédo estdo resumidos na Figura 5.

Figura 5 - Resumo das etapas experimentais realizadas antes e apds o inicio da operagdo dos reatores continuos

Ativacao do inoculo

N N
4
Formacao do biofilme
4 Q=03L.d!
i Semanas 1 e 2 (glicerol + nutrientes + inéculo) =g
1 Semanas 3 e 4 (glicerol + nutrientes) »
i o)
v R
il Biofilme inicio
o da operacdo
...... (-20 °C)
) Y
4 °C (~2 anos) <
Solugéo de
alimentagdo <
(4°C) Operacio continua
+~ RT R S
Bateladas
’ 1. Concentracao e
H
Bateladas com B :
adicio de H 2. Doadores de e
. 2 Estudo W = = 00— +  Etapas antes da operagéo dos reatores
produgdo
de etanol { ——»  Etapas durante ¢ ap6s a operagéo dos reatores

Fonte: A autora (2023)

3.1 ATIVACAO DO CONSORCIO MICROBIANO

Inicialmente foi realizada a ativacdo de um consdércio de bactérias proveniente de um
reator UASB adaptado a fermentacéo de glicerol nos estudos de Veras (2019), que foi mantido
a 4 °C por cerca de dois anos em uma garrafa de 1,0 L contendo meio de nutrientes e glicerol

bruto, sem adicdo de nova alimentacao.

Para a ativagdo, preparou-se um meio de cultivo contendo macronutrientes (em g.L™%):
3,4 KoHPO4.3H20; 1,3 KH2POg4; 1,6 NH4CI; 0,2 MgS04.7H20; 0,02 CaCl,.2H20; 0,005
FeS04.7H,0 (adaptado de Varrone et al., 2013); micronutrientes (em mg.L?): 2,0
FeCl2.4H20; 0,05 ZnCl; 0,50 MnCl..4H.0; 0,142 NiCl,.6H20; 0,05 Hz:BOs3; 0,038
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CuCl2.H20; 2,0 CoCl2.6H20; 0,09 AICI3.6H20; 0,05 (NH4)6M07024.4H20; 1,0 EDTA,; 0,20
resazurina (Florencio et al., 1993), além disso, adicionou-se glicerol puro (97%, VWR
Chemicals BDH Pro Lab® , Belgium) a uma concentragdo de 10 g.L™.

Frascos de vidro de 250 mL foram autoclavados contendo 200 mL de meio, selados e
purgados com uma mistura de N2:CO> (80:20) para manter as condigdes anaerobias (Figura
6). Apds a purga, 1 mL de sulfeto de sédio (Na2S.9H,0, 100 g.L %) por litro de solugéo foi
adicionado para a remocéo do oxigénio dissolvido. Entdo, os frascos foram inoculados com a

cultura mista a 1% (v/v) e mantidos em ambiente climatizado a 30 °C.

Apo6s o consumo total de glicerol, foram realizadas transferéncias consecutivas para
novos frascos contendo meio fresco, até obter rendimentos satisfatorios de 1,3-PDO, o
principal produto de interesse. Com o inoculo ativo da ultima transferéncia realizada, foi
iniciado o procedimento de formacdo de biofilme em mangueiras (descrito no item 3.2) que

foram utilizadas como meio suporte para os reatores continuos.

Figura 6 - Frascos anaerobios utilizados nas transferéncias para ativagao do indculo

Fonte: A autora (2023)

3.2 FORMAGCAO DO BIOFILME PARA OS REATORES CONTINUOS

Antes do inicio da operacdo dos reatores anaerdbios continuos, foi realizado o
procedimento de formacdo de biofilme em mangueiras de silicone, que seriam 0s meios

suportes para 0s indculos dos reatores.

Para isto, trés mangueiras de silicone (Carl Roth®, Germany) com diferentes diametros
internos e comprimentos foram alimentadas por uma solugéo contendo nutrientes com a mesma
composicao dos testes iniciais de reativacao do in6culo em batelada citada no subitem 3.1. Além
dos nutrientes minerais, a solucdo de alimentacdo continha glicerol puro a diferentes

concentragdes (30 g.L ! nas primeiras semanas e 15 g.L ! nas duas Gltimas semanas). O pH do
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meio foi 7, sem adicdo de reagentes para a corregao.

A solucédo de alimentacdo foi bombeada (bomba peristaltica Gilson, modelo Minipuls
3) ao interior das mangueiras a uma vazdo de 0,3 L.d? durante quatro semanas. Nas duas
primeiras semanas, a solucdo de alimentagéo foi inoculada com a cultura mista (2% v/v) da
Gltima transferéncia de ativacao da biomassa. A partir da terceira semana nao houve adicao de
indculo, para confirmar que a biomassa aderida correspondia as bactérias consumidoras de

glicerol.

A solucéo de alimentacdo foi mantida refrigerada (4 °C) e as mangueiras foram dispostas
em bancadas, conforme mostrado na Figura 7, em ambiente climatizado a 30 °C. Para o
monitoramento do consumo de glicerol e da producdo de metabdlitos, diariamente foram
coletadas amostras na saida das mangueiras para analise por cromatografia liquida conforme
procedimento descrito no item 3.6. As vaz@es diérias foram calculadas por meio da pesagem

diaria do liquido armazenado no reservatorio de efluente.

Figura 7 - Sistema experimental de alimentacdo das mangueiras para crescimento do biofilme

Fonte: A autora (2023)

Uma vez concluida esta fase de crescimento do biofilme no interior das mangueiras,
estas foram introduzidas nos reatores anaerobios continuos, conforme descrito no item 3.4.
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3.3 EXPERIMENTOS EM BATELADA: INFLUENCIA DAS RELACOES GLICEROL:H_,
VOLUME GASOSO E CONCENTRACAO DE GLICEROL NOS RENDIMENTOS DE 1,3-
PDO E SUBPRODUTOS

Em estudos anteriores realizados por Veras (2019) levantou-se a hipdtese de que a pressdo
parcial exercida pelo gés hidrogénio (H.) produzido pela fermentacéo anaerobia do glicerol em
reator UASB com biomassa aderida a um meio de suporte tenha favorecido o aumento do
rendimento de 1,3-PDO.

Para avaliar a influéncia da presséo e concentracdo de H2 no volume gasoso (headspace)
dos reatores sobre os grupos de micro-organismos e estabelecer uma relagdo com os produtos
formados na fermentacdo de glicerol, foram realizados testes em batelada com duracao entre 3
e 6 dias. Para isto, frascos sorolégicos de 108 mL (Figura 8) contendo macro e micronutrientes
(secdo 3.1) e glicerol puro foram selados com septos de butila e tampas de aluminio,
autoclavados (120 °C, por 20 min) e purgados com uma mistura de N2:CO2 (80:20). Além disso,
adicionou-se 1 mL.L? de sulfeto de sddio (Na2S.9H.0, 100 g.L) para remogéo do oxigénio

dissolvido.

Finalmente, os reatores foram inoculados, utilizando uma seringa estéril, com 3% (v/v)
da suspensdo do frasco da ultima transferéncia realizada na fase de reativacdo do in6culo. Os
testes foram realizados em triplicata e os reatores foram mantidos a temperatura de 30 °C.

O volume de gas H2 99,999% (Scientific & Technical gases, U.K.) foi adicionado as
garrafas utilizando seringa de vidro fechadura hermética (gas tight), antes da adi¢do do inéculo,
e foi variado (10% e 5%) para atender as relagdes molares apresentadas na Tabela 3. A relagdo
molar glicerol:H2>de 1:1, considerando o balanco redox, é considerada a relacdo tedrica ideal

para a producdo de 1,3-PDO; porém outras relagdes também foram testadas.

Tabela 3 - Condigdes dos testes em batelada para avaliar duas concentraces iniciais de gas hidrogénio mantendo
glicerol constante e mesmo volume de headspace

Headspace Meio liquido H:2 Gli/H2

(%) (%) (%) (mol.mol?)
80_10 80 20 10 0,5
80 5 80 20 5 1,0
Controle 80 20 0 -

Fonte: A autora (2023)
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Ap0s a conclusédo das bateladas iniciais mantendo o volume gasoso (headspace) de 80%,
novos testes foram realizados aplicando a mesma composic¢ao de meio e 0 mesmo procedimento
descrito para manter os frascos anaerobios, porém variando o volume gasoso e as concentragdes
de glicerol, conforme apresentado na Tabela 4. Adicionalmente, nessa batelada foi medida a

pressdo de gas (mbar), bem como as concentracdes de H> durante os testes.

Tabela 4 - Condicdes iniciais dos testes em batelada variando o volume de headspace e a concentragéo de
glicerol

Headspace Meio H2 Glicerol  Gli/Hz2

(%) (%) (%0)* (g.LY) (mol.mol?)
90 10 10 0,5 0,14

90 10 10 1,0 0,27

90 10 0 1,0

90 10 0 0,5

80 20 10 1,0 0,6

80 20 5 1,0 1,2

80 20 0 1,0

1 Concentracdo (% v/v) de H; adicionado em relagdo ao volume de headspace.

Fonte: A autora (2023)

Figura 8 - Experimentos em batelada variando a concentracéo de H, e glicerol

Fonte: A autora (2023)

Para avaliar o consumo de glicerol e os produtos obtidos, diariamente coletou-se 0,3 mL
de liquido e analisou-se as concentracfes de glicerol e metabdlitos por cromatografia liquida,
conforme descrito na secdo 3.6.
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Por fim, para avaliar a influéncia da concentracéo inicial de glicerol foram inoculados
frascos soroldgicos de 108 mL mantendo o volume gasoso (headspace) constante (50%) e sem
adicéo de Hy, nem de alcalinidade. Foi aplicada a mesma composi¢do do meio de minerais e
glicerol. Os frascos foram selados e purgados, conforme descrito acima. Foram analisadas trés
concentragdes de glicerol puro: 0,05, 0,25 € 0,48 mol.L ™.

As concentracfes de glicerol e dos metabdlitos na fase liquida foram analisadas por
cromatografia liquida, conforme descrito na se¢do 3.6.

3.4 OPERACAO DOS REATORES ANAEROBIOS CONTINUOS COM MEIO SUPORTE

Inicialmente, foram montados dois reatores anaerobios idénticos, de material acrilico,
com volume total de 900 mL. Os reatores divergiram apenas quanto a disposi¢cdo dos meios

suporte (Figura 9). Ambos os reatores foram operados com fluxo ascendente.

Apos a formacdo de biofilme, a mangueira (M3) de maior didmetro interno (0,5 cm) e
comprimento de 286 cm foi conectada em formato espiral a parte interna da entrada do reator
(R_S, Figura 9) com uma conexao em Y, de forma que parte da alimentacdo entrava diretamente

a parte interna da mangueira e outra parte ao seu exterior.

As mangueiras de menores diametros internos (M1 0,4 cm e M2 0,3 cm), contendo o
biofilme aderido, foram cortadas em pedagos de 2 cm e soltas no interior do reator preenchendo

um pouco menos da metade do volume (R_T, Figura 9).

Volumes das mangueiras: M1=22 mL, M2 =35 mL e M3 =56 mL.

Figura 9 - Reatores R_S e R_T contendo 0s meios suportes com biofilme aderido

R_SDIAO R_TDIAO

Fonte: A autora (2023)
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A solucdo de alimentagcdo para cada reator foi mantida em refrigeracdo (4 °C) e
bombeada por meio de bombas peristalticas (Gilson, modelo Minipuls 3). O volume de gés
produzido foi medido por sistema de deslocamento de liquido (Figuras 10 e 11). Em todas as
fases experimentais foram monitoradas, diariamente, as condicdes de vazao afluente e efluente,
gli-LR, TDH, pH de entrada e saida e os metabdlitos formados na fase liquida.

Figura 10 - Sistema experimental do reator R_S

Fonte: A autora (2023)

Figura 11 - Sistema experimental do reator R_T
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Em seus primeiros dias, os reatores foram operados com as mesmas condic¢des de pH
afluente, nutrientes e substrato (glicerol puro). Inicialmente aplicou-se carga organica
volumétrica de glicerol (gli-LR) de 5 a 10 g.L™*.d}, que foi sendo alterada a medida que se

alcancava uma estabilidade na eficiéncia de consumo de glicerol e rendimentos de 1,3-PDO.

Em uma segunda fase operacional, o reator R_S foi escolhido para a fermentacdo de
glicerol bruto por ter apresentado melhores rendimentos de 1,3-PDO para o glicerol puro e por
suportar maior carga organica. J4 o R_T, em sua Ultima fase de operacéo teve suas condi¢es
direcionadas ao estudo dos rendimentos de etanol, além do 1,3-PDO. As fases operacionais e

suas respectivas condicOes estdo apresentadas nas se¢cdes 5 (R_T) e 6 (R_S).

O glicerol puro utilizado foi 0 mesmo ja mencionado. O glicerol bruto foi fornecido pelo
grupo Beta Renewable, indlstria de biodiesel localizada em Alicante (Espanha) e foi
acidificado com HCI (Hu et al., 2012) para remogéo da gordura residual por meio de separacéao
de fases (Figura 12), conforme descrito por Veras (2019), antes de ser adicionado a solucéo de
alimentacdo do reator. A composicao de metais no glicerol bruto, apés acidificacdo e separacao,
foi analisada usando um espectrometro de emissdo dptica por plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES, Modelo 5100, Agilent Technologies, EUA), com adaptacdo do método proposto por
Silva et al. (2020).

Figura 12 - Separacéo de fases para remocéo de gorduras do glicerol bruto (a); Glicerol utilizado no reator (b)

(b)

Fonte: A autora (2023)
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3.5 EXPERIMENTOS EM BATELADA: INFLUENCIAS DA CONCENTRACAO DE
GLICEROL, pH INICIAL E SUBSTRATO NA FERMENTACAO

Ao final da operacdo dos reatores continuos (R_T e R_S), foram realizadas bateladas
em frascos soroldgicos de 108 mL, contendo 50 mL de meio de nutrientes e glicerol (bruto ou
puro), a fim de avaliar o comportamento de cada populagéo microbiana desenvolvida em seus
respectivos reatores, analisando a influéncia das condicBes: concentracdo, pH e substrato

(glicerol puro ou bruto) nos rendimentos dos produtos obtidos pela fermentacéo.

Para isso, planejou-se variar as concentragdes de glicerol (10, 30 e 40 g.L™1), meio de
cultivo sem e com adicdo de NaHCO3 (0,5 g.gDQO™) a fim de comparar o pH inicial neutro e
alcalino (8,0-8,3). Além disso, variou-se o0 substrato de acordo com a origem do indculo, de
modo que os frascos inoculados com biomassa do reator adaptado a glicerol bruto (R_S) foram
alimentados com esse substrato, enquanto os frascos inoculados com biomassa do R_T, com
glicerol puro. Os reais valores dos testes de batelada se encontram na Tabela 5.

Tabela 5 - Condigdes das bateladas de varia¢do da concentracéo de glicerol puro e bruto e pH

Glicerol puro
Glicerol  Glicerol Glicerol pH?® Glicerol pH*
(g.LhHt  (molLYHr  (mol.Lh)? (mol.L)?
10 0,109  0,090+0,001 7 0,103+0,005 8,18
30 0,326  0,312+0,003 7 0,343+0,001 8,27
40 0,435  0,401+0,001 7 0,418+0,001 8,25
Glicerol bruto
10 0,109  0,092+0,005 7 0,096+0,003 7,92
30 0,326  0,322+0,015 7 0,308+0,002 8,14
40 0,435  0,430+0,008 7 0,408+0,001 8,15

Fonte: A autora (2023)
! Concentragao tedrica de glicerol
2 Concentragdo real de glicerol no meio, medida por HPLC (valores médios das duplicatas)
3pH do meio sem adicdo de NaHCO3;
4pH do meio com adigdo de NaHCOj3 (0,5 g.gDQO™)

Os testes foram realizados em duplicatas de frascos soroldgicos de 108 mL de volume
total. Os frascos foram selados com septos de butila e tampas de aluminio, purgados com N>
puro por 2 min e adicionou-se L-cisteina (0,5 g.L ™). Ap6s inocular com a cultura mista do reator
continuo (3% v/v), foram mantidos sob agitacdo a 120 rpm em ambiente climatizado a

temperatura de 30 °C.
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As concentragdes de glicerol e metabdlitos produzidos foram analisadas diariamente,
por HPLC, assim como a concentragdo de H» produzido, por cromatografia gasosa, conforme

descrito em 3.7.

3.6 EXPERIMENTOS EM BATELADA: INFLUENCIA DE DOADORES DE ELETRONS
(LACTATO, METANOL, ETANOL E H2) NO RENDIMENTO DE 1,3-PDO

Um ultimo experimento em batelada foi realizado adicionando acido lactico, metanol,
etanol e H> como doadores de elétrons para avaliar se seria possivel melhorar os rendimentos
de 1,3-PDO. Para esses testes, adicionou-se cada doador ao meio contendo glicerol puro a 10
g.Lt, macro e micronutrientes (descrita em 3.1) a pH neutro (com adi¢do de NaOH para

correcdo apenas nos testes com acido lactico).

As quantidades de doador de elétrons foram calculadas considerando que 1 mol de H»
sera consumido para produzir cada mol de 1,3-PDO, e que 1 mol de &cido lactico, metanol ou

etanol libera suficiente poder redutor (2 Hz) como para reduzir 2 moles de glicerol (Eq. 12-15).

C3HgO3 + 2 H* + 26" > C3HsO2 + H20 (12)
(glicerol) (1,3-PDO

CsHsO3 + H,0 > CO; + CH3-COOH + 4H* (13)
(lactato)

CH3OH + H,0 > HCOOH + 4H* (14)
(metanol)

C2HsO + H2.0 > CH3-COOH + 4H" (15)
(etanol)

Os testes com os doadores lactato, metanol e etanol foram realizados em frascos
soroldgicos de 108 mL, contendo 50 mL de solucdo de nutrientes e glicerol; enquanto os testes
com Ha foram realizados em garrafas de 1 L contendo 50 mL da solucéo; toda a atmosfera dos
frascos de 1L foi preenchida com gas Hz puro (Nippon gases) até a saturacdo. Antes de inocular,
todos os frascos foram selados com septo de butila e tampa de aluminio e forneceram-se as
condigdes de anaerobiose por adi¢o de L-cisteina (0,5 g.L™) e purga com N.. Utilizou-se como
indculo 3% (v/v) da suspensdo de uma das garrafas do experimento descrito na secdo 3.4, que

estava mais ativa e apresentou rendimento de 1,3-PDO elevado (0,51 mol.mol-gli?).
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3.7 METODOS ANALITICOS

Para 0 monitoramento da eficiéncia de consumo de glicerol e producédo de metabolitos,
foram realizadas coletas diarias dos frascos anaerobios, utilizando seringa estéril, na fase de
ativacdo do inoculo e nos experimentos em batelada, assim como no periodo de formagao de

biofilme nas mangueiras, e durante os 362 dias de operacédo dos reatores continuos.

As amostras eram coletadas em tubos eppendorf de 1,5 mL e, ap6s a centrifugacao a
14.000 rpm por 10 min, diluidas 10x. As concentracdes de glicerol e dos metabdlitos na fase
liquida foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC1200 Infinity
Series, Agilent Technologies, EUA), equipado com detector de indice de refracdo (RID) e
coluna MetaCarb 67H 300 x 6,5 mm (Agilent Technologies, EUA). As condicBes aplicadas
foram: temperaturas da coluna e detector 40 °C, fase mével H>SO40,01 N, fluxo 0,65 mL.min®

e volume de injecdo de 20 pL.

A concentracdo de gases (H2 e CO>) foi analisada em cromatografo gasoso (Bruker
Varian 450-GC, Scientific Instruments) com detector de condutividade térmica (TCD), cujas
condicdes aplicadas foram: temperatura de 50 °C (forno), 150 °C (injetor) e 200 °C (detector),
nitrogénio como fase movel, fluxo 10 mL.min e volume de inje¢do de 50 pL.

Ademais, durante todas as fases experimentais dos sistemas continuos foram
monitoradas, diariamente, as condicdes de vazdo afluente e efluente, carga organica
volumétrica (COV), tempo de detencdo hidraulica (TDH), assim como o pH de entrada e saida.
Os rendimentos dos metabdlitos foram calculados em termos de mol de produto gerado por mol
de glicerol consumido (mol.mol-gli), conforme a equacéo (16) e a produtividade volumétrica
de 1,3-PDO foi calculada pela razéo entre a concentracdo do produto e o TDH, como equagéo
(17).

] . T 5 5li 1.d~1
Rendimento (mol.mol-gll 1) __ Taxa de producdo do metabdlito (mol.d™") (16)

Glicerol consumido(mol.d—1)

-1
Produtividade 1,3-PDO (g, L-1. d-1) = 13-PDO efluente (g1. ) (17)
TDH (d)
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3.8 ANALISE DA COMUNIDADE MICROBIANA

Ao final da operacdo dos reatores continuos R_T e R_S, realizou-se a extracdo de DNA
e sequenciamento massivo de amostras do inéculo das mangueiras de cada reator e das
biomassas coletadas no ultimo dia operacional. Além disso, para o reator R_S também foram
extraidos DNA de amostras coletadas ao realizar a troca de alimentagdo com glicerol puro a
bruto, a fim de verificar como 0s micro-organismos reagiriam a troca de substrato e as possiveis
modificagdes ocorridas nos grupos dominantes. A nomenclatura utilizada encontra-se na Tabela
6.

As amostras coletadas foram armazenadas a -20 °C. Para a extracdo do DNA, utilizou-se
o kit FastDNA SPIN para o solo e o instrumento FastPrep® (MP Biomedicals, EUA). As
concentrag0es de DNA foram medidas em Fluordmetro Invitrogen Qubit 4 (Thermo Fisher
Scientific, EUA).

Apds a extracdo, as amostras seguiram para 0 sequenciamento massivo e analise
filogenética. Os primers utilizados para o sequenciamento foram 341F/806R e analisou-se em
MySEq V3 (2 X 300 pb) platform (Illumina, San Diego, EUA) pela FISABIO Sequencing and
Bioinformatics Service (Valencia, Espanha). A andlise filogenética foi realizada utilizando o
software Mothur v.1.47.0.

O processamento das sequéncias foi realizado utilizando o pacote Mothur v.1.47.0
(www.mothur.org; Schloss et al., 2009). Quaisquer sequéncias com baixa qualidade, isto &,
Phred < 25, foram removidas. Os ruidos foram removidos pela ferramenta Pre.cluster do pacote
Mothur e as quimeras introduzidas no processo de PCR foram detectadas e removidas usando

ChimeraUquime.

As sequéncias qualificadas foram agrupadas em unidades taxondmicas operacionais
(OTUs) definidas por um nivel de distancia de 3% com base na matriz de distancia e um
bootstrap superior a 60%. A classificacdo taxonémica foi realizada usando o banco de dados
de genes SILVA 16S rRNA, usando um consenso de k-nearest neighbors (vizinhos mais
proximos e abordagem de Wang). Valores de confianca inferiores a 80%, em nivel de filo,
foram considerados “nao classificados” de acordo com Wang et al. (2007). Analises estatisticas
e gréficas foram realizadas com o pacote Vegan (OKASANEN et al., 2010) para o programa R
(http://www.R-project.org/).


http://www.r-project.org/)

Tabela 6 - Amostras de biomassa coletadas dos reatores para extracdo de DNA e andlise filogenética

Reator

Amostra

Nomenclatura

RT

Biofilme inicialmente
aderido as mangueiras

Biofilme aderido ao final
da operacdo do reator

RS

Biofilme inicialmente
aderido a mangueira

Biofilme aderido a
mangueira ao final da
alimentacéo com glicerol
puro

Biomassa em suspensao ao
final da alimentagdo com
glicerol puro

Biofilme aderido a
mangueira ao final da
operacao do reator

Biomassa em suspensao ao
final da alimentagcdo com
glicerol bruto

Biomassa sedimentada ao
final da alimentacdo com
glicerol bruto

S1

S2

S3

S4

S5

S6

Fonte: A autora (2023)
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4 ATIVACAO DO INOCULO, TESTES EM BATELADAS E CRESCIMENTO DO
BIOFILME DOS REATORES

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados dos experimentos
desenvolvidos em batelada, antes e apds a operagdo dos reatores continuos, assim como da fase
de formacéo do biofilme nos meios suporte utilizados nos reatores. Tais estudos foram muito

relevantes para o entendimento da atividade microbiana da cultura mista utilizada.

4.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

A principio, conforme descrito na secdo de materiais e métodos, avaliou-se a evolugéo
do consumo de glicerol e producdo de 1,3-propanodiol durante a reativacdo da cultura mista de
bactérias, utilizada como in6culo para os testes em batelada, proveniente de um reator anaerébio
adaptado a fermentacdo de glicerol e mantido a 4 °C por dois anos. Em seguida, foram
realizados os experimentos em bateladas e a formacdo do biofilme nas mangueiras para 0s

reatores. A seguir serdo apresentados os resultados obtidos.

4.1.1 Ativacéo do indculo e rendimentos de 1,3-PDO

Na Figura 13 sdo apresentados os resultados comparativos entre os rendimentos dos dois
indculos estudados: M (biomassa aderida @ mangueira utilizada como meio suporte no reator
anaerdbio) e S (biomassa em suspensdo no reator anaerobio). Ainda que o inéculo S tenha
apresentado maior consumo de glicerol, o inéculo M foi o escolhido por seus melhores
rendimentos de 1,3-PDO e estabilidade no consumo de glicerol (> 90%) ao longo das

transferéncias realizadas.

Para ativar o indculo M foram realizadas sete novas transferéncias (Figura 14), até que
os rendimentos de 1,3-PDO fossem maiores que 0,50 mol.mol-gli e o consumo de glicerol
maior que 90%. Com excecdo da transferéncia 3, todas foram realizadas sem adicionar
alcalinidade ao meio. Com a adicdo de bicarbonato de sddio na terceira transferéncia, o pH
inicial foi préximo a 9,0, houve redugdo no rendimento de 1,3-PDO (0,21 mol.mol-gli*?) e
aumento no rendimento de etanol (0,36 mol.mol-gli™). Por isso, para manter o 1,3-PDO como
produto majoritario da fermentacdo, decidiu-se prosseguir os demais experimentos sem

adicionar alcalinidade.
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Figura 13 - Rendimentos de 1,3-PDO e glicerol consumido em cada transferéncia dos inéculos M e S
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Figura 14 - Evolugéo dos rendimentos de 1,3-PDO nas transferéncias do indculo M
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4.1.2 Crescimento do biofilme nos suportes para os reatores anaerobios

Para a formacéo dos biofilmes das mangueiras utilizadas como meio suporte para reter
a biomassa dentro dos reatores, utilizou-se o indculo proveniente da ultima transferéncia
realizada, cujo rendimento de 1,3-PDO foi de 0,50 mol.mol-glit. Na primeira semana de
alimentacéo das mangueiras M1 (@i =0,4 cm), M2 (@i =0,3 cm) e M3 (@i =0,5 cm) ndo houve

consumo de glicerol.

A partir da segunda semana de alimentacdo iniciou-se o consumo de glicerol e a
producéo de 1,3-PDO. Os rendimentos médios foram de 0,28 (M1 e M2) e 0,41 mol.mol-gli*
(M3), ainda com adicdo do indculo a cada nova alimentacdo. Na ultima semana, foi retirado o
indculo da alimentag&o e reduziu-se a concentragdo de glicerol a metade (de 30 a 15 g.L™). Os
consumos de glicerol e os rendimentos de 1,3-PDO aumentaram: 0,34, 0,31 e 0,40 mol.mol™*
gli (M1, M2 e M3, respectivamente). Os demais subprodutos obtidos foram etanol (em média

0,1 mol.mol-glit) e &cido acético a rendimentos inferiores a 0,1.

Nesta fase experimental ndo se adicionaram reagentes para manter a alcalinidade. O pH
afluente era, em média, 7,0 e o efluente esteve ao redor de 5,0, 0 que provavelmente limitou o
consumo total de glicerol a 69% (M1), 58% (M2) e 50% (M3).

De acordo com Madigan et al. (2016), o processo de formacdo de um biofilme ocorre
em quatro estagios: (1) adesdo reversivel de células plancténicas (de vida livre), (2) adesdo
irreversivel das mesmas células, (3) crescimento celular e producdo de mucopolissacarideos,
(4) desenvolvimento que forma o biofilme maduro. A matriz espessa do biofilme forma uma
barreira contra micro-organismos predadores e impede que as celulas bacterianas sejam
deslocadas a um héabitat menos favoravel. No procedimento seguido neste estudo esperou-se a
confirmacdo de que o glicerol adicionado a alimentacdo era consumido pelo biofilme que se

formou, quando nenhum indculo estava sendo adicionado ao meio.

Gungormusler-Yilmaz et al. (2016), consideram que propriedades fisicas (porosidade),
quimicas (hidrofilia) e a estabilidade mecéanica sdo consideradas fundamentais na escolha de
um material suporte para a imobilizacdo celular. Neste estudo, as mangueiras demonstraram

atender a tais requisitos.

Assim, a partir da confirmacéo de que o biofilme foi formado, iniciou-se a operacéo dos
reatores com os suportes, aplicando inicialmente as mesmas condi¢des de concentragéo de

glicerol e vazéo afluente que foram aplicadas as mangueiras durante a Gltima semana (15 g.L™
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e0,3 L.d?Y).

4.1.3 Influéncia das relagdes glicerol:hidrogénio e o volume gasoso nos rendimentos de
1,3-PDO e subprodutos

Nesta etapa foi estudado se a concentracdo de gas hidrogénio exerce algum efeito na
reducdo do glicerol a 1,3-PDO. Nos testes iniciais de batelada, o volume de gas ou headspace
(86 mL), volume de meio liquido (22 mL) e a concentracdo de glicerol (=1,0 g.L!) foram
mantidos fixos. Para avaliar diferentes relagdes de glicerol/H, a quantidade de glicerol foi
mantida constante e somente o volume de H. adicionado foi modificado. Os resultados obtidos
em termos de rendimento em mol de 1,3-PDO por mol de glicerol consumido se encontram na
Tabela 7.

Tabela 7 - Rendimentos de 1,3-PDO e condi¢des aplicadas nos testes com adi¢do de H;

H> H2 H2 Glicero Glicerol/l 2 1,3-PDO
(%) (mL)  (mmol) (mmol) (mol.mol gli)
10 8,6 0,40 0,20 0,5 0,53+0,04
5 4,3 0,20 0,20 1,0 0,60+0,02
0 0 0 0,21 - 0,51+0,05

Fonte: A autora (2023)

Os resultados obtidos parecem indicar que a melhor condicdo para 0 maximo
rendimento de 1,3-PDO foi a da relagdo 1:1 (glicerol:H>). Isto estaria de acordo com o balango
de equivalente redox apresentado na equacao (12) da secdo materiais e métodos, 1 mol de H» é
necessario para reduzir 1 mol de glicerol. Contudo, as diferencas foram pouco significativas e

o efeito da concentracdo de H> sobre a produgéo de 1,3-PDO ndo esta clara.

Além de 1,3-PDO, &cido formico foi detectado com rendimentos médios de 0,07+0,05
mol.mol™? nas amostras das condicdes de 5% de H, e controle (sem Hz). Nenhum outro
subproduto foi detectado na fase liquida, indicando que praticamente todo o glicerol consumido
foi direcionado a producéo de 1,3-PDO e biomassa. N&o foi medida a composi¢do gasosa,
apenas a pressdo inicial e final nos frascos, que indicou um aumento de cerca de 10 mbar em

todas as condigdes estudadas.

Para complementar os estudos a respeito da relacdo glicerol/Hz, novos testes em
batelada foram realizados em frascos soroldgicos de 108 mL, variando o volume de géas entre

80 e 90% e as concentragdes de H> e de glicerol, conforme apresentado na segéo 3.3.
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Os resultados obtidos nos testes com 90% de volume gasoso (Tabela 8, Figura 15)
demonstraram que o glicerol foi totalmente consumido em dois dias, para os testes com adi¢ao
de Ho, e em trés dias para a amostra controle. Nao houve consumo de H> em nenhuma condicao
(Figura 15), tampouco o gas parece ter provocado diminui¢do nos rendimentos de 1,3-PDO,
sendo inclusive a condi¢cdo em que se obteve o melhor rendimento de 1,3-PDO (0,452+0,034

mol.mol-gli™t) em comparagio as demais condicdes.

A pressdo gasosa foi monitorada ao longo de seis dias e a concentracdo final dos
metabolitos na fase liquida foi novamente medida ao final. Observou-se uma pequena queda da
pressao e um leve aumento da concentracdo de Hz nos testes em que o géas foi adicionado. Ainda

que a pressdo tenha aumentado, ndo foi detectado Hy no teste controle.

Tabela 8 - Condicdes aplicadas e rendimentos de 1,3-PDO e etanol durantes as bateladas com adi¢do de H2 e
variacdo do percentual de volume gasoso

Vyas H2 Glicerol Gli/H2 Y1,3-PDO YEtoH
(%) (%0)* (g.LY) (mol.molt)  (mol.mol?)  (mol.mol?)
90 10 0,5 0,1 0,201+0,065

90 10 1,0 0,2 0,452+0,034

90 0 1,0 0,233+0,048

80 10 1,0 0,6 0,321+0,025 0,448+0,046
80 5 1,0 1,1 0,309+0,031 0,313+0,023
80 0 1,0 0,277+0,050 0,394+0,012

1 Percentual de H adicionado com relacéo ao volume gasoso dos frascos.

Fonte: A autora (2023)

Nos testes com 80% de volume gasoso (Figura 16), o glicerol foi completamente
consumido em cerca de seis dias e os rendimentos de 1,3-PDO foram muito préximos ao do
teste controle (sem adicdo de H>). Houve uma notavel diferenca em relacdo a producdo de
etanol, que ndo foi produzido na condicao de 90%. O fato de um menor volume de gas (80%)
ter resultado em producéo de etanol e menor quantidade de 1,3-PDO poderia ser indicativo que
a pressdo gasosa estaria influenciando o processo, uma vez que, de acordo com Harper; Pohland
(1986), a oxidagdo de etanol a &cido acético diminui @ medida em que a presséo parcial de H»
aumenta dentro do sistema e é inibida a pressao parcial de Hz proxima a 1 atm. Entretanto, a
pressdo total dentro dos reatores ndo chegou ao valor considerado inibitério e, neste caso,

apenas a retencdo de Hz ndo pode justificar os rendimentos de etanol.



Figura 15 - Consumo de glicerol, producéo de 1,3-PDO e H,, e pressdo (P) nas bateladas com 90% de volume
gasoso
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59

Figura 16 - Consumo de glicerol, producdo de 1,3-PDO, etanol e Hy, e pressao (P) nas bateladas com 80% de
volume gasoso
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Fonte: A autora (2023)

Estatisticamente, houve correlagdo significativa (r>= 0,96; p=0,0001) apenas entre 0
percentual do volume de gas e o rendimento de etanol, sendo 80% a condi¢cdo mais favoravel
(Figura 17(a)), ndo houve correlacdo para os rendimentos de 1,3-PDO (Figura 17(b)).
Aparentemente, hd uma relacéo inversa entre o volume gasoso (ou a quantidade de gas Hz nele
contida) e o etanol produzido; entretanto, seriam necessarios mais testes para comprovar a

existéncia desta relaco.
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Figura 17 - Correlagdo entre o percentual de volume gasoso e (a) rendimento de etanol e (b) rendimento de 1,3-

PDO
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Fonte: A autora (2023)

4.1.4 Influéncia da concentracéao de glicerol sob os rendimentos de 1,3-PDO e

subprodutos

Os resultados mostraram (Tabela 9, Figura 18) que independente da concentracdo de

glicerol estudada, o glicerol foi convertido majoritariamente em 1,3-PDO, ainda que 0s
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subprodutos fossem distintos. Os rendimentos de 1,3-PDO aumentaram a medida em que se

elevou a concentracdo inicial de glicerol, demonstrando um favorecimento a rota redutiva.

Tabela 9 - Concentragdes iniciais de glicerol aplicadas e metabolitos produzidos

Glicerolinicial Metabdlitos fase liquida (mol.mol.gli-%) H2 produzido
(mol.L™?) (mmol)  1,3-PDO HAc EtOH HLa  HBu (mmol)

0,05 2,5 0,300 0 0,157 0,085 0,082 0,48
0,25 12,5 0,345 0,049 0 0 0,043 1,08
0,48 24,0 0,489 0,049 0 0 0,116 1,05

Fonte: A autora (2023)

E importante notar que o rendimento de 1,3-PDO foi favorecido quando &cido acético
foi produzido, estando em acordo com o que diz a literatura quanto ao favorecimento da rota
redutiva quando este acido é produzido (GARLAPATI et al., 2016; MOSCOVIZ; TRABLY;
BERNET, 2016; ZENG; BIEBL, 2002). Além disso, a producdo de etanol ocorreu apenas na

condicdo de menor concentracao de glicerol inicial.

Os percentuais de glicerol consumido foram de 97,5%, 63,6% e 27,9% para as
concentragdes iniciais de 0,05, 0,25 e 0,48 mol.L, respectivamente. Nas condi¢des de maiores
concentracdes de glicerol, o pH caiu a valores préximos a 4,2. O acimulo de &cidos no meio

impediu que a comunidade microbiana fosse capaz de consumir todo o substrato.

Figura 18 - Concentragdes iniciais de glicerol e rendimentos dos metabdlitos na fase liquida e gasosa em cada
condicéo aplicada

1 - 0,200
é‘ 0.9
s 08
= o7 =
A 0,150 &= —
= oo
= 0.6 :
é j.n S s HBu
d g 0.5 E  HAC
—
— =}
@ Z o4 g mm EtOH
Mg - 0,100 =
d 0.3 E = 1,3-PDO
=
02 ——H2
@01
0 ; : + 0,050
0.05 0.25 0.48

Glicerol (mol. L)

Fonte: A autora (2023)
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4.1.5 Influéncia da concentracéo de glicerol, pH e tipo de substrato na fermentacéo

Os experimentos discutidos nesta secdo foram realizados utilizando as biomassas
coletadas ao final da operagédo dos reatores R_S (alimentado, sequencialmente, com glicerol

puro e bruto) e R_T (alimentado apenas com glicerol puro), conforme descrito na secéo 3.4.

Nos testes inoculados com a biomassa do reator R_T, Figura 19(a), os rendimentos de
etanol foram maiores quando a menor concentragdo de glicerol foi aplicada (10 g.L™?) e com
pH alcalino. Na condic&o de glicerol a 40 g.L e pH 8 ndo houve consumo de glicerol e apenas
30% do glicerol foi consumido a pH 7,0. O mesmo comportamento ocorreu nos testes realizados
a concentragdo inicial de glicerol de 44 g.L (pH 7), conforme discutido na secdo 4.1.4. Sendo
assim, esta foi entdo considerada a concentracao inibitoria.

Quando glicerol bruto e biomassa do R_S foram o substrato e o inéculo utilizados,
Figura 19(b), a produgéo de 1,3-PDO foi maior na condigéo de pH 8 e concentragdes de 10 e
30 g.L* de glicerol bruto. Comparando-se aos testes com indculo do R_T, a produgcéo de etanol
foi menor e s6 ocorreu nas concentragdes de 10 e 30 g.L %, com pH 8. A concentracéo de 40

g.L? de glicerol também foi inibitdria para a comunidade bacteriana (consumo de glicerol =
22%).

Figura 19 - Produtos versus concentracdo de glicerol: (a) 1,3-PDO e etanol produzidos com glicerol puro; (b) 1,3-
PDO e etanol produzidos com glicerol bruto
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Wu et al. (2011) utilizaram um fermentador 2,5-L inoculado com Klebsiella sp. HE1
para investigar o efeito do pH na faixa de 5,5-7,0 e concentragGes de glicerol de 10-70 g.L™.
Os autores relataram os maiores rendimentos de etanol para as menores concentracdes de
glicerol e pH 6,0.

MOSCOVIZ; TRABLY; BERNET (2016), trabalhando com cultura mista, estudaram o
efeito do pH inicial em testes batelada, ajustando o pH inicial de 4 a 10, com baixa concentracdo
de glicerol (1,66 g.L™) e obtiveram principalmente 1,3-PDO (0,52 a 0,64 mol.mol-gli*!) na faixa
de pH de 5-9, com os melhores resultados obtidos a pH 7 e 8. O maximo rendimento de etanol
(0,11 mol.molglit) em seus estudos foi obtido a pH 6,0, mesma condicdo de pH em que o
rendimento de 1,3-PDO foi minimo (0,52 mol.molgli!). Os autores sugeriram que 0s
metabolitos produzidos ndo s6 estdo relacionados com o pH aplicado, mas também com a

comunidade bacteriana.

Kongjan et al. (2021), avaliaram a otimizacdo da fermentacdo de glicerol bruto, em
testes batelada, por uma cultura pura de Enterobacter sp., e obtiveram rendimento maximo de
1,3-PDO (0,24 mol.mol-gli*) a pH 8. Os autores demonstraram que ao aumentar o pH de 6 a 8

e a concentracdo de glicerol de 5 para 10 g.L, a via redutiva foi favorecida.

Temudo et al. (2008) variaram a concentragéo de glicerol de 4 a 25 g.L* e observaram
que o glicerol foi um fator limitante, ocorrendo diminuigdo na producédo de etanol e aumento

em 1,3-PDO quando a concentracéo de glicerol foi aumentada.
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No presente estudo, a producdo de etanol foi maior para a menor concentracgao inicial
de glicerol estudada utilizando o in6culo do R_T, demonstrando que houve influéncia da
quantidade de glicerol disponivel, mesmo apds a mudancga da comunidade bacteriana adaptada

ao reator.

Analisando os resultados para os diferentes indculos, a comunidade presente no reator
R_T demonstrou maior tendéncia a produzir etanol, especialmente quando a concentracédo de
substrato foi menor. A influéncia do pH somente foi significativa quando a concentracdo do

substrato aumentou de 10 a 30 g.L ™.

Diante do que concluido por estudos anteriores, os resultados obtidos convergem na
relagdo inversa entre concentracao inicial de glicerol e producéo de etanol e a0 mesmo tempo
no fato de que mais glicerol disponivel favorece a producéo de 1,3-PDO. Quanto ao pH, poucos

estudos apresentaram pH alcalino como condi¢do mais favoravel ao etanol.

Em nosso caso, a condicdo alcalina influenciou os rendimentos de etanol, que foram
mais altos, e isto provavelmente esta relacionado a comunidade bacteriana em atividade, visto

que os resultados foram distintos entre os indculos.

4.1.6 Influéncia de doadores de elétrons (Hz, lactato, metanol e etanol) no rendimento de
1,3-PDO

O glicerol é convertido a 1,3-PDO pela reducdo de um de seus grupos hidroxila. Nesta
etapa do estudo em bateladas, estudou-se a hipdtese de a adicdo de doadores de elétrons
favorecerem a transformacéo de glicerol em 1,3-PDO. As concentracdes de glicerol, doadores
de elétrons e produtos medidas por cromatografia sdo apresentadas na Tabela 10. Dentre os

doadores de elétrons utilizados, apenas o metanol foi parcialmente consumido (0,02 mol.L?).

As quantidades de doador de elétrons foram calculadas considerando que 1 mol de H» é
consumido para produzir cada mol de 1,3-PDO, e que 1 mol de acido lactico, metanol ou etanol
libera suficiente poder redutor (2 H2) como para reduzir 2 moles de glicerol (eq. (12)-(15), se¢éo
3). O teste com adigédo de H. foi realizado adicionando a principio a metade do gas e esperava-
se que ao ser consumido a outra metade seria adicionada para seguir o consumo de glicerol,

entretanto, o substrato foi consumido sem utilizacdo do doador.
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Tabela 10 - ConcentracGes de glicerol e rendimentos dos metabdlitos produzidos nas bateladas com adicdo de
doadores de elétrons

Doador e (mol.L™) Glicerol (mol.L?) Rendimentos (mol.mol* gli)
Inicial ~ final  inicial final HLa EtOH HAc 1,3-PDO

HLa 0,02 0,02 0,09 0,03 0,03 0,14 0,13 0,52

MeOH 0,06 0,04 0,09 0,01 0,00 0,17 0,07 0,56

EtOH 0,04 0,05 0,09 0,02 0,03 0,21 0,08 0,60

H> 0,04 0,04 0,09 0,01 0,00 0,00 0,15 0,67

- - - 0,09 0,01 0,00 0,15 0,08 0,59

Fonte: A autora (2023)
HAC: acido acético; HLa: acido lactico, MeOH: metanol, EtOH: etanol

Com os resultados obtidos neste ensaio, chegou-se a conclusdo de que as bactérias ja
estavam adaptadas aos reatores continuos, que foram operados sem adicdo de doador de
elétrons, obtendo rendimentos de 1,3-PDO muito altos sem necessidade de adicionar doadores
de e". Tais resultados sdao muito positivos, uma vez que apontaram ndo ser necessaria a adi¢do

de doadores para melhorar o0s rendimentos.

Além disso, os rendimentos de 1,3-PDO foram bem mais altos do que nas bateladas
iniciais, realizadas com o indculo do procedimento de reativacdo, mostrando que ao longo do
periodo operacional nos reatores houve uma selecdo de bactérias produtoras de 1,3-PDO,

aumentando a eficiéncia.

Diante dos resultados obtidos nos diferentes experimentos em bateladas, antes e apos a
operacgdo dos reatores, bem como no procedimento de crescimento da biomassa nos meios

suporte dos reatores, podem ser pontuadas as seguintes conclusdes:

e Durante a reativagao dos inéculos por meio das transferéncias consecutivas a um meio
fresco de nutrientes, os rendimentos de 1,3-PDO foram satisfatorios sem adicdo de
alcalinidade ao meio. Por isso, optou-se por proceder o crescimento do in6culo no
interior das mangueiras de silicone sem adicdo de alcalinidade. O consumo de glicerol
e a producéo de 1,3-PDO nas mangueiras de silicone ocorreu a partir da segunda semana
de alimentacdo; os rendimentos médios de 1,3-PDO estiveram na faixa de 0,28 a 0,41
mol.mol-gli*; o efluente das mangueiras apresentou pH ao redor de 5,0, o que limitava
0 consumo completo de substrato, que variou de 50 a 69%, em média. Alem de 1,3-
PDO, etanol (0,1 mol.mol-gli*) e é&cido acético (< 0,1 mol.mol-gli!) foram obtidos
como subprodutos;
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A relacdo entre hidrogénio e glicerol influenciou o rendimento de 1,3-PDO e etanol.
Observou-se uma tendéncia de maior rendimento de 1,3-PDO na relagdo Ha:glicerol
1:1, o que esteve de acordo com o balango de equivalente redox, onde 1 mol de H»¢é
necessario para reduzir 1 mol de glicerol. Porém, as diferencas entre os rendimentos
foram pouco significativas e o efeito do H. sobre a produgéo de 1,3-PDO ndo fica claro;
Quando se modificou o volume gasoso (headspace) nos frascos, observou-se que 1,3-
PDO foi independente do volume de gas, enquanto o etanol foi produzido
exclusivamente quando o percentual de volume gasoso foi de 80%. Em nenhuma das
condicdes testadas observou-se o consumo do H» adicionado aos frascos. Contudo, mais
testes seriam necessarios para comprovar essa relacao;

1,3-PDO sempre foi o produto majoritario, com elevacdo dos rendimentos a medida em
que se elevaram as concentrag@es iniciais de glicerol (5,0 - 44,0 g.L ). A produgéo de

etanol como subproduto ocorreu apenas na menor concentracdo inicial de glicerol;

Os experimentos em batelada discutidos até aqui foram realizados com o indculo de

partida dos reatores continuos. Vale considerar que a comunidade microbiana néo era téo

diversa quanto a que se desenvolveu dentro dos reatores. Dessa forma, para as conclusdes

dos ultimos testes em batelada, deve-se ressaltar que uma nova comunidade (que se

estabeleceu no interior dos reatores R_S e R_T) foi estudada em batch, a fim de verificar o

comportamento frente a condigdes distintas, tais como: tipo de substrato, concentracdes de

substrato e pH inicial.

Nos testes com a biomassa do reator adaptado ao consumo de glicerol puro, cujo meio
suporte foram os pedacos de mangueira (R_T), a concentracao inicial de glicerol e o pH
alcalino favoreceram maiores rendimentos de etanol. A atividade da comunidade
microbiana foi inibida por concentracio de glicerol de 40 g.L*;

Nos testes com a biomassa do reator adaptado ao consumo de glicerol bruto, cujo meio
suporte foi a mangueira de silicone disposta em espiral no interior do reator R_S, os
rendimentos de 1,3-PDO foram altos na condigéo de pH 8 e concentracGes de 10 e 30
g.L* de glicerol bruto. A producéo de etanol com glicerol a 10 g.L™ foi muito menor
em comparacéo as bateladas com o inoculo do reator R_T, sugerindo uma diferenca na
comunidade microbiana em atividade; o consumo de glicerol bruto a concentragdo > 30
g.L? foi muito baixo. Esse resultado diverge do que se obteve em operagdo continua,
onde rendimentos muito elevados de 1,3-PDO foram alcancados a cargas elevadas de

glicerol bruto, conforme sera discutido na secao 6;
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Nas bateladas com adicdo de doadores de elétrons, os rendimentos de 1,3-PDO variaram
de 0,52 a 0,67 mol.mol-glit. Ainda que o maximo rendimento tenha sido obtido ao
adicionar H, como doador de elétrons, em nenhum caso os doadores foram consumidos
pelas bactérias. Assim, chegou-se a conclusdo de que as bactérias adaptadas aos reatores
continuos, operados sem adicdo de doador de elétrons, alcancaram rendimentos de 1,3-
PDO muito elevados sem necessidade de adicionar doadores para melhorar 0s

rendimentos.
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5 EFEITO DAS CONDICOES OPERACIONAIS APLICADAS A REATOR COM
MEIO SUPORTE DE SILICONE NA PRODUCAO DE 1,3-PROPANODIOL E
ETANOL PELA FERMENTACAO DE GLICEROL

O processo bioldgico de fermentacdo do glicerol pode gerar produtos de valor agregado,
dependendo da rota metabdlica favorecida, em consequéncia das condicGes operacionais

aplicadas e dos micro-organismos envolvidos.

O rendimento de 1,3-PDO depende da combinagdo das rotas redutiva e oxidativa e sera
méaximo quando &cido acético for o Unico subproduto. Por outro lado, etanol e acido féormico
podem ser obtidos como subprodutos, o que tem relacdo com a natureza redutora do glicerol; a
conversao a piruvato gera equivalentes redutores que permitem a coproducdo (CLOMBURG;
GONZALEZ, 2013; GARLAPATI; SHANKAR; BUDHIRAJA, 2016; MOSCOVIZ,
TRABLY; BERNET, 2016; ZENG; BIEBL, 2002).

A aplicacdo de culturas mistas envolve desafios como a competicdo entre espécies e 0
controle das condi¢cbes operacionais para o favorecimento de uma rota metabdlica em
particular, uma vez que a fermentacdo é influenciada tanto pelo micro-organismos dominantes
guanto pelas condi¢des operacionais aplicadas, tais como pH, temperatura, tipo de reator, carga

organica e TDH.

Nesta secdo serdo discutidos os resultados obtidos durante a operagéo do reator continuo
com biofilme imobilizado em pedagos de mangueira de silicone (tipo filtro anaerébio
ascendente) para avaliar o efeito da variacdo da carga de glicerol aplicada (gli-LR) nos
rendimentos de 1,3-PDO e etanol. A influéncia da dosagem de NaHCOs para fornecer

alcalinidade também foi estudada.

5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Conforme foi descrito na secdo 3.4 de materiais e métodos, o reator anaerobio R_T (900-
mL), foi preenchido até cerca da metade de seu volume com as mangueiras de silicone cortadas
em pedacos, formando um leito para a imobiliza¢do da biomassa. O reator foi alimentado até
800-mL de volume util (Figura 20).

A operacdo do reator foi dividida em trés fases: (P1) estudo do efeito da gli-LR aplicada,
de6a10g.Lt.d?; (P2) agli-LR foi mantida constante, proxima a 18 g.L.d! e foram aplicadas

dosagens variadas de NaHCOg, tanto em P1, quanto em P2 (Tabela 11); (P3) avaliacdo da
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influéncia da gli-LR (9 e 18 g.L.d}), mantendo constante a dosagem de NaHCOs.

A dosagem de bicarbonato adicionada a alimentacdo foi variada para (i) fornecer
alcalinidade e evitar a queda de pH; (ii) verificar a influéncia nos rendimentos de 1,3-PDO e

etanol. O sistema foi operado em ambiente com temperatura controlada (30 £ 2 °C).

Simultaneamente aos experimentos com o reator R_T, foi estudado um reator de menor
volume (~100-mL de V), alimentado com gli-LR de 5,0 a 14,0 g.L™.d* e com pH afluente
variando entre 8,0-8,8 (mais detalhes no APENDICE A).

Figura 20 - Esquema das fases de operacéo do reator R_T e estudo simultaneo em reator para a producéo de
etanol a pH alcalino

\ \ \
E FASE 1 ! : FASE 2 ! . FASE 3 !
1 dias 0-197 L dias 198-334 i) dias 335-362 !
1
: X 1 :
: Gli-LR: il Gli-LR: ol Gli-LR: \
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| Ll 153y 1
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| NaHCO; ||  NaHCO; 1|  NaHCO; !
1 025210ggDQO! | | 0.14a05ggDQO" 1 | 10ggDQO! |
1 ol sl :

Producio de etanol
dias 153-357

PH alcalino
(8.0-8.8)

Gli-LR:
% 5.0-14.0 gLl.d!

Fonte: A autora (2023)

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.2.1 Imobiliza¢éo da biomassa
A Figura 21 mostra a evolugdo da biomassa no interior do reator R_T ao longo do

periodo operacional. As propriedades fisicas (resisténcia, porosidade), quimicas

(hidrofobicidade, capacidade de reutilizacdo do suporte) e estabilidade mecénica sdo algumas
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das consideragdes fundamentais na selecdo de um meio suporte para a imobilizacdo celular
(GUNGORMUSLER-YILMAZ et al., 2016). Neste trabalho, foi demonstrada a viabilidade do
uso de tubos de silicone para a imbobilizacdo de biomassa de consumidores de glicerol, abrindo

possibilidades para estudos futuros relacionados as propriedades do material.

Figura 21 - Evolugéo da biomassa do reator R_T ao longo da operacéao

dia 0 dia 10 dia 30 dia 360

Fonte: A autora (2023)

5.2.2 Influéncia das condi¢des operacionais nos rendimentos de 1,3-PDO e de etanol

Durante os primeiros sete dias de operagdo do reator, nenhuma alcalinidade foi
adicionada ao meio e o pH efluente caiu até 4,0. O consumo de glicerol diminuiu a 31% devido
ao baixo pH do reator. A dosagem inical de NaHCO3 (1 g por g de DQO-glicerol) desde o dia
8 foi acompahada por um aumento nos rendimentos de etanol e acido férmico, bem como pelo
decréscimo nos rendimentos de 1,3-PDO e acetato. Assim, a dosagem de NaHCOs foi
diminuida, a fim de avaliar o efeito nos rendimentos de 1,3-PDO e etanol.

Um pequeno aumento na gli-LR de 6,0 a 8,0 (dias 25-95) resultou em menores
rendimentos de etanol (dia 30), acompanhado por um leve aumento em 1,3-PDO e acetato
(Figura 22). O aumento da carga a 10 g.L1.d}, mantendo constante a quantidade de NaHCO3
(dias 96-133), ndo afetou substancialmente os rendimentos de 1,3-PDO e etanol. Além disso, a
diminuicdo da dosagem de bicarbonato a metade (dias 134-197) também ndo teve efeito

substancial nos rendimentos, o que possibilitou utilizar menos bicarbonato na operagéo.

A influéncia da diminuicdo da dosagem de NaHCOs foi estudada durante a fase P2,
mantendo a gli-LR constante (18 g.L'.d™!). A ndo dosagem de bicarbonato (dias 300-305)
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resultou em uma répida queda do consumo de glicerol, como j& havia sido observado nos
primeiros dias de P1 (dias 0-7), justificando a necessidade de adicionar alcalinidade ao reator.
A dosagem minima testada (0,14 g NaHCOs.g DQO™?) foi suficiente para manter o consumo de
glicerol acima de 87% (Figura 22, Tabela 11).

Com relacdo a gli-LR aplicada, os resultados obtidos nas fases P1 e P2 levaram a
hipdtese de que gli-LR poderia influenciar os rendimentos de etanol e 1,3-PDO. Na fase P3, tal
hip6tese foi comprovada, com o notavel aumento de etanol de 0,04 a 0,19 mol.mol-gli* quando
aplicadas as cargas de 18,0 e 9,0 g.L™.d%, respectivamente (Tabela 11, Figura 23(f)). Além
disso, nestas mesmas condicfes, o rendimento médio de 1,3-PDO diminuiu de 0,47 a 0,32

mol.mol-gli* (Figura 23(e)).

Na fase P1, quando comparada a mesma carga aplicada (cerca de 10 g.L1.dl) com
adicdo de 0,5 g NaHCO3.g DQO™ (dias 96-133) e 0,25 g NaHCO3.g DQO™ (dias 134-197), os
rendimentos médios de 1,3-PDO e etanol ndo divergiram (Figura 23(a) e 23(b)), 0 que pode ser
interessante operacionalmente, possibilitando a operacdo do reator com menor quantidade de
bicarbonato adicionada. Em P2, as variacbes na dosagem de NaHCOsz também néo

influenciaram nos rendimentos médios de 1,3-PDO e etanol (Figura 23(c) e 23(d)).

Tabela 11 - Condic6es operacionais aplicadas e eficiéncia do reator R_T em P1, P2 e P3

Tempo NaHCO; pHaﬂuente pH efluente Gli-LR Gli 1,3-PDO EtOH
(d) (9.9 DQOY) (g.L%dY)  consumido  (mol.mol?t) (mol.mol?)
(%)

P1 0-7 0 7,10+0,30 4,47+0,46 5,13+1,53 39,60+16,59 0,45+0,09 0,11+0,08
8-24 1,00 8,04+0,59 6,71+149 588+1,37 97,17+161 0,42+0,04 0,18%0,07
25-95 0,50 8,06+0,22 7,14+0,26 7,81+1,31 94,97+945 0,39+0,06 0,17%0,08

96 - 133 0,50 8,05£0,24 7,15+0,25 9,68+1,79 99,25+257 0,31+0,05 0,19+0,04
134 -197 0,25 7,63£0,28 6,41+0,31 9,77£190 99,13+2,29 0,31+0,08  0,16+0,04
P2 198 -252 0,50 8,10+£0,28 6,22+0,50 18,22+2,38 96,02+8,34  0,36+0,08  0,09%0,03
253 - 299 0,14 7,84+0,22 5,54+0,32 18,09+1,24 91,00£8,69  0,36£0,04  0,09+0,01
300 - 305 0 7,02+0,17 4,84+0,43 17,84+0,92 42,83+3,32 0,33+0,04 0
306 - 313 0,14 7,88+0,14 5,09+0,13 17,28+1,05 87,25+4,03  0,41+0,02  0,09%0,01
314 - 320 0,25 7,69+0,17 5,28+0,07 17,45+0,34 91,93+1,74 0,39+0,04 0,10+0,01
321 -334 0,50 8,22+0,16 6,88+0,72 17,43+1,16 98,48+1,80 0,41+0,04 0,09%0,01
P3 335-347 1,00 8,47+0,21 7,66+0,26 18,07+1,49 91,84+10,17 0,47£0,07  0,04%0,02
348 - 362 1,00 8,34+0,25 7,40+0,19 8,61+0,28 100 0,32+0,10  0,19+0,03

Fonte: A autora (2023)
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Figura 22 - Condices operacionais (gli-LR, pH e TDH), consumo de glicerol e rendimentos de metabolitos durante a operacéo do reator R_T
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Fonte: A autora (2023)
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Figura 23 - Rendimentos de 1,3-PDO durante (a) P1, (c) P2 e (e) P3; Rendimentos de etanol durante (b) P1, (d) P2 e (f) P3
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No presente estudo, notou-se que os rendimentos mais elevados de etanol
foram produzidos quando a carga de glicerol aplicada foi menor (8-9 g.Lt.d?) e a
pH alcalino (acima de 8). Existem poucos estudos que relatem a produgéo de etanol
pela fermentacao de glicerol e os que foram publicados quase sempre se referem a

culturas puras de bactérias consumidoras de glicerol.

Wau et al. (2011) inocularam um fermentador de 2,5-L com cultura isolada de
Klebsiella sp. HE1 para investigar o efeito do pH na faixa de 5,5-7,0 sob
concentragdes de 10-70 g.L ! de glicerol; os autores relacionaram os rendimentos
mais elevados de etanol a menor concentracao inicial de glicerol e pH 6,0. Suzuki et
al. (2014) apresentaram, pela primeira vez, a producéo de etanol a partir de glicerol
bruto a pH alcalino por uma cultura isolada de Klebsiella variicola. O estudo foi
realizado em tubos contendo 30 mL de meio basal de glicerol, variando o pH; os
autores reportaram que o melhor pH para a producdo de etanol foi 8,0-9,0 e 0
consumo de glicerol foi 1,4 vezes mais alto a pH 9,0. Temudo et al. (2008) utilizaram
um reator CSTR com cultura mista com dominancia de Klebsiella oxytoca e
demonstraram que sob concentragdes de glicerol limitantes e pH 8,0, os rendimentos

de etanol e formato foram maiores do que 60% do carbono convertido.

A partir de uma comparacao dos nossos resultados com os publicados por
outros autores, pode-se concluir que quando a obtencdo de etanol for prioridade, o

reator deve ser operado com baixa carga aplicada e pH levemente alcalino.

A maioria das espécies de Clostridium cresce mais rapido a pH 6,5-7,0
(RAINEY et al., 2009). Diversos estudos mostraram Clostridium spp. como
fermentadores de glicerol e produtores de 1,3-PDO (CHATZIFRAGKOU et al.,
2011; SITTINUNDA; REUNGSANG, 2017; TEE et al.,, 2017; VARRONE;
SKIADAS; GAVALA, 2018; DIETZ;ZENG, 2014; ZHOU et al., 2017). Neste
trabalho, considerando a variacdo de pH do reator ao longo da operagédo, o pH
efluente esteve dentro da faixa étima para a atividade de Clostridium e 1,3-PDO foi

o0 principal produto.

Em experimentos realizados em um reator independente do R_T, operado
concomitantemente (APENDICE A), os rendimentos de etanol estiveram proximos

a 0,30 mol.mol™* quando foram mantidos o pH afluente alcalino (8,5-8,8) e baixa
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carga (gli-LR) aplicada, de 5,0 a 8,0 g.L™.d"!; ndo houve producio de 1,3-PDO nesta
condicdo, exceto quando o pH afluente foi diminuido a 8,0. Assim, isto parece marcar

um limite de pH méaximo para a producéo de 1,3-PDO.

Em relacdo a carga de glicerol aplicada, houve influéncia nos rendimentos de
etanol, de forma que os rendimentos mais elevados foram alcancados a cargas
menores do que 10 g.Lt.d? (Figura 24(a)). Portanto, se é preferivel produzir 1,3-
PDO, as condic¢des devem ser aplicadas com a finalidade de evitar a producéo de
etanol. Temudo et al. (2008) variaram a concentragdo de glicerol de 4 a 25 g.Lt e
observaram que o glicerol foi fator limitante, ocorrendo diminuicéo dos rendimentos
de etanol e aumento em 1,3-PDO quando a concentracgao de glicerol foi aumentada.
Da mesma forma, Kongjan et al. (2021), avaliando a otimizagdo da fermentagéo de
glicerol bruto, em testes batelada, por uma cultura isolada de Enterobacter sp.,
demonstraram que o aumento na concentracéo do glicerol de 5 a 10 g.L* favoreceu

a rota redutiva.

Sittijunda; Reungsang (2017) avaliaram a influéncia da carga de glicerol, em
um reator UASB inoculado com lodo granular, nos rendimentos de Ho, etanol e 1,3-
PDO. O aumento na carga de 25 a 50 g.L1.d" causou aumento nas concentragdes de
etanol e de 1,3-PDO. Embora seus resultados ndo sejam comparaveis aos deste
trabalho, os autores demonstraram que a carga organica influenciou
significativamente as rotas metabdlicas de degradacdo do glicerol, resultando em
diferentes produtos. Os autores relacionaram a presenca de Klebsiella pneumoniae a
méaxima producéo de 1,3-PDO e Enterobacter sp. com a de etanol.

No presente estudo, o balango de massa (em termos de grama de DQO por
grama de glicerol consumido) demonstrou que 1,3-PDO sempre foi o produto
principal, mas houve uma maior contribuicdo de etanol quando as cargas foram < 10

g.L1.d, justificando a diminuicdo nas fragdes de 1,3-PDO (Figura 25).

Em resumo, a partir dos nossos resultados e dos ja publicados, se o objetivo
é produzir etanol, cargas baixas e pH alcalino devem ser aplicados. Em caso de que

a producdo de 1,3-PDO seja prioritaria, deve-se evitar essas condicdes.
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Figura 24 - Correlagdo de Gli-LR com os rendimentos molares de etanol (a) e 1,3-PDO (b)
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Figura 25 - Balango de massa do R_T durante as trés fases operacionais
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Fonte: A autora (2023)

Nota: Os dias 0-7 ndo foram considerados para o balango, uma vez que corresponde a fase de
adaptacdo do reator e de baixa eficiéncia.

5.2.3 Caracterizac¢do da comunidade microbiana do reator R_T

Apbs a filtragem de qualidade, 91914 e 70013 sequéncias foram consideradas
(Tabela 12). Os comprimentos (préximos a 450 bp) permitiram a classificacdo
confiavel em unidade taxonémica operacional (OTU) com similaridade maior do que
97%, equivalente ao nivel de espécie. Apenas seis (indculo) e onze (reator) géneros
responderam por 98,6% e 89,5%, respectivamente, do total de sequéncias. Além
disso, raretons (sequéncias presentes apenas uma ou duas vezes) significam 99% do
total das sequéncias atribuidas de forma confiavel. Além dessas porcentagens, o
indice Gini foi préximo a 1 em ambas as amostras. Estes fatos indicam que a
comunidade microbiana foi dominada por poucos géneros que realizavam a maior
parte do trabalho metabolico. O indice Shannon mostrou que a biodiversidade
aumentou do indculo (baixa) ao reator (biodiversidade média-alta). Isto é confirmado

pelos indices de uniformidade Shannon e Simpson (Tabela 12).

Sobs idéntico ao nimero de OTUs, indice de cobertura de Good proximo a
100% e as curvas de rarefagéo, que atingiram um patamar, apontaram que se alcangou

um censo completo das bactérias presentes, tanto no inéculo como no reator.
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Tabela 12 - Leituras, diversidade e indices de uniformidade para o indculo e o reator R_T apds um
ano de operacdo

In6culo Reator (final)
Total de leituras 102760 81646
Leituras de alta qualidade 91914 70013
Comprimento médio (pb) 463 446
NUmero de OTUS/Seps 991 1664
Raretons (%) 985 (99,4) 1583 (95,1)
Shannon 1,33+0,01 2,88+0,01
Cobertura de Good (%) 99 98
Simpson 0,469+0,003 0,122+0,001
Shannon eveness 0,193 0,388
Gini 0,981 0,936

Fonte: A autora (2023)

A biodiversidade do inéculo foi muito baixa: 98% do total de sequéncias
confiaveis foi afiliado a apenas dois filos: Proteobacteria e, em muito menor
extensdo, Firmicutes (Figura 26(a)). Dentro de Proteobacteria, 67% do total de
sequéncias recuperadas pertence ao género Pseudomonas (Figura 26(d)), micro-
organismo aerébio quimiorganotréfico. Este resultado foi um pouco surpreendente,

considerando a origem do in6culo: um biorreator anaerdbio degradador de glicerol.

A biomassa originaria do reator anterior, utilizada como inoculo, foi mantida
sob refrigeracédo por cercar de 2 anos. Embora a temperatura 6tima para crescimento
da maioria de espécies Pseudomonas é de 28 °C, algumas espécies sdo
psicrotolerantes, com boa taxa de crescimento a 4 °C (PALLERONI, 2005). Nesta
condicdo, Pseudomonas poderia ter crescido utilizando os produtos de decaimento
celular das outras bactérias presentes na biomassa, que foram incapazes de sobreviver
por um longo periodo a baixa temperatura e oxigénio. O segundo género
predominante dentro de Proteobacteria foi Raoultella (7,1 % do total de sequéncias),

uma bactéria entérica anaerébia facultativa.
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Todas as sequéncias recuperadas do inoculo incluidas no filo Firmicutes
foram afiliadas ao género Lactobacillus (18,2% Figura 26(d)). As bactérias acido
lacticas sdo fermentativas anaerobias aerotolerantes. Raoultella, antes Klebsiella
(DRANCOURT et al., 2001), e Lactobacillus séo tipicas bactérias consumidoras de
glicerol, muitas vezes detectadas na conversao de glicerol em 1,3-PDO.

A presenca destas bactérias em biomassa coletada de um reator produtor de
1,3-PDO é esperada e j& foi reportada (GALLARDO et al., 2014; LEE; JUNG; OH,
2018; SUN et al., 2019; VARRONE et al., 2017; VERAS et al., 2019a; VERAS et
al., 2020; VIVEK; PANDEY; BINOD, 2016; YANG et al., 2017). A tolerancia ao
oxigénio pode justificar a resiliéncia de tais bactérias no inoculo. As duas OTUs
majoritarias do género Lactobacillus tiveram uma homologia superior a 99% com L.
casei/paracasei e L. parabuchneri, ambas heterofermentivas, que poderiam ser

responsaveis pelo etanol detectado na fase P1 do reator.

Ap6s um ano de operagdo, a populacdo bacteriana foi radicalmente
modificada. Proteobacteria diminuiu drasticamente em paralelo ao aumento do filo
Firmicutes. Além disso, a biodiversidade aumentou notavelmente, conforme

indicado pelos indices de diversidade e uniformidade.

Enquanto Pseudomonas, Lactobacillus e Raoultella cairam a valores
residuais (menos de 1%), a ordem Clostridiales apareceu como predominante: de
0,2% a 62,6% do total de sequéncias (Figuras 26(b), (d)). Todos os géneros
pertencentes a esta ordem sdo anaerébios obrigatorios, geralmente quimio-
organotroficos, ganham energia por fermentacdo e produzem mistura de acidos
organicos, como lactato, formato, acetato ou butirato. As sequéncias afiliadas a
ordem Clostridiales no reator foram distribuidas entre cinco familias diferentes
(Figura 26(c)), confirmando a biodiversidade das bactérias presentes ao final da

operacdo e mostrando a adaptagéo as condigdes operacionais do reator.

O uso de glicerol como unica fonte de carbono e energia promoveu o
desenvolvimento de géneros adaptados a sua degradacdo. Lacrimispora (28,2 % do
total de sequéncias recuperadas do reator) mostrou 98,9% de similaridade com
Lacrimispora sphenoides. L. sphenoides é uma reclassificagdo de Clostridium
sphenoides (HAAS; BLANCHARD, 2020), que foi reportada em reator UASB
adaptado ao consumo de glicerol (VERAS et al., 2019a).
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Membros do género Clostridium sdo usualmente detectados em reatores
degradadores de glicerol (CHATZIFRAGKOU et al., 2011; DIETZ; ZANG, 2014;
SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2017; TEE et al., 2017; VARRONE et al., 2018;
ZHOU et al., 2017;). Clostridium pasteurianum foram predominantes (75,9%) na
biomassa aderida a um suporte de silicone de um reator produtor de 1,3-PDO
alimentado com glicerol (VERAS et al., 2019a). No presente estudo, 70% das
sequéncias afiliadas ao género Clostridium mostrou 99,3% de similaridade com C.
pasteurianum. Outro género de presenca notavel no reator, Caproiciproducens,

também é capaz de crescer utilizando glicerol (KIM et al., 2015).

A maioria das sequéncias afiliadas aos outros dois filos encontrados no reator,
Actinobacteria e Bacteroidetes, foi classificada nos géneros Actinomyces,
Dysgonomonas, Parabacteroides e Bacteroides (Figura 26(d)). Todas sdo quimio-
organotréficas com metabolismo fermentativo. Bacteroides e Parabacteroides séo
anaerdbias obrigatdrias, enquanto Dysgonomonas e Actinobacteria sdo anaerobias
facultativas. O uso de glicerol ndo foi reportado para a maioria delas, com excecéo

(até onde sabemos) de A. graevenitzii e A. neuii.

Uma vez que Actinomyces crescem bem apenas em meios complexos
contendo ricos ingredientes bioldgicos (SCHALL; YASSIN, 2012) e que
Bacteroides e familiares sdo habitantes tipicos da microbiota intestinal e das aguas
residuais, pode-se considerar que estas bactérias sobreviveram no reator utilizando
compostos liberados pelo decaimento celular de bactérias incapazes de utilizar

glicerol como Unica fonte de carbono e energia.

Resumidamente, a comunidade microbiana presente no indculo sofreu uma
dréstica mudanca, como resultado de ter glicerol como Unica fonte de carbono e
energia, e das condi¢Oes operacionais impostas ao reator ao longo de um ano.
Pseudomonas, os organismos degradadores aerobios que foram dominantes no
indculo, desapareceram e foram substituidos por bactérias anaerobias. Estas
incluiram os géneros conhecidos pela conversao de glicerol a 1,3-PDO, tais como

Lacrimispora e Clostridium, que corresponderam a 40% das sequéncias recuperadas.

Contudo, uma parte significante da populagdo microbiana foi de bactérias
fermentativas que ndo utilizam glicerol, bem adaptadas ao crescimento em
detrimento de produtos liberados pela decomposicéo celular de outras bactérias. Isto

pode justificar os rendimentos relativamente baixos de 1,3-PDO obtidos e 0s



produtos da fermentacdo (etanol, formato, acetato, butirato e lactato) detectados no

reator, conforme foi indicado no balango de massa em DQO (Figura 25).

Figura 26 - Caracterizagdo da comunidade microbiana do reator R_T quanto a filo (a), ordem (b),
familia (c) e género (d)
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Neste estudo foram observadas mudancas nas espécies dominantes da
comunidade bacteriana, influenciadas pela carga de glicerol aplicada (gli-LR) e pelas

variagOes de pH ocasionadas pelas diferentes dosagens de NaHCO:s.

Diante dos resultados obtidos em termos de rendimentos de produtos, a
producdo de etanol no inicio do periodo operacional esteve relacionada ndo somente
as condicbes aplicadas, mas também as espécies dominantes no inoculo. Os
resultados obtidos mostraram que a producdo maxima de etanol ocorreu quando a
gli-LR foi < 10 g.L.d* e o pH foi levemente alcalino, enquanto a produgéo de 1,3-

PDO foi favorecida quando a gli-LR foi mais elevada.

A comunidade microbiana sofreu uma dréstica mudanca, como resultado da
alimentacdo com glicerol como unica fonte de carbono e energia, bem como das
condicdes operacionais aplicadas ao reator durante um ano. As bactérias aerobias
dominantes no indculo (Pseudomonas) desapareceram e foram substituidas por
bactérias anaerdbias, incluindo géneros conhecidos por converter glicerol a 1,3-PDO,
como Lacrimispora e Clostridium, que foram responsaveis por 40% das sequéncias.

Os resultados sé@o interessantes para a producdo em grande escala: um
consércio microbiano complexo mostrou robustez e adaptacdo a condigdes
operacionais variaveis. Embora o objetivo deste estudo fosse obter, principalmente,
1,3-PDO como produto da fermentagé@o de glicerol, a tendéncia observada para o
etanol poderia ser til para a sua producdo, caso as condicdes de alcalinidade (pH >
8) e baixa carga fossem aplicadas para esta finalidade. Devido ao fato de que poucas
espécies podem fermentar glicerol e outras podem sobreviver utilizando o0s
compostos liberados pelo decaimento celular de bactérias ndo fermentadoras de
glicerol, estudos adicionais devem ser realizados para esclarecer a relagdo entre as
espécies dominantes e os produtos obtidos a diferentes condi¢des de pH, gli-LR e

produtos obtidos.
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6 PRODUCAO DE 1,3-PROPANODIOL POR FERMENTACAO DE
GLICEROL EM REATOR ANAEROBIO COM BIOFILME ADERIDO AO
SUPORTE DE SILICONE

A maioria dos estudos reportados na literatura que tem demonstrado
rendimentos de 1,3-PDO a partir da fermentacdo de glicerol proximos ao rendimento
tedrico de 0,72 mol 1,3-PDO.mol-gli refere-se a experimentos em batelada e/ou a
partir de glicerol puro e culturas microbianas puras, isoladas ou geneticamente
modificadas. Também sdo poucos os estudos em que se utilizam reatores em escala

de bancada em modo de operacgéo continua.

As condicbes de operacdo em modo continuo e com cultura mista de bactérias
sdo de grande importancia e necessitam de uma maior exploracao cientifica a fim de
promover a aplicacdo de reatores em grande escala, contribuindo para o

aproveitamento do excesso de glicerol gerado (VARRONE et al., 2018).

Além da reducdo de custos, a robustez das culturas mistas permite que estas
utilizem substratos complexos como o glicerol bruto, que contém impurezas
provenientes do processo de producédo do biodiesel (SITTIJUNDA; REUNGSANG,
2020; VERAS et al., 2019a; ZHOU et al., 2017). Também se faz necessario
aprofundar as técnicas e os conhecimentos de imobilizacdo de biomassa visando a
melhoria do rendimento de produtos de valor agregado na fermentagéo
(GUNGORMUSLER-YILMAZ et al., 2016).

6.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos a partir da operagéo em
continuo do reator anaerébio R_S, de volume 900-mL, cujo meio suporte contendo
a biomassa imobilizada conforme metodologia apresentada na se¢éo 3.4 foi disposto
em formato espiral no interior do reator. As condigdes aplicadas foram descritas na
secdo 3.4. A operacdo foi dividida em duas fases, conforme apresentado na Figura
27.
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Figura 27 - Esquema experimental da operacéo do reator R_S
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Fonte: A autora (2023)

Inicialmente, o reator foi alimentado com glicerol puro e sem adicdo de
reagente para correcao do pH. Foram aplicados pH inicial 7,0 e TDH (em média) de
4,06 dias, enquanto gli-LR média foi de 5,43 g.L1.d. A operacdo do reator foi
dividida em duas fases: P1, de 0 a 293 dias, e P2, de 294 a 392 dias. O reator foi
alimentado inicialmente com baixa concentracao de glicerol para evitar o se colapso.
Apos isto, as concentracdes foram elevadas de 15 a 30 g.L (em P1) e depois de 10
a 60 g.L! (em P2). As condicdes foram detalhadas na Tabela 13.

A partir do oitavo dia de operacdo e em diante, adicionou-se bicarbonato de
sodio (NaHCO:s) a solugdo de alimentagdo (i) para fornecer alcalinidade e evitar a
queda de pH; (ii) para manter o pH afluente proximo ao neutro. O sistema foi operado
em ambiente com temperatura controlada (30 = 2 °C).

6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos cujos resultados serdo apresentados a seguir tiveram como
objetivo estudar a influéncia da carga organica volumétrica aplicada, utilizando os
substratos glicerol puro e bruto, nos rendimentos de 1,3-PDO e subprodutos, além de

caracterizar acomunidade microbiana entre as diferentes fases de operagao do reator.

Parte dos resultados foi publicada no periédico Waste and Biomass

Valorization, entitulado: Enhanced production of 1,3-propanediol by glycerol
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fermentation using an attached-to-silicone biofilm reactor, sob autoria de: Candida
N. Cordeiro, Shyrlane T.S. Veras, Mario T. Kato, Lourdinha Florencio, José L. Sanz
(DOI: 10.1007/s12649-023-02188-3).

6.2.1 Eficiéncia do reator: efeito da carga orgéanica de glicerol

A Figura 28 apresenta a evolucdo da biomassa no sistema reator-meio suporte

ao longo da operacao.

Figura 28 - Reator R_S ao longo do periodo operacional

R_SOd R_S230d R_S360d

Fonte: A autora (2023)

Nos sete primeiros dias de operacdo do reator ndo se adicionou reagente para
fornecer alcalinidade e, portanto, o pH efluente caiu até um valor minimo 4,5. Por
isso, foi adicionado 1 g de NaHCOs por g de DQO-glicerol a solugéo de alimentacéo,
resultando em um aumento de pH afluente na faixa de 8,4-8,6. Entretanto, o pH
inicial nesta faixa foi maior do que o ideal para a atuacdo da enzima glicerol
desidratase (6,0 — 8,0), o que poderia limitar a producdo de 1,3-PDO (BIEBL et al.,
1999; TALARICO et al., 1990).

Por isso, diminuiu-se a quantidade de NaHCOz & metade (dia 25) para manter
o pH afluente proximo a 8,0 e o efluente a 5,5, aproximadamente. Neste estudo, com
0 objetivo de minimizar os custos, aplicou-se a minima dosagem possivel de

NaHCOs para fornecer alcalinidade suficiente.
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Com a aplicacio de gli-LR média de 16,9 g.L.d?, foram alcancados
rendimentos elevados de 1,3-PDO (0,43 mol.mol-glit, em média) e estabilidade,
com eficiéncia de consumo de glicerol acima de 90% (Figura 29). Quando a carga
gli-LR foi aumentada a 30 g.L™*.d}, houve uma drastica diminuicdo do rendimento
de 1,3-PDO e do consumo de glicerol, a 0,15 mol.mol-gli* e 40% (dias 236-238),
respectivamente. Apos isto, a gli-LR foi reduzida a 25 g.Lt.d? (dias 273-293),
resultando em uma recuperacdo do rendimento de 1,3-PDO a 0,39 mol.mol-gli* e
consumo de glicerol acima de 90%. Portanto, essa foi considerada a carga maxima

de glicerol puro que poderia ser aplicada ao reator.

Tabela 13 - CondigGes operacionais aplicadas e eficiéncia do reator R_S durante as fases P1 e P2

Glicerol 1.3-PDO
mo PR PH (afiuente) PHefluene)y  consumido Rendimento  Produtividade
(%) (mol.mol-Y)  (g.L%d?)
Glicerol Puro
0-96 5,43 + 1,66 8,04+038 6,77+0,88 9598+6,26 0,35%0,09 1,15+ 0,53
97-196 956+154 7,73+0,39 6,64+057 9950+196 0,37+011 2,28+0,85
197-230 16,90+1,08 7,72+0,29 594+060 9884+244 043+007 453+0,82
231-272  30,06+549 8,02+0,26 6,08+068 8497+0,11 0,33+0,09 563238
273-293  25,73x0,92 7,72+0,14 548+0,32 9256%7,62 0,39+0,05 593+1,34
Glicerol Bruto
294-307 10,36+0,44 7,88+0,13 6,75+0,08 100 0,48 + 0,08 2,97 +1,23
308-316 19,65+x040 795+0,13 7,04+0,13 99,80+0,32 0,49+0,04 555+1,33
317-323  26,75x1,19 8,08+024 723+0,19 99,60+£055 0,54+0,01 8,75+ 0,84
324-342 32,82+2,37 803+017 7,20+£0,32 99,76+0,09 0,56 0,02 10,48 £ 1,98
343-350 39,70x2,84 8,02+022 7,12+0,12 99,79+£0,06 0,58 0,02 13,94 £ 0,99
351-355 46,00x0,23 836+0,14 7,22+0,20 88,90x0,10 0,62+0,03 14,68 £ 2,03
356-362 59,91+3,23 8,11+0,04 7,45+0,03 5030+0,03 0,44+004 10,95+455

Fonte: A autora (2023)

Alguns estudos relataram rendimentos préximos ou menores do que os obtidos
neste trabalho: Gallardo et al. (2014) obtiveram rendimento de 1,3-PDO de 0,52
mol.mol-gli! utilizando cultura mista em reator tipo EGSB, continuamente
alimentado. Nakazawa et al. (2017) obtiveram maximo rendimento médio de 1,3-
PDO de 0,43 mol.mol-gli' em reator tipo UASB, em ambos se trabalhou com

reatores de lodo granular anaerébio.
Apos atingir a maxima gli-LR com glicerol puro (25 g.L™.d}), foi iniciada a
operacdo da fase P2, com glicerol bruto como substrato. A principio, adotou-se uma

carga menor (aproximadamente 10 g.L1.d}) para evitar que as impurezas contidas



87

no glicerol bruto causassem inibicdo da atividade bacteriana. Ao alcancar a
estabilidade nos rendimentos de 1,3-PDO (0,48 + 0,08 mol.mol-gli) e no consumo
de glicerol, a gli-LR foi aumentada (Tabela 13). Ao elevar a gli-LR até 39,7 g.L.d"
1 o reator teve eficiéncia de consumo de glicerol maior do que 99% e rendimento
médio de 1,3-PDO de 0,53 mol.mol-glit. Embora a maxima carga aplicada foi de
59,9 + 3,2 g.L1.d%, pode-se considerar que a carga 6tima para glicerol bruto foi 46,0
g.L1.d%, uma vez que foram alcangados os valores maximos de produtividade média
(14,7 g.L1.dY) e de rendimento médio de 1,3-PDO (0,62 mol.mol-glit). Este tltimo
é um resultado notavel, uma vez que esta proximo do maximo rendimento teérico de
0,72 mol.mol-glit (ZENG, 1996) e por ter sido obtido em um reator continuo com

cultura mista.

Estudos anteriores a este obtiveram menores rendimentos de 1,3-PDO a partir
de glicerol bruto. Por exemplo, Metsoviti et al. (2013) obtiveram 0,48 mol.mol-gli*
em seus trabalhos com uma cultura isolada de Citrobacter freundii. Veras et al.
(2019a) obtiveram um rendimento similar quando trabalharam com cultura mista em
reator UASB com biomassa aderida. Sittijunda; Reungsang (2017, 2020) obtiveram
rendimentos de 0,36 mol.mol-gli e 0,25 mol.mol-gli* aplicando carga de glicerol

bruto de 50 g.L.d}, com culturas mistas termofilicas e mesofilicas, respectivamente.

O rendimento de 1,3-PDO depende da combinacdo das rotas redutiva e
oxidativa. Moscoviz; Trably; Bernet (2016), trabalhando com experimentos em
batelada, relataram que o rendimento de 1,3-PDO foi maximo quando acetato foi o
anico subproduto, mas diminuiu quanto etanol e formato foram coproduzidos. No
presente trabalho, durante a fase P1, houve producédo consideravel de etanol e acido
formico quando foi aplicada gli-LR média de 5,0 g.L%.d* (Figura 30(a)), o que pode
ter afetado o rendimento de 1,3-PDO. Quando a carga foi aumentada a cerca de 17,0
g.L1.d, as concentracdes de etanol e acido formico diminuiram e o rendimento de
1,3-PDO aumentou. Assim, esta foi considerada a gli-LR 6tima para a producéo de
1,3-PDO durante a fase P1.

Na fase P2 (Figura 29), a rota redutiva foi favorecida. Uma explicacdo para isto
é que houve uma mudanca na comunidade microbiana, como também foi observado
por Veras et al. (2019). Isto explica por que o rendimento de 1,3-PDO foi muito mais
elevado, mesmo quando a carga de glicerol aumentou, especialmente quando acetato

foi o principal subproduto, e um percentual elevado (85-90%) de glicerol bruto foi
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convertido em produtos, com o remanescente sendo utilizado para a manutencéo e

crescimento bacteriano (Figura 30(b)).

Portanto, a produtividade e o rendimento elevados alcancados neste estudo,
com glicerol bruto, junto a baixa quantidade de NaHCO3 adicionada, sugeriram um
potencial promissor para a producdo de 1,3-PDO em escala real, fornecendo as
condicOes operacionais Otimas para a viabilidade do processo. Estudos adicionais
precisariam ser realizados para avaliar a viabilidade econdmica da aplicagéo de um
meio suporte de silicone para aumentar o rendimento de 1,3-PDO da fermentacéo de

glicerol em escala real.

6.2.2 Efeitos do glicerol bruto e da imobilizacdo da biomassa na eficiéncia do
reator

Estudos anteriores relataram o efeito das impurezas contidas no glicerol sob o
metabolismo das bactérias e a importancia de um pré-tratamento (PAN et al., 2019;
SAMUL; LEJA; GRAJEK, 2014; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2020). Condigdes
de estresse devido a algumas caracteristicas do glicerol bruto, capazes de afetar o

metabolismo das bactérias, também foram descritas (SUN et al., 2019).

Veras et al. (2019a) demonstraram em reator UASB que a mudanga na
alimentag&o de glicerol puro ao bruto teve um efeito muito expressivo nas populagdes
de Clostridium spp. com parte sendo substituida por K. pneumoniae e Lactobacillus
spp. Apesar das mudancas ocorridas na comunidade, como as espécies consumidoras
de glicerol foram substituidas por outras com a mesma capacidade, os rendimentos

de 1,3-PDO foram similares com glicerol puro e bruto.

No presente estudo, a pré-acidificacdo com HCI foi realizada para eliminar a
gordura residual do glicerol bruto, para evitar a inibicdo de bacterias e a flotacdo da
biomassa no reator. A Tabela 14 apresenta os resultados da caracterizacdo apos a
acidificacéo do glicerol bruto utilizado, que continha alguns nutrientes como fosforo,
sodio e enxofre. Apds a devida diluicdo e suplementagcdo com macro e
micronutrientes, sua utilizagdo no reator com cultura mista mostrou-se viavel. As
impurezas remanescentes nao causaram influéncia negativa na atividade das

bactérias produtoras de 1,3-PDO; ao invés disso, os resultados mostraram o
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favorecimento da fermentacéo de glicerol mesmo quando aplicada carga gli-LR tao

elevada quanto 50 g.L.d*

Tabela 14 - Caracterizacdo do glicerol bruto

Glycerol* 60

Cr 0,05
Cu 0,49
Fe 6,99
K 141
Mg 10,80
Mn 0,120
Na 22374
Ni 0,03
P 9,70
Pb 0,13
S 99

Fonte: A autora (2023)

Tvalores em mg.L?, exceto glicerol em %

Com relacdo as condicBes operacionais, a estratégia utilizada de aplicacdo de
gli-LR menor apds trocar o glicerol puro pelo bruto, aumentando progressivamente,
pode ter favorecido a adaptacdo das bactérias (SZYMANOWSKA-
POWALOWSKA, 2015) capazes de tolerar cargas elevadas, resultando em uma
produtividade de 1,3-PDO muito alta (15 g.L™t.d') para este tipo de reator e
condicdes operacionais. Ainda existem poucos estudos que apresentem rendimentos
elevados de 1,3-PDO a partir da fermentagéo de glicerol bruto por cultura mista, bem
como sobre as condi¢bes 6timas de operagdo de reator anaerébio continuo com
biomassa imobilizada (GUNGORMUSLER-YILMAZ et al., 2016; ZHU et al.,
2021).

Veras et al. (2019a) usando glicerol puro e bruto, obtiveram rendimentos
elevados de 1,3-PDO (0,54 e 0,48 mol.mol-gli*?), porém com cargas muito menores

(18 € 20 g.L1.d%, respectivamente) e pH efluente 5,0-5,5.

Rendimentos elevados de 1,3-PDO e bom funcionamento do reator tém sido
demonstrados quando se utiliza imobilizacdo da biomassa, sugerindo uma habilidade
dos produtores de 1,3-PDO em aderirem a certos suportes (CASALI, 2012;
GUNGORMUSLER; GONEN; AZBAR, 2011a, 2011b; VERAS et al., 2020).

Algumas explicacdes relacionadas a adesdo de micro-organismos como biofilme em
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silicone foram relacionadas ao efeito combinado da presséo e formacao de gas dentro
da mangueira de silicone e a configuracdo em que foi disposta dentro do reator, que

resultou em uma eficiente retencdo da biomassa ativa (VERAS, 2019).

Neste trabalho, uma fragéo do glicerol consumido foi convertida a etanol, acido
férmico e outros subprodutos minoritarios, além de uma fracdo para o crescimento
bacteriano. A proporcdo entre 1,3-PDO e subprodutos indesejados dependeu das
condigdes operacionais impostas e do tipo de substrato. Durante a fase P1, o
rendimento de 1,3-PDO aumentou de 0,35 a 0,43 mol.mol gli*! (Figura 30(a)).
Durante a fase P2, os rendimentos e produtividade de 1,3-PDO (Figura 29, Tabela
13) mostraram que as condi¢Ges foram favoraveis ao crescimento dos micro-
organismos consumidores de glicerol bruto e produtores de 1,3-PDO. Portanto, para
ambas as fases, o uso do meio suporte de silicone para a adesdo de bactérias

consumidoras de glicerol mostrou uma grande eficécia.

Assim, os resultados com glicerol bruto (P2) mostraram que o cultivo
microbiano e a imobilizacdo celular em mangueira de silicone parecem ser
promissores para aumentar a producédo de 1,3-PDO a partir de uma matéria-prima de
baixo custo, como o glicerol bruto. Estudos adicionais precisam ser realizados quanto

a aplicacdo em grande escala.
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Figura 29 - Condices operacionais (gli-LR, pH e TDH), consumo de glicerol e rendimentos de metabdlitos durante a operacdo do reator R_S
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Figura 30 - Rendimentos de 1,3-PDO e outros subprodutos em funcéo da carga de glicerol aplicada com
(@) glicerol puro e (b) glicerol bruto
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6.2.3 Caracterizacdo da comunidade microbiana do reator R_S

A Tabela 15 resume o total de leituras geradas por Illumina, as sequéncias

consideradas para andlise ap0s remocdo das leituras de baixa qualidade e os

comprimentos médios, que foram adequados para analise filogenética confiavel a nivel

de género. Os indices mais utilizados em ecologia molecular microbiana também foram

incluidos.
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Tabela 15 - Dados numéricos das sequéncias, biodiversidade, abundancia e indices de cobertura das
biomassas analisadas

S1 S2 S3 S4 S5 S6
Total de leituras 128453 106423 84623 140013 135274 154812
(sequéncias)
Leituras de alta qualidade 111538 96518 76599 130198 125517 138217
Comprimento médio (bp) 462 448 447 444 446 444

Sobs 1292 1859 1697 2947 2875 2933
Chao 25769 13954 12744 24287 20231 23261
12412  +2351 2244 +3542 +2740 +3317
Cobertura 0,9893 0,9836 0,9813 0,9810 0,9809 0,9821
Shannon (H) 1,7011 2,4278 2,4437 3,4640 3,1142 2,6446
+0,008 0,013 =+0,015 0,008 =+0,011 0,010
Simpson 0,2593 0,2372 0,2289 0,0603 0,1087 0,1691

+0,001 +0,002 +0,003 +0,001 +0,001 0,001
Shannon evenness 0,2374 0,3225 10,3286 0,4336 0,3910 10,3312

Gini 0,9862 0,9541 10,9585 0,9454 0,9502 0,9858
Fonte: A autora (2023)

As amostras foram codificadas conforme descrito na secdo 3.8, sendo: biofilme
aderido a mangueira usada como inoculo (S1), biofilme aderido a mangueira e biomassa
em suspensdo coletados ao final do periodo de alimentacdo com glicerol puro (S2 e S3,
respectivamente), biofilme aderido a mangueira, biomassa em suspensdo e biomassa
sedimentada coletados ao final da operacao/alimentacdo com glicerol bruto (S4, S5 e S6,

respectivamente).

A abundéncia especifica (Sebs), indices Shannon (H) e Chao 1, mostraram maior
diversidade ao final da operagdo do reator (S4, S5) em comparagdo a populagéo
microbiana do reator alimentado com glicerol puro (S2, S3). O indice Gini, proximo a 1
em todas as amostras, evidencia uma alta desigualdade, especialmente para as amostras
S1 e S6, o indice Simpson confirma essa afirmacdo. O indice de cobertura de Good
estimou que menos de 2% de OTUs provavelmente ndo foram cobertas durante o
sequenciamento. Da mesma forma, as curvas de rarefacdo mostraram que se alcangou

quase o censo completo das bactérias.

6.2.3.1 Comunidade microbiana do biofilme aderido — indculo (amostra S1)

A diversidade bacteriana do inéculo foi baixa, o filo Firmicutes representou 72%

das sequéncias e, junto ao filo Proteobacteria, representaram 97,7% do total de
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sequéncias. Das sequéncias afiliadas a Clostridiales, o género Clostridium representou
somente 0,3% das sequéncias, 0 que foi um resultado surpreendente, uma vez que se

esperava uma maior representatividade de Clostridium, por ser consumidor de glicerol.

Lactobacillales e Enterobacteriales foram as ordens mais predominantes. Todas
as sequéncias incluidas nestas ordens foram afiliadas, respectivamente, as familias
Lactobacillaceae e Enterobacteriaceae. Apenas dois géneros: Lactobacillus (70,6%) e
Raoultella (23,3%) foram considerados relevantes.

A taxonomia dos géneros Raoultella/Klebsiella € confusa; arvores filogenéticas
sugeriram que o género Klebsiella deve ser reorganizado. Entdo, Drancourt et al. (2001)
criaram o género Raoultella para incluir algumas espécies de Klebsiella. Recentemente,
Ma et al. (2021) propuseram a reunificagcdo de ambos 0s géneros. A fim de facilitar a

discusséo, neste estudo considerou-se ambos 0s géneros como apenas um.

Os géneros Klebsiella e Lactobacillus séo usualmente reportados na producéo de
1,3-PDO por fermentacéo de glicerol (WESTBROOK et al., 2019; ZHU et al., 2021).

Trés de quatro OTUs majoritarios do inéculo foram classificados como
Lactobacillus e apresentaram similaridade maior do que 99% com L. parabuchneri, L.
casei/paracasei e L. coryniformis, respectivamente. Tais espécies foram identificadas em
reator degradador de glicerol com elevada producéo de 1,3-PDO (VERAS et al., 2019a).

A abundéancia de Lactobacillus no inéculo (70% das sequéncias) ndo foi
surpreendente, uma vez que espécies L. brevis (SZYMANOWSKA-POWALOWSKA et
al., 2013), L. reuteri (RICCI et al., 2015; SUPPURAM et al., 2019), L. diolivorans
(PFLUG et al., 2014), L. parabuchneri, L. casei/paracasei, e L. coryniformis (VERAS et
al., 2019a), dentre outros, foram previamente reportadas em reatores anaerobios

degradando glicerol.

Contudo, o glicerol ndo pode ser utilizado como unica fonte de carbono por
Lactobacillus spp, que necessitam de substrato adicional na fermentacdo, para seu
crescimento e geracdo de equivalentes redutores para a producéo de 1,3-PDO (VEIGA
DA CUNHA; FOSTER, 1992; ZHU et al., 2021). Sua predominancia elevada no inoculo
pode ser atribuida a manutencdo da biomassa usada como indculo, que esteve sob

refrigeragé@o por dois anos.

Tais bactérias podem ter sobrevivido devido a (i) lactobacilos serem
aerotolerantes, (ii) algumas serem psicrotolerantes, e.g. L. casei, L. paracasei, L.
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parabuchneri, L. brevis, L. diolivorans, e (iii) fermentacdo de componentes de
carboidratos a partir de células em decomposicao de bactérias estritamente anaerdbias
para obter energia.

6.2.3.2 Comunidade microbiana do reator alimentado com glicerol puro (amostras S2,
S3, S4) e glicerol bruto (S5 e S6)

Ap06s 295 dias de alimentacdo do reator com glicerol puro, o filo Firmicutes
permaneceu como majoritario, cobrindo mais de 75% em ambas as amostras (Figura
6.5b). Uma dréstica mudanca ocorreu a nivel de ordem: Lactobacillales foram quase
completamente substituidas por Clostridiales, com o género Clostridium majoritéario
(47% das sequéncias). Comparando-se ao inoculo (S1), observou-se maior diversidade.
Outros géneros afiliados a Clostridiales, como Eubacterium e diversos membros da
familia Ruminococcaceae: Caproiciproducens, Oscillibacter, abrangeram 20% das
sequéncias (Figura 31(d)).

A nivel de filo, Proteobacteria diminuiu a metade, enquanto sequéncias afiliadas
a Actinobacteria aumentaram quatro vezes (Figura 31(a)). As sequéncias afiliadas a
enterobacteria Klebsiella/Raoultella diminuiram de 23,3% no inéculo a 9,7% e 7,4% na
biomassa aderida (S2) e em suspensdo (S3), respectivamente. Por outro lado,
actinobactérias Actinomyces e Olsenella aumentaram de 0,4% no indculo a 8% e 9,3%
em S2 e S3, respectivamente (Figura 31(d)). O filo Bacteroidetes (Bacteroides,

Dysgonomonas), passou de menos que 0,01% no inéculo a 1% (Figura 31(b)).

Quanto a Lactobacillus, que antes predominaram no indculo (S1), apds ndo menos
do que 10 meses de operacdo do reator alimentado exclusivamente com glicerol, com a
consequente adaptacdo da comunidade microbiana ao uso de glicerol como Unica fonte
de carbono e energia, 0 nimero de sequéncias afiliadas a Lactobacillus reduziu a cerca
de um décimo (amostras S2, S3 e S4, Figura 31). Além disso, praticamente desapareceram

nas biomassas suspensas e sedimentadas ao final da operagéo do reator.

O filo Firmicutes, ordem Clostridiales, permaneceu como majoritario apos a
alimentagdo com glicerol bruto na biomassa em suspenséo e aderida (cerca de 70%).
Contudo, a familia Clostridiaceae diminuiu notavelmente, especialmente na biomassa em
suspensdo (S5), onde foi reduzida a um terco. Em seu lugar, surgiram outras familias

Clostridiales, i.e., Eubacteriaceae, Lachnospiraceae e Porphyromonadaceae.
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Outros Firmicutes, afiliados a ordem Clostridiales, surgiram no reator. O sistema
mostrou maior uniformidade e menor desigualdade: cinco familias dentro desta ordem
tiveram presenca significativa no reator (Figura 31(c)). Clostridium foi o género
dominante; 98% das sequéncias pertencente a esse género foram afiliadas a C.
pasteurianum na biomassa aderida, enquanto C. sulfidigenes, C. sporogenes (S4) e C.
sulfidigenes (S5) também foram encontrados na biomassa em suspensédo. A alimentacao
com glicerol bruto resultou em um notavel decaimento nas sequéncias afiliadas a
Clostridium (41% e 64% nas biomassas aderida e suspensa, respectivamente), com o

consequente desenvolvimento de outros clostridials.

Embora o género Clostridium tenha permanecido majoritario na biomassa aderida
(S4), outros géneros, e.g., Lacrimispora e Hydrogenoanaerobacterium, muito raros no
inoculo e no reator quando foi alimentado com glicerol puro, estiveram entre 0s mais
numerosos no reator quando alimentado com glicerol bruto. Além disso, Eubacterium foi

dominante (27,6%) na biomassa suspensa coletada do reator (S5).

Especialmente notaveis foram os géneros de Eubacterium, de menos do que 1%
no in6culo passaram a ser dominantes em S5; Caproiciproducens, de menos do que 0,1%
a cerca de 10%; Lacrimispora e Hydrogenoanaerobacterium, os dois ultimos sofreram
um grande aumento, de menos de 0,1% a 9,4% apds a alimentacdo com glicerol bruto
(Figura 31(d)).

Todos esses géneros sdo obrigatoriamente anaerobios quimiorganotroficos,
produzem grandes quantidades de acidos, e.g. butirico, acético, férmico ou caprdico e,
algumas espécies, etanol e/ou H». Para a maioria das espécies descritas, o uso de glicerol
ndo foi avaliado. Assim, sabe-se que das 45 espécies de Eubacterium descritas, apenas 5

haviam sido testadas, com o mesmo resultado: ndo fermentam glicerol (WADE, 2009).

Lacrimispora € um novo género para espécies erroneamente classificadas em
Clostridium, que filogeneticamente se encontravam dentro da familia Lachnospiraceae
(HAAS; BLANCHARD, 2020). Ja foi reportado que L. sphenoides ndo fermentam
glicerol. Em geral, para espécies incluidas na familia Lachnospiraceae, glicerol ndo é
utilizado para crescimento e, até onde se sabe, h4 apenas uma excecdo: Roseburia

cecicola.

Similarmente, como uma regra geral, membros da familia Ruminococcaceae néo

fermentam glicerol, e.g., Hydrogenoanaerobacterium (SONG; DONG, 2009). Contudo,
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Caproiciproducens, segundo terco mais abundante na comunidade microbiana do reator,
o fermentam (KIM et al., 2015). Além disso, Ruminococcus spp. foram identificadas
como utilizadores de glicerol (ENGELS et al., 2016).

E dificil afirmar se as bactérias dominantes no reator depois da alimentac&o com
glicerol como Unica fonte de carbono e energia durante um ano, cresceram as custas do
glicerol ou utilizando os produtos liberados apés a morte de parte das bactérias
fermentadoras de glicerol.

O segundo filo mais abundante, Proteobacteria, teve sua presenca diminuida
quando o reator foi alimentado com glicerol bruto. Esta diminuicéo foi associada com a
reducdo da familia Enterobacteriaceae, géneros Klebsiella/Raoultella (menos de 1%),

especialmente na biomassa em suspensao, onde praticamente desapareceram.

Klebsiella-Raoultella, o segundo género mais abundante no indculo, manteve
presenca significativa no reator alimentado com glicerol puro (9,7-7,4%), mas apos o
periodo de alimentacdo com glicerol bruto, chegou ao minimo na biomassa aderida (S4)
e residual na biomassa em suspensdo (S5). O potencial inibitério do glicerol bruto sobre
a producdo de 1,3-PDO por K. pneumoniae foi destacado por Laura et al. (2020).

As sequéncias afiliadas a outros filos aumentaram notavelmente como resposta da
comunidade microbiana do reator ao uso de glicerol como Unica fonte de carbono e
energia e as condi¢cdes operacionais impostas por um longo periodo. Actinobacteria,
género Actinomyces, aparentemente ndo depende do uso de glicerol puro ou bruto: a
cobertura foi similar e a espécie mais provavel foi, em ambos os casos, A. polynesiensis
(99% de similaridade). Muitas Actinomyces sdo anaerdbias facultativas, embora A.
polynesiensis cresca somente anaerobicamente, produzindo &cidos a partir de glicerol
(CIMMINO et al., 2016).

Por outro lado, as abundancias de  Thermodesulfator  (filo
Thermodesulfobacteria), Bacteroides e Dysgonomonas (filo Bacteroidetes) parecem ter
sido fortemente influenciadas pela alimentagdo, aumentando significativamente na

comunidade microbiana apés a alimentar o reator com glicerol bruto.

O papel de Bacteroidales como produtores de 1,3-PDO a partir de glicerol ndo foi
reportado. De fato, Bacteroides graminisolvens e Dysgonomonas oryzarvi, a duas OTUs

bacteroidales mais abundantes, ndo utilizam glicerol (KODAMA et al., 2012). Contudo,
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elas foram dominantes em digestores anaerobios alimentados com residuos ricos em
glicerol (FERGUSON et al., 2018).

A presenca do filo Bacteroidetes e Thermodesulfobacteria aumentou, surgindo o
género Bacteroides na biomassa suspensa (S4) e Thermodesulfatator na biomassa aderida
(S5). A presenca proeminente na comunidade microbiana do Thermodesulfator, bem
como o incremento de Desulfovibrio e Clostridium desulfidigenes (45% das sequéncias
dentro do género Clostridium em S5), apds alimentar o reator com glicerol bruto esta

relacionada com o contetido de sulfato no glicerol bruto utilizado.

Thermodesulfobacteria, assim como Desulfovibrio se classificam em estritamente
anaerobios e sdo incapazes de utilizar acetato como doador de elétrons, ao invés disso,
utilizam lactato, piruvato e etanol como doadores e reduzem o sulfato o H»S. Certas
espécies de Desulfovibrio sdo peculiares dentre os redutores de sulfato, por sua
capacidade de crescer quimiolitotrofica e autotroficamente, utilizando H. como doador
de elétrons, sulfato como aceptor de elétrons e CO2 como unica fonte de carbono
(MADIGAN et al., 2016). Assim, a presenga desses micro-organismos em decorréncia
da alimentacdo com glicerol bruto também teve uma importante contribuicdo no

favorecimento da rota redutiva e producdo de 1,3-PDO.

A amostra da biomassa que se acumulou progressivamente ao fundo do reator,
analisada apds um ano de operacdo (S6) forneceu um resultado relevante para a discussao:
99% das sequéncias recuperadas dessa biomassa pertenceram ao filo Firmicutes, ordem
Clostridiales, familia Clostridiaceae, com dominancia dos géneros Anaerobacter

(78,7%) e, em menor extensdo, Acetitomaculum (12,9%).

Anaerobacter € anaerdbio obrigatorio fermentador de carboidratos. Plecha et al.
(2013) reportaram que o enriquecimento de cultura de amostras do solo foi dominado por
Sarcina, Anaerobacter e Clostridium. Anaerobacter cresceu na faixa de pH de 5,5 a 8,5,
com temperatura 6tima de 25 a 35 °C. O pH (5,5) e a temperatura (30 °C) do reator podem

ajudar a entender seu predominio na amostra S6.

Acetitomaculum é um acetogénico que forma acetato a partir de H. e CO.. A
predominancia de ambos 0s géneros na biomassa acumulada no fundo do reator sugere
que eles podem participar da utilizagdo de componentes de decomposicdo celular e da
liberagéo de hidrogénio durante a fermentacdo desses componentes no reator.
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Diante do exposto, em uma visdo geral dos grupos bacterianos encontrados nas
amostras, revelou-se que a diversidade bacteriana do in6culo foi menor do que a das
amostras coletadas ao longo da operacdo do reator, demonstrando o aumento da
biodiversidade relacionado as condigdes operacionais e & alimentacdo com glicerol puro

ou bruto como Unica fonte de carbono e energia.

Figura 31 - Perfis taxondmicos a nivel de ordem (a), filo (b), familia (c) e género (d)
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O reator anaerobio de fluxo ascendente inoculado com biomassa aderida a suporte
de silicone destacou-se como uma configuracdo promissora para a producdo de 1,3-PDO
pela fermentacdo de glicerol, especialmente considerando que (i) foi operado
continuamente; (ii) uma cultura ativa mista e densa se desenvolveu muito bem na

mangueira de silicone e; (iii) utilizou-se glicerol bruto.

Foram obtidos altos rendimentos e produtividades de até 0,62 mol.mol-glite 14,7
g.L1.d, respectivamente, A aplicacdo de cargas elevadas até 46 g.L.d? de glicerol
bruto sem afetar negativamente a atividade dos micro-organismos abre a possibilidade de

seu uso em escala industrial.

A analise da comunidade microbiana do reator mostrou as tendéncias observadas
nas diferentes fases operacionais do reator. Embora para o indculo tenha se observado
baixa diversidade microbiana, com dominancia de Lactobacillus (cerca de 70% de
abundancia) e Klebsiella/Raoultella (cerca de 23%), apds 295 dias de operacdo com
glicerol puro, houve uma mudanga na comunidade aderida ao meio suporte, com
diminuigdo significativa da abundéncia de Klebsiella/Raoultella.

No final da alimentacdo com glicerol puro (fase P1), uma maior diversidade
microbiana foi observada, com presenca de micro-organismos consumidores de glicerol,
demonstrando que as condi¢des operacionais aplicadas foram adequadas a selecdo de uma
comunidade consumidora do substrato disponivel.

Contudo, foi durante a alimentacdo com glicerol bruto (fase P2), que o rendimento
méaximo de 1,3-PDO foi alcancado e onde houve uma diversidade ainda maior em relacédo
a fase de alimentagdo com glicerol puro, inclusive com a dréstica mudanga observada.

Ao final da fase P2, a familia Clostridiaceae diminuiu notavelmente,
principalmente na biomassa suspensa. Clostridium permaneceu como género majoritario
na biomassa aderida ao suporte, 0 que € muito positivo e reforca que o meio utilizado
como suporte foi favoravel as bactérias consumidoras de glicerol e produtoras de 1,3-
PDO.

Outros géneros que foram muito raros no inoculo e no reator alimentado com
glicerol puro, Lacrimispora e Hydrogenoanaerobacterium, sofreram um grande aumento
de menos de 0,1% a 9,4% apos a alimentacdo com glicerol bruto, aparecendo entre 0s
mais abundantes. Além disso, o0 surgimento de Thermodesulfator, Bacteroides e
Dysgonomonas parecem ter sido fortemente influenciadas pela alimentagdo com glicerol

bruto.
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Por fim, os experimentos realizados demonstraram uma forte relacdo do tipo de
glicerol utilizado na alimentacéo e os produtos obtidos. Os rendimentos de 1,3-PDO
alcancados foram muito elevados, inclusive com o aumento da carga de glicerol aplicada,
0 que também é bastante favoravel a uma situacdo de escala real.

O meio suporte utilizado mostrou-se favoravel ao crescimento das bactérias de
interesse ao consumo de glicerol bruto e producdo de 1,3-PDO; estudos futuros podem
ser realizados para o melhor entendimento da relacdo do material utilizado como meio

suporte e o favorecimento da adesdo de tais bactérias.
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7 DISCUSSAO GERAL

No presente estudo, diferentes condi¢cdes operacionais foram aplicadas na
fermentacdo do glicerol por culturas mistas de bactérias, tanto em testes em batelada
guanto em reatores anaerobios de operacdo continua. A finalidade foi relacionar as
condicdes aplicadas e os produtos obtidos, além de caracterizar a comunidade
microbiana.

Seguindo uma légica experimental, cada etapa realizada neste trabalho contribuiu
para 0 avanco no entendimento da capacidade dos micro-organismos anaerdbios
consumidores de glicerol de produzir 1,3-PDO e de adaptarem-se as diversas condigdes

operacionais aplicadas aos biorreatores.

Em estudos anteriormente realizados em reator utilizando mangueira de silicone
como meio suporte, levantou-se a hipo6tese de que o hidrogénio retido na mangueira
poderia favorecer a selecdo dos micro-organismos produtores de 1,3-PDO (VERAS,
2019). Por isso, neste trabalho, inicialmente foram realizados testes em batelada para
avaliar diferentes concentraces de Hx no headspace dos reatores. Além disso,

concentracgdes variaveis de glicerol foram estudadas.

Nos testes em que se avaliou a relacdo hidrogénio:glicerol, verificou-se uma
tendéncia de rendimento de 1,3-PDO mais elevado quando a relacdo 1:1 (H:glicerol) foi
aplicada, estando de acordo com o balanco de equivalente redox, onde 1 mol de Hz é
necessario para reduzir 1 mol de glicerol. Contudo, as diferencas foram pouco
significativas e o efeito do H. sobre a producéo de 1,3-PDO néo ficou clara.

Além disso, observou-se que independente da concentracdo de glicerol aplicada,
0 1,3-PDO foi o produto majoritario, ainda que os subprodutos fossem distintos. O
rendimento de 1,3-PDO foi favorecido quando &cido acético foi o principal subproduto,
estando em acordo com o que diz a literatura quanto ao favorecimento da rota redutiva
quando este &cido é produzido (GARLAPATI et al., 2016; MOSCOVIZ; TRABLY;
BERNET, 2016; ZENG; BIEBL, 2002).

Simultaneamente aos testes em bateladas, promoveu-se a formacéo de biofilme
em mangueiras de silicone, visto que se pretendia trabalhar com reatores tipo filtro (com
biofilme sobre um suporte). Alguns autores relataram rendimentos elevados de 1,3-PDO
quando se aplicou a imobilizagéo de biomassa, sugerindo a habilidade dos produtores de
1,3-PDO em aderir aos suportes (GUNGORMUSLER et al., 2011a; GUNGORMUSLER
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etal., 2011b; VERAS et al., 2020). O consumo de glicerol aliado a producéo de 1,3-PDO
(analisados mediante cromatografia liquida) foram interpretados como confirmacdo da

formacéo do biofilme no interior das mangueiras de silicone.

Na sequéncia, conforme se formou o biofilme nas mangueiras de silicone,
pretendia-se estudar a producédo de 1,3-PDO em modo continuo em duas configuragdes
diferentes de reatores de fluxo ascendente com a biomassa aderida: (i) reator tipo filtro,
onde a mangueira foi cortada em pedagos que preencheram o reator até cerca de metade
do volume (R_T); (ii) reator tipo fluxo pistdo, onde a mangueira em espiral foi conectada
a sua parte inferior (R_S). O reator R_T foi alimentado com glicerol puro durante todo o
periodo de operacdo; o reator R_S foi alimentado com glicerol puro até atingir a carga
méaxima e, entdo, foi alimentado com glicerol bruto até o final do periodo operacional.
Em ambos os reatores foram avaliadas condicGes varidveis de carga de glicerol (gli-LR)

aplicada e dosagens de bicarbonato de sddio.

Os resultados em R_T, tanto quando se variou a carga a pH constante como
quando se manteve a carga constante e se variou o pH, levaram a hipétese de que a carga
poderia estar influenciando nos rendimentos de 1,3-PDO e outros subprodutos,
especialmente o etanol. A Gltima fase experimental permitiu a confirmacao da hipétese
mencionada, comparando duas cargas diferentes (9 e 18 g.L.dY), mantendo constante a
quantidade de NaHCOs adicionado: foi observada uma relagéo inversa entre a gli-LR e
os rendimentos de etanol, os quais foram mais elevados a cargas menores do que 10 g.L"
1dt Com respeito ao 1,3-PDO, a gli-LR ndo teve influéncia significativa nos
rendimentos. Portanto, caso o objetivo fosse obter etanol, o reator deveria ser operado
com cargas baixas e pH levemente alcalino. Por outro lado, estas condi¢des deveriam ser

evitadas para produzir 1,3-PDO.

Na literatura, a discussdo sobre a influéncia de condi¢bes operacionais como o pH
e a carga organica aplicada nas fermentacGes de glicerol ainda é pouco conclusiva,
especialmente tratando-se de consorcio microbiano, onde ha uma complexidade maior

guando se pretende discutir o metabolismo microbiano.

De acordo com Biebl et al. (1999), os géneros Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter, Lactobacillus e Clostridium, s@o capazes de produzir 1,3-PDO. Porém, a
mistura dos produtos que derivam da formacéo de piruvato € variavel e depende do micro-
organismo. Enquanto Klebsiella podem formar etanol, formato, lactato, acetato e 2,3-
butanodiol, Clostridium também pode produzir butirato e butanol. Os produtos variam e
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dependem tanto dos micro-organismos quanto das condicdes de crescimento, incluindo
pH e concentracédo de glicerol (ROSENBERG et al., 2013; ZHU et al., 2021b).

Especificamente para a fermentacdo de glicerol, um dos primeiros estudos
reportando a producdo de etanol foi realizado por Jarvis et al. (1997), onde etanol e
formato foram produzidos por Klebsiella planticola em quantidades equimolares (30 e 32
mmol.L, respectivamente). Zhang et al. (2006) estudaram o metabolismo de glicerol por
Klebsiella pneumoniae YMU2 e demonstraram que a producéo de 1,3-PDO foi diminuida

quando etanol também foi produzido.

Além disso, em experimentos realizados simultaneamente em um reator
independente do reator R_T, os rendimentos de etanol foram préximos a 0,30 mol.mol™*
quando foram mantidos o pH afluente alcalino (8,5-8,8) e baixa gli-LR, (de 5,0a8,0 g.L"
1d1). Ademais, ndo houve producéo de 1,3-PDO, o que representou um limite maximo

de pH para a sua obtengéo.

Temudo et al. (2008) realizaram experimentos para a fermentacdo de glicerol em
reator tipo CSTR com cultura mista e pH controlado a 8,0. Os acidos organicos (acetato
e butirato) foram quase insignificantes, enquanto etanol foi produzido em quantidades
muito maiores. Os autores também avaliaram a variagdo da concentracdo inicial de
glicerol (4 a 25 g.L!) e observaram que em condigOes limitantes de substrato, os

rendimentos de etanol-formato foram maiores que 60% do carbono convertido.

Vikromvarasiri et al. (2016) obtiveram etanol pela fermentacdo em batelada com
lodo granular, variando a concentragdo do glicerol puro, de 10 a 128 g.L%, e o pH inicial
(4 a7). Os rendimentos variaram de 0,66 a 0,85 mol etanol/mol glicerol, sendo 0 maximo
obtido a pH 7 e menor concentracdo de glicerol (10 g.L™1). Enterobacter e Klebsiella

foram identificadas como as maiores produtoras de etanol.

Assim como foi observado neste trabalho, nos estudos supracitados a condigéo de
menos glicerol disponivel esteve relacionada a tendéncia em se produzir mais etanol.
Porém, em nosso caso, 0 maximo que se obteve de etanol foi cerca de 0,30 mol.mol™,
sendo 1,3-PDO sempre o produto majoritario. Com relagdo ao pH alcalino, apesar de o
pH maior do que 8,5 ter sido mais favoravel a producédo de etanol, uma maior exploracao

se faz necessaria.
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Na analise da comunidade microbiana, ambos os reatores (R_. T e R_S)
apresentaram biodiversidade muito baixa no indculo e isto pode ser explicado pelo fato
de que a biomassa de partida (utilizada para a formacao do biofilme nas mangueiras),

esteve por cerca de dois anos armazenada a 4 °C, sem receber nova alimentacéo.

Em R_T, 98% das sequéncias foram associadas a dois filos: Proteobacteria (67%
das sequéncias pertencentes ao género Pseudomonas; 7,1% ao género Raoultella) e
Firmicutes (18,2% género Lactobacillus). Dentre as bactérias presentes no inoculo,
apenas Raoultella e Lactobacillus séo conhecidas por consumir glicerol e converter em
1,3-PDO.

As duas OTUs majoritérias de Lactobacillus apresentaram homologia > 99% com
as bactérias heterofermentativas L. casei/paracasei e L. parabuchneri, o que pode
explicar a producdo inicial de etanol. Os resultados do indculo também explicam a baixa

producdo de 1,3-PDO no reator.

Ap6s um ano, com as diversas condi¢cBes operacionais aplicadas, a comunidade
do R_T sofreu uma importante mudanga. Destaca-se que as anteriormente dominantes
Pseudomonas, Lactobacillus e Raoultella cairam a abundancias menores que 1%. Ja a
ordem Clostridiales mudou de 0,2% no indculo para 62,6% ao final da opera¢édo no reator.
Os géneros pertencentes a esta ordem sdo anaerdbios obrigatorios e, em geral, quimio-
organotroficos, que produzem uma mistura de &cidos organicos (lactato, formato, acetato
ou butirato), o que explica a ocorréncia desses subprodutos ao longo da operacdo do

reator.

A comunidade microbiana presente no inoculo do R_T sofreu esta dréstica
mudanca como resultado da alimentagcdo com glicerol como Unica fonte de carbono e
energia, e das condigdes operacionais aplicadas. Pseudomonas foram substituidas por
bactérias anaerdbias, incluindo géneros bem conhecidos por converter glicerol a 1,3-
PDO, como Lacrimispora e Clostridium, que juntos formaram 40% das sequéncias

recuperadas.

A presenca do género Clostridium era esperada, uma vez que sdo usualmente
detectados em reatores degradadores de glicerol (CHATZIFRAGKOU et al., 2011;
DIETZ; ZANG, 2014; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2017; TEE et al.,, 2017,
VARRONE et al., 2018; VERAS et al., 2019a; ZHOU et al., 2017). A aplicacdo de pH

afluente alcalino ao reator durante um longo periodo pode estar relacionada com o fato
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de Clostridium nao haver dominado, ja que a maioria das especies desse género cresce
mais rapido a pH 6,5-7,0 (RAINEY et al., 2009).

A Figura 32 apresenta, resumidamente, a operacdo do reator R_T e a relacéo entre

as cargas aplicadas e os rendimentos dos principais produtos.

Figura 32 - Rendimentos de etanol (EtOH) e 1,3-PDO em funcdo da carga de glicerol aplicada (Gli-LR)
em R_T; Mudangas na diversidade por Abundéancia Relativa (RA) de géneros no inicio (dia 0) e ao final da
operacéo (dia 362)
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Fonte: A autora (2023)

Com respeito a operacao do reator R_S, onde foram avaliadas as condi¢es mais
favoraveis a producdo de 1,3-PDO, primeiramente a partir da fermentacdo de glicerol
puro e depois a partir de glicerol bruto, os resultados obtidos demonstraram uma excelente
adaptacdo dos micro-organismos ao reator € a0 meio suporte, especialmente quando
ocorreu a mudanga de substrato a glicerol bruto, inclusive a cargas maiores do que as

aplicadas com glicerol puro.

Embora os maiores rendimentos médio e maximo de 1,3-PDO (0,43 mol.mol-gli-
1 ¢ 0,60 mol.mol-gli, respectivamente) tenham sido obtidos quando a carga de glicerol
puro, em média, foi de 16,9 g.L1.d?, a carga maxima tolerada pelo reator foi de 25 g.L-
1.dL. Alguns estudos em reator continuo obtiveram rendimentos de 1,3-PDO menores ou
aproximados ao maximo do presente estudo, como Gallardo et al. (2014), que obtiveram
0,52 mol.mol-gli?! utilizando uma cultura mista em reator EGSB, e Nakazawa et al.

(2017), que relataram 0,43 mol.mol-gli** em reator UASB alimentado com glicerol puro.

Quando o reator foi alimentado com glicerol bruto, embora a maxima carga

aplicada foi de 59,9 g.L%.d, a carga 6tima de operagao foi 46,0 g.L.d"%, onde 0 maximo
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rendimento de 1,3-PDO (0,62 mol.mol-gli*!) foi alcancado. Este foi um resultado muito
relevante, tanto por se tratar da fermentacdo de glicerol bruto por um consoércio
microbiano em reator continuo, quanto por se aproximar do maximo rendimento tedrico

(0,72 mol.mol-gli!) reportado por Zeng (1996).

Comparativamente, em outros trabalhos em que se alimentaram reatores
anaerobios com glicerol bruto, os rendimentos de 1,3-PDO obtidos foram menores que
0s aqui apresentados. Valores préximos a 0,48 mol de 1,3-PDO/mol de glicerol foram
relatados em estudos com cultura isolada de Citrobacter freundii (METSOVITI et al.,
2013) e com cultura mista em reator UASB com biomassa aderida (VERAS et al., 2019b).
Sittijunda; Reungsang (2017, 2020), trabalhando com culturas mistas, obtiveram 0,36 e

0,25 mol.mol-gli a cargas tdo altas quanto as do presente estudo (50 g.L1.d%).

Uma possivel explicacdo para os melhores rendimentos obtidos na fase de
alimentacdo com glicerol bruto foram as estratégias operacionais de imobilizacdo da
biomassa em um meio suporte favoravel ao desenvolvimento e adesdo de um biofilme,
além do aumento progressivo da carga de glicerol (aguardando uma estabilizacdo da
eficiéncia do reator a cada carga aplicada), favorecendo a adaptacdo das bactérias com

maior capacidade de tolerar condi¢des mais robustas.

As mangueiras de silicone foram excelentes para a imobilizacdo de micro-
organismos fermentadores de glicerol e produtores de 1,3-PDO, que foram capazes de
aderir ao suporte e se desenvolver no interior dos reatores anaerobios, especialmente na
configuracdo tipo fluxo pistdo (R_S). Veras (2019) propés como possivel explicacdo para
a eficiente retencdo da biomassa ativa, o efeito combinado da pressao e formacéo de gas

no interior da mangueira. Neste trabalho, ndo foi possivel confirmar tal hipotese.

A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que o reator anaerébio com
biofilme aderido a um suporte de silicone na configuracdo tipo fluxo pistdo € promissor
para a producdo de 1,3-PDO, especialmente pela operacdo em modo continuo, com
cultura mista que se desenvolveu no interior de uma mangueira de silicone (destacando-
se como uma inovagdo em meio suporte). Estudos subsequentes podem ser realizados
para avaliar a viabilidade econémica do material utilizado para aplicagdo em grande

escala.

Os resultados obtidos pela analise da comunidade microbiana do R_S foram mais

complexos e demonstrou-se uma importante mudanga na comunidade, que se analisou a
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partir de seis amostras coletadas: indculo (biomassa inicialmente aderida ao suporte);
biomassa aderida ao suporte e em suspensdo no reator apés alimentacdo com glicerol
puro; biomassa aderida ao suporte e em suspensdo no reator apds alimentacdo com

glicerol bruto; além da biomassa depositada ao fundo do reator no final da operagé&o.

Apesar de o biofilme aderido aos tubos de silicone com o que foi inoculado o
reator ter apresentado baixa diversidade, com dominancia dos géneros Lactobacillus
(70,6%) e Klebsiella/Raoultella (23,3%), a comunidade aderida ao meio suporte foi
modificada ap6s 293 dias de alimentacdo com glicerol puro, com diminuicdo da
abundancia de Klebsiella/Raoultella na biomassa aderida e na suspenséo (9,7% e 7,4%,
respectivamente). Além disso, houve maior diversidade microbiana, com presenca de
consumidores de glicerol, sendo os majoritarios Clostridium e membros da familia
Ruminococcaceae, demonstrando que as condi¢fes operacionais favoreceram a selecdo

de uma comunidade consumidora do substrato.

O rendimento maximo de 1,3-PDO foi alcancado quando o reator foi alimentado
com glicerol bruto, fase em que também a diversidade microbiana foi maior. A familia
Clostridiaceae diminuiu notavelmente, principalmente na biomassa suspensa, onde o

género Clostridium foi parcialmente substituido por Eubacterium.

J& na biomassa aderida ao meio suporte apds alimentagcdo com glicerol bruto,
Clostridium permaneceu como género majoritario, o que nos leva a concluir que as
bactérias aderidas ao meio suporte foram responsaveis pela converséo de glicerol em 1,3-
PDO. Foi notavel a evolucao da biomassa do reator R_S, com uma importante dominancia
do género Clostridium aderido ao suporte, o que explica os excelentes resultados de
rendimentos para 1,3-PDO. Estes resultados concordam com o que também foi reportado
nos estudos de Veras (2019).

Na biomassa que se acumulou ao fundo do reator, coletada ao final da operacao,
houve dominancia de dois géneros que, até onde se sabe, ndo degradam glicerol:
Anaerobacter (78,7%) e Acetitomaculum (12,9%). Portanto, admitiu-se que estas
bactérias cresceram utilizando componentes da decomposicao celular, assim como de H:

e CO: liberados, no caso de Acetitomaculum.

A Figura 33 apresenta resumidamente o esquema da operacao do reator R_S e 0s

principais resultados.
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Figura 33 - Esquema da operacéo do reator R_S e principais resultados de rendimentos de 1,3-PDO
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Fonte: A autora (2023)

Ao final do periodo de operacdo dos reatores, se analisou o efeito da concentracéo
de glicerol (10, 30 e 40 g.L ™) e do pH (neutro e alcalino) sobre a atividade da biomassa
de cada reator. Ressalta-se que se usou glicerol puro como fonte de carbono para biomassa
do R_T e glicerol bruto para biomassa do R_S, a fim de manter as condi¢Ges a que se

aclimataram.

Nos testes com biomassa do R_T, os rendimentos de 1,3-PDO foram mais
elevados (~ 0,4 mol.mol-glit) a pH 7, independente da concentracéo inicial de glicerol.
Em relagdo ao etanol, o rendimento foi maior (~ 0,3 mol.mol-gli**) na condic&o de menor
concentragdo de glicerol (10 g.L™?) e pH 8,2, demonstrando que houve influéncia da
quantidade de glicerol disponivel, mesmo apds a mudanca da comunidade bacteriana
adaptada ao reator.

Em estudos que relacionaram diferentes concentracdes de glicerol aos produtos
da fermentacdo (KONGJAN et al.,2021; TEMUDO et al., 2008; WU et al., 2011) foram
relatados maiores rendimentos de etanol para menores concentragdo do substrato.

Vikromvarasiri et al. (2016) em seus experimentos em batelada com lodo granular
de reator UASB como indculo, variando a concentragdo do glicerol de 10a 128 g.L e o
pH inicial de 4 a 7, obtiveram rendimentos de 0,66 a 0,85 mol etanol/mol glicerol, sendo
o maior rendimento obtido a pH 7 e com a menor concentragéo de glicerol (10 g.L™?). Em
seu caso, Enterobacter e Klebsiella foram identificadas como as maiores produtoras de

etanol.
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Zhang et al., (2006) em um estudo do metabolismo de glicerol por K. pneumoniae
YMU2 demonstraram que a producdo de 1,3-PDO por tal espécie é diminuida quando
etanol também é produzido.

Os resultados obtidos nas bateladas foram coerentes com 0 que se obteve na
operacdo do reator continuo. Contudo, os rendimentos de 1,3-PDO e etanol foram
menores do que os encontrados na literatura em testes em batch.

Os resultados convergem com o que a maioria dos estudos citados obteve com
relacdo a tendéncia em se produzir mais etanol quando o glicerol esta a baixas
concentragdes; contudo, poucos relacionaram a producao de etanol ao pH alcalino e esta
condicdo precisaria ser melhor explorada experimentalmente, buscando-se realizar uma
relacdo entre pH alcalino, espécies dominantes e os produtos obtidos pela fermentagéo de
glicerol.

Nos testes com biomassa do reator R_S, os rendimentos de 1,3-PDO (0,6 € 0,4
mol.mol-gli*) foram maiores a pH 8,2 e concentragdes de 10 e 30 g.L 2, respectivamente,
de glicerol bruto. A produco de etanol foi menor (0,1- 0,2 mol.mol-gli™t) em comparagéo
ao inoculo de R_T e s6 ocorreu a pH alcalino, nas concentragdes de 10 e 30 g.L L. Esses
resultados se devem as diferencas na comunidade microbiana entre as duas biomassas,
havendo maior tendéncia em se produzir etanol em condicdo alcalina e, especialmente,
pelas bactérias presentes na biomassa do reator R_T e a concentracdo 10 g.L™.

Verifica-se que aplicando as mesmas condi¢6es de pH e concentracgdes de glicerol, 0s
rendimentos de 1,3-PDO e etanol foram diferentes para cada in6culo utilizado, mantendo-se
a tendéncia de producdo maxima de 1,3-PDO pelo cultivo do reator R_S. E interessante
ressaltar que para este cultivo o etanol so6 foi produzido na condicédo de pH alcalino. Por outro
lado, o cultivo oriundo de R_T produziu etanol nas concentragdes de glicerol de 10 e 30 g.L"
! e ambos os valores de pH. Porém, a menor concentracdo e o pH alcalino foram
significativamente mais favoraveis.

Como os experimentos em bateladas, chegaram-se as observacfes ja discutidas: as
condicdes de pH e concentragdo de glicerol influenciam a fermentacdo e a diversidade
microbiana, o que ira refletir nos produtos obtidos. Isto foi discutido por diversos autores que
foram capazes de correlacionar os produtos e os micro-organismos presentes (KAUR et al.,
2020; MOSCOVIZ; TRABLY; BERNET, 2016; VIKROMVARASIRI et al., 2016; ZHUR
etal., 2021).

A partir da avaliacdo das biomassas analisadas ao final da operagdo dos reatores

continuos, foi possivel entender que a maior diversidade e abundancia de micro-organismos
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consumidores de glicerol e produtores de 1,3-PDO levaram aos melhores desempenhos do
inoculo do R_T também em batelada.

Além disso, demonstrou-se que a fermentacdo do glicerol bruto pode ser favorecida
pela utilizacdo de culturas mistas, de composi¢do complexa nao definida. Apesar dos desafios
que englobam a competicdo entre espécies e o controle operacional para favorecer
determinada rota metabdlica, eliminam-se as exigéncias de esterilizagdo e aplicacdo de meio
complexo de nutrientes, que sdo requisitos para as culturas puras.

Os resultados também mostraram a importancia do controle dos parametros
operacionais, que influenciam as rotas metabdlicas e a distribuicdo dos produtos da

fermentacdo tanto quanto os micro-organismos dominantes.
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8 CONCLUSOES
HIGHLIGHTS

e Biofilme aderido a mangueira de silicone como meio suporte degrada
eficientemente o glicerol em reatores anaerobios de fluxo ascendente

e 0 1,3-PDO foi o0 produto majoritario em todas as condigdes

e O rendimento mais elevado de 1,3-PDO foi alcangado com alta carga de glicerol
bruto

e A producdo de etanol é favorecida a baixas cargas e valores de pH maiores que 8

e A microbiota presente no indculo se adaptou a glicerol como Unica fonte externa
de carbono e energia

e Géneros fermentadores de glicerol e produtores de 1,3-PDO, tais como
Clostridium e Lacrimispora foram dominantes ao final da operacéo dos reatores

e O consarcio microbiano mostrou robustez, adaptando-se muito bem as condigdes

operacionais mais adversas, inclusive cargas elevadas de glicerol bruto

Os diferentes experimentos realizados nesta tese contribuiram para o
conhecimento mais aprofundado da influéncia de algumas condicGes operacionais
aplicadas aos reatores anaer6bios com cultura mista de bactérias fermentadoras de
glicerol. Os resultados permitiram avaliar a eficiéncia dos reatores tanto em condigdes de

batelada quanto em condig¢des continuas.

Os testes em batelada permitiram avaliar em menor escala a influéncia de
condi¢des como o pH do meio, a concentracdo de substrato e a presenca de doadores de
elétrons na atividade dos microrganismos fermentadores de glicerol. Por outro lado, os
reatores continuos, operados ao longo de um ano em distintas condi¢des de carga, pH,
tipo de substrato e de meio suporte, permitiram apresentar as melhores condicGes para a
obtencdo do principal produto estudado (o 1,3-propanodiol) a partir de glicerol e a
possibilidade de aproveitamento do glicerol bruto para obtencédo de tal produto de valor

agregado em reatores tipo filtro anaerdbio, de simples operagéo.

Diante dos resultados obtidos em todas as etapas desse trabalho, tem-se como

conclusdes gerais que:
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As mangueiras de silicone apresentaram-se como excelentes meios de suporte
para a imobilizacdo de microrganismos fermentadores de glicerol e produtores de
1,3-PDO, capazes de aderir ao suporte e se desenvolverem no interior dos reatores
anaerdbios sob as mais diversas condi¢des operacionais;

A configuracdo da mangueira disposta em formato espiral, com circulacdo do
afluente por seu interior, mostrou-se a mais favoravel ao desenvolvimento de
bactérias produtoras de 1,3-PDO e degradadoras de glicerol puro e bruto;

Nas bateladas para o estudo da influéncia da concentracdo de hidrogénio e glicerol
e a variagdo do volume gasoso (headspace), houve uma tendéncia a maiores
rendimentos de 1,3-PDO na condicdo de 90% de volume gasoso; uma avaliagcéo
da correlacdo entre o volume gasoso e os rendimentos de etanol mostrou que 80%
foi a condicdo mais favoravel para a producao de etanol, além de 1,3-PDO;

Nas bateladas em que foram adicionados doadores de elétrons ao meio reacional,
os rendimentos de 1,3-PDO variaram de 0,52 a 0,67 mol.mol-glit. Contudo, os
doadores ndo foram consumidos e os rendimentos foram similares ao do teste
controle. A partir disso, concluiu-se que as bactérias ja estavam adaptadas aos
reatores operados sem adi¢cdo de doador, alcangando rendimentos de 1,3-PDO
muito elevados. Tais resultados sdo muito positivos e apontaram ndo ser
necessario adicionar doadores para melhorar os rendimentos;

Na operacdo do reator R_T (configuracdo de filtro com fluxo ascendente),
observou-se que a carga de glicerol aplicada (gli-LR) e, possivelmente, as
variacdes de pH ocasionadas pelas diferentes dosagens de NaHCQO3, ocasionaram
mudangas na comunidade bacteriana, de modo que apenas as bactérias capazes de
adaptar-se as diferentes condicGes aplicadas permaneceram em atividade;

Com relacgdo aos produtos do reator R_T, o etanol no inicio da operagdo esteve
relacionado ndo somente as condigdes aplicadas, mas também as espécies
dominantes no biofilme aderido usado como inéculo. Na Gltima fase (P3), apesar
das mudancas na comunidade microbiana, a gli-LR aplicada influenciou
fortemente os rendimentos de 1,3-PDO e de etanol. A produ¢do méxima de etanol
ocorreu quando a gli-LR foi de 9 g.L™.d%, enquanto a de 1,3-PDO ocorreu quando
a gli-LR foi maior (18 g.L*.d?);

A comunidade microbiana presente no biofilme aderido usado como inéculo do
R_T sofreu uma drastica mudanca, resultado da alimentacdo com glicerol e das



114

condicdes operacionais aplicadas. Pseudomonas foram substituidas por bactérias
anaerdbias, incluindo géneros conhecidos por converter glicerol a 1,3-PDO, como
Lacrimispora e Clostridium.

O reator inoculado com biomassa aderida a suporte de silicone em espiral (R_S),
configuracdo parcial de fluxo-pistdo, destacou-se como uma configuragio
promissora para a producdo de 1,3-PDO por fermentacdo de glicerol,
especialmente considerando que (i) o reator foi operado continuamente; (ii) uma
cultura ativa mista e densa se desenvolveu muito bem na mangueira de silicone e;
(i) utilizou-se glicerol bruto como fonte de carbono e energia;

Em R_S foram obtidos rendimentos elevados e produtividades de até 0,62
mol.mol-glit e 14,7 g.Lt.d?, respectivamente. Além disso, foi possivel aplicar
cargas altas de glicerol bruto (até 46 g.Lt.d') sem afetar negativamente a
atividade dos micro-organismos, possibilitando seu uso em escala industrial,
Quanto a comunidade microbiana do R_S, apesar de o biofilme com que o reator
foi inoculado ter apresentado baixa diversidade microbiana, com dominéancia de
Lactobacillus e Klebsiella/Raoultella, ap6s 295 dias de operagdo com glicerol
puro (fase P1), a comunidade aderida ao meio suporte foi modificada, com
diminuicdo significativa da abundancia de Klebsiella/Raoultella. No final da fase
P1, houve maior diversidade, com presenca de consumidores de glicerol,
demonstrando que as condi¢es operacionais foram favoraveis a selecdo de uma
comunidade consumidora do substrato;

Na fase P2 do reator R_S, com alimentacé@o por glicerol bruto, o rendimento
maximo de 1,3-PDO foi alcangado e a diversidade foi ainda maior, inclusive com
uma drastica mudanga. Ao final, a familia Clostridiaceae diminuiu notavelmente,
principalmente na biomassa suspensa. Clostridium permaneceu como género
majoritario na biomassa aderida, o que confirma a eficiéncia do suporte utilizado
em reter os produtores de 1,3-PDO; géneros muito raros no inoculo e no reator
alimentado com glicerol puro, Lacrimispora e Hydrogenoanaerobacterium,
estiveram entre os mais abundantes. Além disso, Thermodesulfator, Bacteroides
e Dysgonomonas aumentaram significativamente apds a alimentacdo do reator
com glicerol bruto;

Da mesma forma que ocorreu com o reator R_T, uma parte significativa da
populacéo foi de bactérias ndo consumidoras de glicerol, que cresceram as
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expensas de produtos do decaimento celular de outras bactérias, o que justifica os
demais subprodutos da fermentacao: etanol, formato, acetato, butirato e lactato,
encontrados no reator;

Os altos rendimentos de 1,3-PDO alcangados na fase P2 do reator R_S sdo
resultados muito relevantes, uma vez que foram obtidos a partir do glicerol bruto
e alta carga organica, o que favorece sua aplicacéo a escala real;

Nos testes em batelada inoculados com biomassa do reator R_T, j& adaptada ao
consumo de glicerol puro, os rendimentos de 1,3-PDO néo foram influenciados
pelas variagdes no pH inicial. Quanto ao etanol, o pH alcalino e a concentragéo
inicial de glicerol mais baixa favoreceram os melhores rendimentos;

Nos testes em batelada inoculados com a biomassa do reator adaptado ao consumo
de glicerol bruto (R_S), os rendimentos de 1,3-PDO foram maiores na condigéo
de pH 8 e nas concentracdes de 10 e 30 g.L de glicerol bruto. A producéo de
etanol com glicerol a 10 g.L* foi muito menor em comparacio as bateladas com
0 in6culo do reator R_T, o que se explica pela diferenca na comunidade
microbiana;

Em ensaios em batelada, a concentragdo de 40 g.L* foi inibitoria as comunidades
microbianas de ambos os reatores em condi¢des de batelada, cujos consumos
médios de glicerol ndo foram maiores que 30 %;

Com relacdo a influéncia do pH na fermentacdo de glicerol, notou-se uma
tendéncia ao aumento do rendimento de etanol e diminui¢do nos rendimentos de
1,3-PDO quando o pH inicial foi alcalino (> 8,0) em todos 0s experimentos;

Para ambos os reatores continuos (R_T e R_S), os resultados foram interessantes
para a producdo em grande escala: um consércio microbiano complexo mostrou
robustez e adaptacdo a condi¢bes operacionais variaveis. Embora o 1,3-PDO
tenha sido o produto mais desejavel, a tendéncia observada para o etanol poderia
ser atil para a sua producéo, caso as condi¢des de alcalinidade (pH > 8) e baixa
carga fossem aplicadas para esta finalidade;

Conforme demonstrado pela anélise das comunidades microbianas, algumas
especies sao capazes de fermentar glicerol e outras podem sobreviver utilizando
0s compostos liberados pelo decaimento celular. Por isso, estudos adicionais
devem ser realizados para esclarecer a relacao entre as espécies dominantes e 0s

produtos obtidos a diferentes condic¢des de pH, gli-LR e produtos obtidos.
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APENDICE A - FERMENTACAO EM REATORES CONTINUOS PARA
OBTEN(;AO DE ETANOL E 1,3-PDO EM CONDI(;OES ALCALINAS
Durante o periodo de operacdo da Fase 1 dos reatores continuos para producéo de
1,3-PDO (R_T e R_S), foi observada uma producdo de etanol elevada e, no periodo em
que isto ocorreu, a alimentacédo estava sendo preparada com um pH do meio alcalino (>8)
devido a adi¢cdo de NaHCOs3 (1 g.gDQO™). A partir disso, levantou-se a hipdtese de que
0 aumento no pH estaria causando uma queda nos rendimentos de 1,3-PDO e aumento da

producéo de etanol e &cido férmico.

Além disso, observou-se um crescimento de biomassa na mangueira de
alimentacédo dos reatores (mangueiras de PVC) e, ao coletar aliquotas do liquido na saida

da mangueira, observou-se que havia consumo de glicerol e producéo de etanol.

Por isso, decidiu-se iniciar estudos simultaneos, em reatores secundarios (volume
total de 130 mL e atil de 100 mL), aplicando um pH afluente mais elevado, que foi
definido com base em testes de batelada com o pH inicial variando de 7,0 a 8,8 para

comparar os rendimentos de etanol.

Para o inicio dos testes em batelada, dois frascos soroldgicos de 100 mL foram
preenchidos com 50 mL do meio de nutrientes e glicerol, com adi¢cdo de NaHCOsza 1
9.gDQO™ (pH>8). Apos a esterilizagdo por autoclave, os frascos foram purgados com a
mistura de gases N2:CO- (80:20) e logo foram inoculados. Um dos fracos foi inoculado
com pedacos da mangueira de PVC da alimentagcdo do reator em que se observou
consumo de glicerol e producéo de etanol, contendo a biomassa aderida em seu interior
(MA); o segundo frasco foi inoculado com a biomassa suspensa no interior da mesma
mangueira (MS) e novos pedagos de mangueira de PVC esterilizada, a fim de verificar se

a biomassa suspensa era capaz de aderir ao meio suporte (Figura Al).

Com base nos resultados obtidos no estudo entre os indculos MA e MS, definiu-
se a configuracdo que seria aplicada aos testes com reatores em operacao continua para a

producdo de etanol.

A concentragéo inicial de glicerol foi mantida constante em todas as transferéncias
(15 g.L) e 0 pH variou, partindo do mais alto (8,8). A medida em que se consumia todo

o glicerol, efetuavam-se transferéncias dos indculos para outro frasco com novo meio.
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Figura Al - Testes em batelada para producéo de
etanol

Fonte: A autora (2023)

Apds as bateladas, os reatores anaerobios continuos, R3 e R4, de 130 mL (100 mL
de volume util) foram montados. Para o reator R3, utilizaram-se os pedacos de mangueira
contidos no interior da garrafa correspondente & Gltima transferéncia dos testes em
batelada. O reator R4 foi inoculado com uma mistura das biomassas em suspensao dos
reatores R_T e R_S (2% v/v) e decidiu-se ndo usar meio suporte, para verificar a atividade
da biomassa em suspensédo (Figura A2). Os reatores foram operados com variagdo das
condicdes de gli-LR, TDH e pH.

Figura A2 - Sistema experimental dos reatores continuos para producdo de etanol

R3dia0 R4 dia 0
Fonte: A autora (2023)
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Nas Figuras A3 e A4 séo apresentados os resultados dos metabolitos produzidos
nos passes MS e MA, respectivamente. Os passes 1, 2, 3 e 4 foram realizados a pH 8,8, 0

5apHB8,5 6apH7,0eo0passe 7apH 8,0.

Os testes em batelada demonstraram que ndo havia diferenca entre os indculos
MA e MS no primeiro passe, mas ao longo das transferéncias o comportamento foi
mudando, de modo que a biomassa em suspensao (MS) foi um pouco melhor em relagéo
aos rendimentos de etanol. Quanto aos diferentes valores iniciais de pH, a suposigéo
inicial de que pH acima de 8 estava influenciando ainda nao pdéde ser confirmada nesta
etapa. Assim, decidiu-se dar partida aos reatores continuos com inoculo aderido aos
pedacos de mangueira de PVC (R3) e em suspensdo (R4) para avaliar a producéo de
etanol e 1,3-PDO.

Figura A3 - Metabdlitos produzidos nos passes do indculo MS
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Figura A4 - Metabolitos produzidos nos passes do inculo MA
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Nos testes com os reatores de operacdo continua, o R3 produziu 1,3-PDO,
contudo houve pouca producdo de etanol ao longo do tempo. Além disso, este reator
apresentou grande instabilidade na vaz&o e nos rendimentos dos produtos. Apos 90 dias
de operacdo do R3, ndo foi possivel chegar a uma estabilidade do sistema, levando-nos a
concluir que a configuracdo com meio suporte (pedacos de mangueira de PVC) ndo foi
viavel para o tipo de reator utilizado. Assim, decidiu-se seguir 0s experimentos apenas
com o reator com a biomassa suspensa (R4), uma vez que este apresentou resultados

relevantes na producdo de etanol a pH > 8,0.

Um ponto interessante a discutir é que a producdo de 1,3-PDO no R4 foi
completamente inibida entre os dias 95 e 150 (Figura A5), apds um longo periodo de
operagdo com pH alto pela adigdo de NaHCOs na relagdo maxima de 1,0 g.gDQO™. Apds
isto, quando se diminuiu o pH inicial a 8, 0 1,3-PDO voltou a ser produzido, porém com

rendimentos menores que 0,30 mol.mol-gli™.

A partir desses resultados foi possivel inferir que o pH alto influenciou a atividade
dos micro-organismos produtores de 1,3-PDO a ponto de inibi-los e que, por isso, em pH
maior que 8, mais etanol foi produzido, devido ao favorecimento da rota oxidativa de

digestéo do glicerol.
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Outra hipdtese levantada a partir dos testes com esse reator, foi a de que a carga
aplicada também exercia influéncia na atividade microbiana e formacéo dos produtos, de
modo que com cargas menores havia maior producdo de etanol. Por isso, decidiu-se seguir
estudando tais condi¢Bes nos reatores continuos de maior volume, cuja configuracdo
fornecia maior capacidade de manter as condi¢fes operacionais mais estaveis. Tal
hipdtese foi confirmada, conforme os resultados apresentados para o reator R_T (se¢édo
5).
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Figura A5 - Parametros de operacdo e rendimentos dos metabolitos liquidos em R4
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APENDICE B - RESUMEN EXTENSO EM CASTELLANO

1 INTRODUCCION
El mercado de los biocombustibles esta influenciado por la demanda de

combustibles y las politicas de incentivos nacionales. La Union Europea es el principal
productor mundial de biodiésel, habiendo producido el 32,3% en 2021, seguido de
EE.UU. (18,1%), Indonesia (15,0%) y Brasil (12,2%). Se estima que la produccion
mundial de biodiesel aumentara a 50 mil millones de litros para 2030, con una mayor
produccidn de los paises emergentes. En Brasil, actualmente, se requiere que el 10% del
diésel sea biodiesel, mientras que Indonesia introdujo B30 (30%) en 2020 (OECD-FAO,
2021).

El biodiésel se produce a partir de la reaccion de transesterificacion de grasas
vegetales o animales en medio alcalino, siendo el glicerol el principal subproducto. Un
factor preocupante es el exceso de glicerol, cuyo proceso de purificacion es costoso vy,
dependiendo de la fuente de produccion del biodiesel (aceites vegetales o grasa animal),
contiene impurezas como grasas residuales, sales, metanol, jabones y catalizadores, que
lo hacen dificil su utilizacién. Asi, la demanda de alternativas para valorizar el glicerol
crudo aumenta con la demanda mundial de biodiesel, siendo de gran importancia el
estudio de técnicas que posibiliten su reutilizacion.

El glicerol se puede convertir bioldgicamente, a través de la fermentacion, en
varios productos de interés comercial. La conversion se produce por dos vias metabdlicas:
la via reductora, en la que se obtiene exclusivamente como subproducto el 1,3-
propanodiol (1,3-PDO), y la via oxidativa, en la que se pueden obtener otros productos,
como como Hy, etanol, butanol y &cidos carboxilicos (GARLAPATI; SHANKAR,;
BUDHIRAJA, 2016; MOSCOVIZ; TRABLY; BERNET, 2016; MONTEIRO et al.,
2018). Por lo tanto, los estudios de tecnologias para la obtencion de productos de valor
afladido a partir del glicerol mediante procesos bioldgicos pueden contribuir a la
valorizacion del residuo.

El 1,3-PDO es un compuesto organico de valor agregado que se utiliza como
materia prima principal del poli(tereftalato de trimetileno) (PTT), una fibra de poliéster
con aplicacion en la industria textil, que es su principal consumidor (KAUR et al., 2020;
MARKET&MARKETS, 2022).
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Los métodos quimicos tradicionales para obtener 1,3-PDO son costosos,
especialmente debido a requisitos como el uso de catalizadores y condiciones de alta
temperaturay presion. Por otro lado, es posible producir 1,3-PDO biol6gicamente, siendo
el glicerol el sustrato mas estudiado, cuya ruta de fermentacion reductora resulta en 1,3-
PDO como producto final.

Algunos microorganismos son capaces de convertir el glicerol en 1,3-PDO, acidos
grasos (formiato, acetato, butirato) y etanol. Otros oxidan el etanol y promueven el
alargamiento de la cadena de acidos grasos. La sinergia entre las especies permite lograr
una coproduccién eficiente de 1,3-PDO y otros subproductos de interés (LENG et al.,
2019; YANG; HANNA,; SUN, 2012).

El rendimiento te6rico maximo es de 0,72 mol.mol-gly*. La mayoria de los estudios
que obtuvieron rendimientos de 1,3-PDO cercanos a éste, utilizaron cultivos puros de
bacterias fermentadoras de glicerol. Sin embargo, en este caso, son necesarios algunos
requisitos, tales como condiciones de esterilidad y, en algunos casos, un medio nutritivo
maés complejo, lo que dificulta la produccion a gran escala.

La produccion de 1,3-PDO por cultivos mixtos de bacterias favorece la aplicacion
agran escala, sin requisitos de esterilizacion y con la posibilidad de utilizar glicerol crudo,
lo que lo hace mas ventajoso frente a cultivos puros (GALLARDO et al., 2014;
MOSCOVIZ; TRABLY; BERNET, 2016; VARRONE et al., 2017; DIETZ; ZENG,
2014). Los datos publicados son todavia insuficientes para garantizar su viabilidad. Por
lo tanto, es necesario avanzar cientificamente para aclarar la influencia de algunos
parametros operativos, con el objetivo de maximizar el rendimiento de 1,3-PDO.

Entre los desafios encontrados en la aplicacion de cultivos mixtos, se destacan la
competencia por el sustrato y el control operativo para favorecer una ruta especifica.
Como ventaja, los cultivos mixtos ofrecen mayor robustez y capacidad para adaptarse a
condiciones extremas y metabolizar el glicerol crudo, a pesar de sus impurezas.

En el presente estudio se evaluaron las mejores condiciones de operacion para la
alcanzar altos rendimientos de 1,3-PDO mediante la fermentacién de glicerol puro y
crudo por cultivos mixtos de bacterias en experimentos discontinuos y en reactores
anaerobios de operacion continua, ademas de la caracterizacion de la comunidad
microbiana como herramienta para complementar el estudio a nivel microbioldgico,
aportando los datos necesarios y las bases para incentivar la aplicacién del proceso con
mayor sencillez operativa.

El objetivo general del estudio fue estudiar la fermentacion de glicerol (puro y
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crudo) en reactores anaerobicos continuos, aplicando diferentes condiciones
operacionales y dos configuraciones de medios soporte, con el objetivo de optimizar la
obtencion de productos con valor afiadido.

El estudio se desarrolldo con el fin de cumplir con los siguientes objetivos
especificos:

e Estudiar la influencia de las condiciones de pH, la concentracion de glicerol y los
donadores de electrones en los rendimientos de 1,3-propanodiol en sistemas
discontinuos;

e Conseguir el crecimiento y adhesién (formacién de una biopelicula) de un cultivo
mixto de bacterias anaerobias degradadoras de glicerol en un medio soporte
(silicona) que pueda utilizarse en reactores continuos;

e Definir las mejores condiciones de operacion, tales como tiempo de retencion
hidraulica (TRH), pH y carga de glicerol aplicada, para obtener mejores
rendimientos de 1,3-propanodiol en reactores anaer6bicos continuos con medio
de soporte (configuracion filtro ascendente anaerobico);

e Evaluar la produccion de etanol versus 1,3-propanodiol en reactores continuos
alimentados con glicerol puro y en condiciones alcalinas por adicion de
bicarbonato de sodio;

e Caracterizar la comunidad microbiana de los reactores mediante extraccion de
ADN vy secuenciacion genética del gen rRNA a partir de las biomasas
recolectadas;

e Verificar la ocurrencia de cambios en las especies dominantes influenciados por

las condiciones aplicadas a los reactores a lo largo de la operacion.

2 EXPERIMENTO EN REACTOR CONTINUO: REACTORR_T

R_T Como inoculo se utilizo la biomasa de una biopelicula formada utilizando
como soporte una manguera de silicona. Dicha manguera se repartid en piezas de
aproximadamente 2 cm, que se introdujeron en un reactor de 900 mL, rellenando hasta
mitad de su volumen con las piezas, formando un “lecho” con la biomasa inmovilizada.

La operacion del reactor se dividio en tres fases: (P1) estudio del efecto de la carga
organica de glicerol (gli-LR) aplicada, de 6 a 10 g.L.d*; (P2) se mantuvo constante la

gli-LR, cercano a 18 g.L1.d? y se aplicaron — al igual que en P1- dosis variables de



134

bicarbonato de sodio (NaHCO3); (P3) evaluacion de la influencia de gli-LR (9 y 18 g.L-
1.dY), manteniendo constante la dosis de NaHCO3 (1,0 g.gDQO™).

La dosis de bicarbonato afiadida se vari6 para (i) proporcionar alcalinidad y evitar
la disminucion del pH; (i) verificar la influencia en los rendimientos de 1,3-PDO y etanol.
El reactor se alimentd continuamente con solucion nutritiva de micro y macronutrientes
junto al glicerol, a temperatura controlada (30 + 2 °C) durante 362 dias.

Durante la formacion de biopelicula, paso previo a su introduccion en el reactor,
el producto principal fue 1,3-PDO (~0,30 mol.mol-gli), seguido por &cido acético y
etanol (~0,10 mol.mol-gli** cada uno). El consumo de glicerol y la formacion de 1,3-PDO
y subproductos era indice de que bacterias consumidoras de glicerol estaban adheridas al
interior del soporte. Durante el tiempo de operacion del reactor, la biomasa también crecio
en la superficie exterior de los tubos de silicona.

En los primeros siete dias de operacion no se agreg6 alcalinidad al medio y esto
resultd en un bajo consumo de glicerol (31%) y descenso del pH a 4,0. Por tanto, se pasé
a afadir bicarbonato al medio (1,0 g.gDQO™* de glicerol). Con esto, los rendimientos de
etanol y &cido férmico aumentaron, mientras 1,3-PDO y acetato disminuyeron. Asi, en la
fase P1 (0-197 dias) se aplicaron dosis mas bajas de bicarbonato (0,5y 0,25 g.gDQO™ de
glicerol), aumentando progresivamente la carga, de 5,1 a 9,8 g.L.d* (en promedio).

En la fase P1, los rendimientos de etanol aumentaron de 0,11 a 0,18 mol.mol-gli-
1 con la adicion de alcalinidad. Cuando se redujo la dosis de bicarbonato hubo poca
diferencia en los rendimientos de etanol (0,16 a 0,19 mol.mol-gli*), mientras los de 1,3-
PDO disminuyeron de 0,45 a 0,31 mol.mol™. Los resultados llevaron a dos hipdtesis: (i)
la carga entre 5 - 10 g.Lt.d? no favorecio la produccion de 1,3-PDO y aumentd la
produccién de etanol; (ii) la alcalinidad proporcionada estaria aumentando los
rendimientos de etanol.

Asi, en P2 se mantuvo la carga méas alta (~18 g.L1.d}) y se varid el bicarbonato
(0,14, 0,25 y 0,50 g.gDQO™). Se alcanzaron rendimientos de 1,3-PDO entre 0,36 y 0,41
mol.mol-gli! y etanol de ~0,1 mol.mol-gli-. Asi, la mayor carga de glicerol favorecia la
produccién de 1,3-PDO, mientras que el etanol no fue poco afectado, lo que permitio
operar el reactor con una cantidad de bicarbonato afiadida muy baja.

En P3, los rendimientos de etanol fueron 0,19 mol.mol? y 0,04 mol.mol-gli, y
1,3-PDO de 0,32 y 0,47 mol.mol-gli* para cargas del orden de 9,0 y 18,0 g.L*.d?,

respectivamente.
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La carga de glicerol aplicada influyd en los rendimientos de etanol, que fueron
mayores cuando se aplicaron cargas inferiores a 10 g.L%.d" y pH alcalino (>8). Temudo
et al. (2008) variaron glicerol de 4 a 25 g.L™*.d! y observaron que era un factor limitante,
con disminucion en los rendimientos de etanol y aumento de 1,3-PDO cuando aumentaba
el glicerol. Sittijunda; Reungsang (2017) evaluaron la influencia de la carga de glicerol
en reactor UASB; el aumento de la carga de 25 a 50 g.L™%.d! provocd aumento de las
concentraciones de etanol y 1,3-PDO. Los autores relacionaron a Klebsiella pneumoniae
con la produccién maxima de 1,3-PDO y a Enterobacter sp. con la del etanol.

Wau et al. (2011) investigaron el efecto del pH en el rango de 5,5-7,0, trabajando
con concentraciones de glicerol de 10-70 g.L* en fermentador de 2,5 L inoculado con
Klebsiella sp. HE1; los rendimientos més altos de etanol se produjeron a concentraciones
mas bajas de glicerol y pH 6.

La mayoria de las especies de Clostridium crecen mas rapido a pH de 6,5 a 7
(Rainey et al. 2009). Varios estudios han demostrado a Clostridium spp. como
fermentadores de glicerol y productores de 1,3-PDO (CHATZIFRAGKOU et al., 2011;
DIETZ; ZENG, 2014; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2017; TEE et al., 2017;
VARRONE et al., 2018; ZHOU et al., 2017). En el presente estudio, el pH del efluente
estuvo en el rango 6ptimo para Clostridium y 1,3-PDO fue el producto principal. Estudios
adicionales realizados a pHs alcalinos (8,5 - 8,8) y gli-LR en el rango 5,0 - 8,0 g.L.d"
resultaron en rendimientos de etanol cercanos a 0,30 mol.mol-gli*; no hubo produccién
de 1,3-PDO, excepto cuando se disminuyd el pH a 8, marcando un limite maximo de pH
para la produccién de 1,3-PDO.

La biodiversidad del indculo era muy baja: el 98% del total de secuencias estaban
afiliadas a dos filos: Proteobacteria y, en mucha menor cantidad, Firmicutes. Dentro de
Proteobacteria, el 67% de las secuencias pertenecia al género Pseudomonas, un
microorganismo aerdbico quimiorganotrofo, lo que resultdé bastante sorprendente. El
segundo género predominante dentro de Proteobacteria fue Raoultella (7,1%), una
bacteria entérica anaerdbica facultativa.

Todas las secuencias recuperadas del indculo incluidas en el filo Firmicutes
fueron afiliadas al género Lactobacillus (18,2%), que son bacterias anaerobias
aerotolerantes fermentativas. Raoultella y Lactobacillus son conocidas bacterias que
degradan el glicerol, a menudo detectadas en su conversion a 1,3-PDO. Las dos OTUs

mayoritarias del género Lactobacillus tienen una homologia superior al 99% con las
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heterofermentativas L. casei/paracasei y L. parabuchneri, lo que podria explicar el etanol
detectado en la fase P1 del reactor.

Después de 1 afio de operacién, la poblacidn bacteriana cambié radicalmente y la
biodiversidad aumentd. Mientras Pseudomonas, Lactobacillus y Raoultella disminuyeron
a valores residuales (menos del 1%), el orden Clostridiales surgié como predominante
(62,6% del total de secuencias). La mayoria de las secuencias afiliadas a los otros dos
filos encontrados, Actinobacteria y Bacteroidetes, se clasificaron en los géneros
Actinomyces, Dysgonomonas, Parabacteroides y Bacteroides. No se conoce la utilizacion
de glicerol para la mayoria de ellos y se puede considerar que pudieron mantenerse en el
reactor utilizando los compuestos liberados por descomposicion celular de otras bacterias,
lo que justificaria los rendimientos relativamente bajos de 1,3-PDO obtenidos y los
productos de fermentacion (etanol, formiato, acetato, butirato y lactato) que se
encontraron en el reactor.

El empleo de glicerol como Unica fuente de carbono y energia promovié el
desarrollo de géneros adaptados a su degradacidn. Lacrimispora (28,2% del total de
secuencias) mostré una similitud del 98,9% con Lacrimispora sphenoides, una
reclasificacion de Clostridium sphenoides (HAAS; BLANCHARD, 2020) que habia sido
descrita en un reactor UASB adaptado al consumo de glicerol (VERAS et al., 2019a). El
70% de las secuencias afiliadas a Clostridium mostraron 99,3% de similitud con C.
pasteurianum.

En resumen, la comunidad microbiana del indculo sufrié un cambio dréstico,
como consecuencia del uso de glicerol como Unica fuente de carbono y energia, ademas

de las condiciones operativas impuestas durante 1 afo.

3 EXPERIMENTO EN REACTOR CONTINUO: REACTOR R_S

Como inoculo del reactor R_S se utilizd la biomasa unida a una tuberia de silicona.
Durante la formacion de la biopelicula, el producto principal fue 1,3-PDO (~0,41
mol.mol-gli). Los subproductos mayoritarios fueron etanol y 4cido acético (< 0,10
mol.mol-glit). El consumo de glicerol y la formacion de 1,3-PDO y subproductos indico
que bacterias consumidoras de glicerol estaban adheridas al interior de la manguera.
Posteriormente se analizo la composicion de la biomasa mediante secuenciacion masiva.
Una explicacion para la adhesion de microorganismos a silicona puede estar relacionada

con el efecto combinado de la presion y la formacion de gas dentro de la manguera de
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silicona y la configuracion dentro del reactor, que resultd en retencion eficiente de
biomasa activa (VERAS, 2019).

La manguera 286 cm de longitud, con una biopelicula anaerobia degradadora de
glicerol en su interior, se enrolld en forma espiral y acoplé a la entrada de un reactor (flujo
ascendente) de 900 mL. La operacion del reactor se dividié en dos fases: P1 (0 a 293 dias)
y P2 (294 a 362 dias), donde se utilizo glicerol puro y glicerol crudo, respectivamente. La
carga aplicada de glicerol (gli-LR) fue aumentada progresivamente, para no causar un
colapso del reactor, subiendo las concentraciones de glicerol de 15a 30 g.L?y de 10 a
60 g.L en las fases P1y P2, respectivamente. El reactor se aliment6 continuamente con
solucion nutritiva de micro y macronutrientes + glicerol a temperatura controlada (30 * 2
°C) durante 362 dias.

Durante la fase P1, con aplicacion de gli-LR promedio de 16,9 g.Lt.d?, se
alcanzaron rendimientos elevados de 1,3-PDO (0,43 en promedio y maximo de 0,60
mol.mol-gli?t) y eficiencia del consumo de glicerol por encima del 90%. Cuando se
incremento la carga a 30 g.L™.d™%, hubo una disminucion drastica del rendimiento de 1,3-
PDO y del consumo de glicerol a 0,15 mol.mol-glit y 40% (dias 236-238),
respectivamente. Luego, gli-LR fue reducida a 25 g.L*.d™? (dias 273-293), lo que result6
en recuperacion de rendimiento de 1,3-PDO a 0,39 mol.mol-gli*t y consumo > 90%. Por
lo tanto, esta fue la carga maxima de glicerol puro que podria aplicarse.

Gallardo et al. (2014) obtuvieron 0,52 mol.mol-gli* de 1,3-PDO usando reactor
EGSB alimentado continuamente. Nakazawa et al. (2017) obtuvieron un rendimiento
maximo de 1,3-PDO de 0,43 mol.mol-gli* en reactor UASB.

En la fase P2, de inicio, se adoptd una carga mas baja de glicerol bruto (~10 g.L"
Ld?). Tras alcanzar estados estacionarios, considerando el consumo de glicerol y
rendimiento en 1,3-PDO, se fue incrementando paulatinamente la carga. Al elevar gli-LR
hasta 39,7 g.L™.d%, el rendimiento promedio de 1,3-PDO fue 0,53 mol.mol-gli*. La carga
Optima para el glicerol bruto fue de 46,0 g.L™.d?, con una productividad volumétrica
promedio de 14,7 g.L%.d"? y un rendimiento promedio de 1,3-PDO de 0,62 mol.mol-gli-
1. Este valor es notable al obtenerse en un reactor continuo con cultivo mixto, pues se
acerca del rendimiento teérico maximo de 0,72 mol.mol-gli* (ZENG, 1996).

En la fase P2, usando glicerol bruto, la ruta reductora fue favorecida y el
rendimiento de 1,3-PDO fue mucho mayor, incluso cuando la carga de glicerol aumento,
especialmente cuando el acetato era el subproducto principal, y un alto porcentaje (85-
90%) de glicerol crudo se convirtio en productos. La estrategia de aumentar
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progresivamente la gli-LR al cambiar el glicerol puro a bruto puede haber favorecido la
adaptacion de las bacterias (SZYMANOWSKA-POWALOWSKA, 2015), capaces de
tolerar las cargas altas, con el consiguiente cambio en la comunidad microbiana.

Para comprender el cambio observado en las dos fases, se realizd secuenciacion
masiva por Illumina. Las muestras analizadas fueron: biopelicula adherida a la manguera
utilizada como in6culo (S1), biopelicula adherida a la manguera y biomasa en suspension
recolectada al final del periodo de alimentacion con glicerol puro (S2 y S3,
respectivamente), biopelicula adherida a la manguera, biomasa en suspension y biomasa
sedimentada recolectada al final de la alimentaciéon de glicerol crudo (S4, S5 y S6,
respectivamente).

En S1 (inoculo), la diversidad bacteriana fue baja. El filo Firmicutes representd el
72% y junto con Proteobacteria formaron el 97,7% del total de secuencias. De las
secuencias afiliadas a Clostridiales, el género Clostridium represent6 solo el 0,3%.
Lactobacillales (Firmicutes) y Enterobacteriales (Proteobacteria) fueron los érdenes
muy predominantes. Solo dos géneros: Lactobacillus (70,6%) y Raoultella (23,3%)
fueron relevantes.

Después de 293 dias de alimentacion del reactor con glicerol puro, los Firmicutes
permanecieron mayoritarios representando mas del 75% de la biomasa, tanto en
suspension (S2) como adherida (S3). Klebsiella / Raoultella paso6 de 23,3% en el indculo
a97y 74% en S2 y S3, respectivamente. Por otro lado, Actinomyces y Olsenella
aumentaron de 0,4% en el indculo a 8%y 9,3% en S2 y S3, respectivamente.

Al final de la operacidn, el phylum Firmicutes se mantuvo mayoritario (alrededor
del 70%). Sin embargo, la familia Clostridiaceae se redujo a un tercio en S2 y aparecieron
otras familias Clostridiales, es decir, Eubacteriaceae, Lachnospiraceae vy
Porphyromonadaceae.

Aunque el género Clostridium sigui6 siendo mayoritario en la biomasa adherida,
otros géneros, por ejemplo, Lacrimispora y Hydrogenoanaerobacterium, se encontraban
entre los mas numerosos. Ademas, Eubacterium fue dominante (27,6%) en la biomasa
suspendida.

El segundo filo més abundante, Proteobacteria, disminuy6 cuando el reactor se
alimenté con glicerol crudo, lo que se asocié con una reduccion en la familia
Enterobacteriaceae, géneros Klebsiella / Raoultella (menos del 1%). La presencia de los
phylum Bacteroidetes y Thermodesulfobacteria aumento, con la emergencia del género

Bacteroides en la biomasa suspendida y Thermodesulfatator en la biomasa adherida.
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En resumen, la biodiversidad aumenté a lo largo de la operacion del reactor, siendo
mayor al final de la operacion (muestras S4, S5) en comparacion con la poblacién
microbiana del reactor alimentado con glicerol puro (muestras S2, S3). En la biomasa
depositada en el fondo del reactor (S6), el 99% de las secuencias pertenecian al orden
Clostridiales, familia Clostridiaceae, géneros Anaerobacter (78,7%) y Acetomaculum
(12,9%).

La abundancia de Lactobacillus en el inoculo (70%) no sorprende. L. brevis
(SZYMANOWSKA et al., 2013), L. reuteri (RICCI et al., 2015; SUPPURAM et al.,
2019), L. diolivorans (PFLUGL et al., 2014), L. parabuchneri, L. casei/ paracasei y L.
coryniformis (VERAS et al., 2019a) se han descrito previamente en reactores anaerobicos
que degradan glicerol.

Sin embargo, Lactobacillus spp., no utilizan glicerol como Unica fuente de carbono
y requieren un sustrato adicional para la fermentacion. El alto predominio en el inéculo
se puede atribuir al mantenimiento de la biomasa utilizada como indculo, que estuvo dos
afios a 4 °C. Con la consiguiente adaptacién de la comunidad microbiana a glicerol como
Unica fuente de carbono y energia, Lactobacillus practicamente desaparecio en las
biomasas suspendidas y sedimentadas al final de la operacion.

Especialmente notables fueron los géneros de Eubacterium, desde menos del 1%
en el inéculo hasta ser dominante en S5; Caproiciproducens, desde menos del 0,1% hasta
alrededor del 10%; Lacrimispora y Hydrogenoanaerobacterium, de menos del 0,1% al
9,4% después de alimentar el reactor con glicerol crudo.

Lacrimispora es un nuevo género para especies clasificadas en Clostridium. Se ha
descrito que L. sphenoides no fermenta el glicerol. En general, las especies incluidas en
la familia Lachnospiraceae, no utilizan glicerol para el crecimiento. Del mismo modo,
Hydrogenoanaerobacterium no fermenta el glicerol (SONG; DONG, 2009). Sin
embargo, Caproiciproducens si lo fermenta (KIM et al., 2015).

Klebsiella-Raoultella, el segundo género mas abundante en el inoculo aun
mantuvo una presencia significativa en el reactor alimentado con glicerol puro (9,7-
7,4%), alcanzando un minimo en la biomasa adherida y residual en la biomasa en
suspension tras la alimentacion con crudo glicerol.

Actinobacteria, género Actinomyces, aparentemente no depende del uso de
glicerol puro o crudo: la cobertura fue similar y la especie mas probable fue, en ambos
casos, A. polynesiensis (99% de similitud).
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Por otro lado, las abundancias de Thermodesulfator, Bacteroides Yy
Dysgonomonas parecen haber sido fuertemente influenciadas por la alimentacion,
aumentando significativamente en la comunidad microbiana despuées de alimentar el
reactor con glicerol crudo.

La presencia destacada de Thermodesulfator, asi como el aumento de
Desulfovibrio y Clostridium desulfidigenes (45% de las secuencias dentro del género
Clostridium en S5), después de alimentar el reactor con glicerol crudo, podrian estar
relacionadas con el contenido de sulfato del glicerol crudo utilizado.

La biomasa que se acumulé en el fondo del reactor (S6) estuvo dominada por dos
anicos géneros: Anaerobacter (78,7%) y Acetomaculum (12,9%). EI predominio de
ambos géneros en el fondo del reactor sugiere que pueden hacer uso de los componentes
liberados tras la descomposicion celular de bacterias degradadoras de glicerol y de la

liberacion de hidrogeno durante la fermentacion de estos componentes en el reactor.

4 EXPERIMENTOS EN REACTORES DISCONTINUOS

Se realizaron una serie de ensayos por lotes (batch), antes y después de la
operacion de los reactores operando de forma continua.

4.1 Influencia de las concentraciones de hidrégeno y glicerol y el volumen de gas
(espacio de cabeza) en los rendimientos de 1,3-PDO y subproductos

Se estudié el efecto del hidrégeno sobre la reduccién de glicerol a 1,3-PDO
aplicando diferentes relaciones glicerol/Hz. Los rendimientos de 1,3-PDO (en mol.mol-
glit) fueron 0,51+0,05, 0,53+0,04 y 0,60+0,02, para las relaciones de 0 (sin adicion de
gas), 0,5y 1,0, respectivamente.

La relacion 1,0 fue la mejor condicion para el rendimiento maximo de 1,3-PDO,
estando de acuerdo con el balance redox equivalente, en el que se necesita 1 mol de H>
para reducir 1 mol de glicerol. Sin embargo, las diferencias no fueron significativas y el
efecto de Hz sobre la produccién de 1,3-PDO no estuvo claro.

En estudios complementarios variando el espacio de cabeza (entre 80 y 90%) no
hubo consumo de Hzen ninguna condicion. Sin embargo, su retencién en el espacio de
cabeza no redujo los rendimientos de 1,3-PDO. Solo con el menor espacio de cabeza
ensayado (80%) hubo produccion de etanol, lo que podria indicar influencia de la presién
de los gases, ya que la oxidacién del etanol a acido acético disminuye a medida que
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aumenta la presion parcial de H. (HARPER; POHLAND, 1986). Sin embargo, se

necesitarian mas pruebas para confirmar la relacion.

4.2 Influencia de la concentracion de glicerol en el rendimiento de 1,3-PDO y
subproductos

Independientemente de la concentracion, el glicerol se convirtié principalmente
en 1,3-PDO, con aumento en los rendimientos de 0,30, 0,34 y 0,49 mol.mol.gli! a medida
que aumentaba la concentracion inicial de glicerol de 5,0, 21,0 y 44 g.lL*,
respectivamente, demostrando una preferencia por la via reductiva.

La produccion de etanol solo ocurrié en la menor concentracion inicial de glicerol,
lo cual estd en linea con lo descrito en bibliografia (GARLAPATI et al., 2016;
MOSCOVIZ; TRABLY; BERNET, 2016; ZENG; BIEBL, 2002).

4.3 Influencia del pH y concentracion y tipo de glicerol

En los ensayos inoculados con biomasa del reactor R_T y glicerol puro como
sustrato, los rendimientos de 1,3-PDO fueron mas altos (~ 0,4 mol.mol-gli!) a pH 7,
independiente de la concentracion inicial de glicerol. Con respecto al etanol, el
rendimiento fue mayor (~ 0,3 mol.mol-gli*t) a la menor concentracion de glicerol aplicada
(10g.LH)ypH 8.

Cuando el glicerol crudo y la biomasa del R_S fueron sustrato e inéculo, la
produccion de etanol fue menor (0,1 — 0,2 mol.mol-glit) en comparacion al indculo de
R_T, y solo ocurri6 en concentraciones a pH 8. Los rendimientos de 1,3-PDO fueron mas
altos a pH 8, siendo ~ 0,6 y 0,4 mol.mol-gli™ a concentraciones iniciales de 10 y 30 g.L

! respectivamente.

4.4 Influencia de los donadores de electrones (Hz, lactato, metanol y etanol) en el
rendimiento de 1,3-PDO

En este ensayo se estudid la hipétesis de que donadores de electrones favorezcan
la transformacion del glicerol en 1,3-PDO, considerando que se consume 1 mol de H;
para producir 1 mol de 1,3-PDO, y que la oxidacion de 1 mol de acido lactico, metanol o
etanol libera suficiente poder reductor (2 H) para reducir 2 moles de glicerol.

Los resultados mostraron que las bacterias adaptadas a los reactores continuos sin
la adicion de un donador de electrones produjeron 1,3-PDO con rendimientos muy altos
(0,52 a 0,67 mol.mol-glit), sin consumir los potenciales donadores. Estos resultados son
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muy positivos desde el punto de vista del escalado a plana industrial, pues indican que no
es necesario donantes para mejorar los rendimientos, demostrando que durante el afio de

operacion del reactor tuvo lugar la seleccion de bacterias productoras de 1,3-PDO.

5 CONCLUSIONES

e Las mangueras de silicona son excelentes medios de soporte para la
inmovilizacién de microorganismos que fermentan glicerol y producen 1,3-PDO,
capaces de adherirse al soporte y desarrollarse en reactores anaerobios en las méas
adversas condiciones de operacion;

e En experimentos discontinuos, se demostré la influencia de las concentraciones
de glicerol y del pH inicial en los rendimientos de los productos, con resultados
muy similares a los observados en los reactores continuos; la influencia de la
retencion del Hz en la produccion de 1,3-PDO no ha sido completamente
esclarecida y deberia continuar siendo estudiada;

e En el reactor continuo R_T (configuracion de filtro con flujo ascendente), las
condiciones de carga de glicerol aplicada (gli-LR) y, posiblemente, las variaciones
de pH provocadas por las diferentes dosificaciones de NaHCO3s, provocaron
cambios en la comunidad bacteriana del reactor;

e En cuanto a los productos del R_T, lo mas significativo es que la gli-LR influyo
fuertemente en los rendimientos de 1,3-PDO y etanol,;

e La comunidad microbiana inicialmente presente en el indculo R_T sufrié un
cambio drastico, como resultado de uso de glicerol como unica fuente de carbono
y energia, y de las condiciones de operacion. Si el indculo estuvo dominado por
Pseudomonas (67%), Lactobacillus (18,2%) y Raoultella (7,1%), estas
abundancias se redujeron a menos del 1%. El orden Clostridiales paso de 0,2% en
el in6culo a 62,6%. Los géneros Lacrimispora y Clostridium, conocidos por
convertir el glicerol en 1,3-PDO, formaron el 40% de las secuencias recuperadas
al final de los experimentos;

e Los resultados alcanzados en el reactor (R_S), con la tuberia de silicona arrollada
en espiral (configuracion de flujo piston parcial), son prometedores de cara a la
produccion de 1,3-PDO (maximo rendimiento de 0,62 mol.mol-gli* con la carga

Optima de 46 g.L1.d? de glicerol crudo), especialmente considerando que (i)
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funcionaba de manera continua; (ii) un cultivo activo mixto y denso se desarrolld
muy bien en la manguera de silicona y; (iii) se utilizo glicerol crudo como fuente
de carbono y energia;

En ambos reactores continuos (R_T y R_S), los resultados fueron interesantes
para la produccion a gran escala: un consorcio microbiano complejo mostro
robustez y adaptacion a condiciones operativas variables; la tendencia observada
para el etanol podria ser util para su produccién, si se aplicaran condiciones de
alcalinidad (pH > 8) y baja carga; Con respecto a la obtencion de 1,3-PDO, la
aplicacion de cargas altas de glicerol y valor del pH alrededor de 8, favorecieron
su produccion;

En la comunidad microbiana del reactor R_S, el in6culo present6 baja diversidad,
con dominancia de Lactobacillus (70,6%) y Klebsiella/Raoultella (23,3%).
Después de la alimentacién con glicerol puro (fase P1), hubo una disminucién
significativa de Klebsiella/Raoultella en la biomasa adherida al soporte. Al final
de P1, hubo mayor diversidad microbiana, con presencia de Clostridium y familia
Ruminococcaceae como mayoritarios, demostrando que las condiciones eran
favorables para la seleccion de consumidores de glicerol;

Al final de la fase P2 (con glicerol crudo), la diversidad fue ain mayor.
Clostridium permanecié como el mayoritario en la biomasa adherida al soporte;
los géneros Lacrimispora e Hydrogenoanaerobacterium, muy raros en el indculo
y cuando el reactor se alimentaba con glicerol puro, fueron de los mas abundantes;
Anaerobacter (78,7%) y Acetitomaculum (12,9%), géneros no reportados como
degradadores de glicerol, fueron detectados en la biomasa que se acumulé en el
fondo del reactor R_S;

Una parte importante de la biomasa final (en ambos reactores continuos) fueron
bacterias que no consumen glicerol y crecieron a expensas de los productos de
descomposicion celular;

Se deben realizar estudios adicionales para aclarar la relacion entre las diferentes
condiciones operacionales de pH y gli-LR, productos obtenidos en la

fermentacion y las especies dominantes.
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