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Resumo- O glicerol é o principal subproduto da produ¢édo do biodiesel obtido durante a transesterificacao
de 6leos. Em funcdo do aumento da demanda desse biocombustivel, surge a necessidade de estudos para
novas aplicagbes desse subproduto, o qual se descartado ao meio ambiente, pode ter alto impacto
ambiental. Uma alternativa é o emprego do glicerol como fonte de carbono em processos fermentativos,
porém, a necessidade de preparar este composto para uso como substrato é evidente, uma vez que a
matéria-prima e o processo utilizado para a fabricagdo do biodiesel podem influenciar em sua pureza,
necessitando assim de um pré-tratamento para viabilizar o processo. Neste contexto, o presente trabalho
visou apresentar um estudo exploratério de condigdes de tratamento do glicerol de biodiesel por meio das
variaveis tempo de decantagédo, temperatura de aquecimento, tempo de aquecimento e pH final da
acidificacdo de um processo. Para isso, utilizou-se um Planejamento experimental fatorial fracionado
saturado Plackett Burman, consistindo de 8 experimentos, através do qual observou-se que a variavel

temperatura de aquecimento € significativa ao processo com 95% de confianca.
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Introducao

Atualmente, cada vez mais fontes renovaveis
de energia assumem importante papel no mundo
contemporédneo devido a possibilidade de
escassez de reservas de petroleo, aos pregos
flutuantes dos combustiveis fésseis e a poluicao
ambiental gerada pelo emprego desses
combustiveis. A busca por fontes de energia
renovaveis e que assegurem o desenvolvimento
sustentavel levou a busca intensiva de
combustiveis alternativos, como o biodiesel
(BARBOSA, 2009; RIVALDI et al, 2007).

O método mais utilizado para a producao de
biodiesel é o de transesterificacdo de diferentes
tipos de 6leos, que estimulados por um catalisador
alcalino reagem quimicamente com um alcool,
geralmente metanol ou etanol, para produzir
ésteres (biodiesel) e glicerol (GONCALVEZ et al.;
2009; MOTA et al, 2009). A Figura 1 apresenta um
esquema da reagdo de transesterificagdo na
producéo de biodiesel.

A crescente producdo de biodiesel tem
causado um acumulo de glicerol e sua
consequente desvalorizagdo. (CHI et al., 2007). O
estudo de novas aplicagdes para esse residuo faz-
se cada vez mais necessario, j4 que devido a sua
alta demanda bioquimica de oxigénio, o glicerol
nao pode ser depositado em aterros, e as
industrias que utilizam o glicerol como matéria

prima ndo terdo capacidade de absorver esse
excesso de glicerina produzida (GONCALVES et
al., 2009).
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Figura 1 — Reacao global de transesterificacdo de
triacilglicerideos para producéao de biodiesel.

Uma alternativa € o emprego do glicerol como
substrato em processos fermentativos, uma vez
que este composto pode ser utilizado como fonte
de carbono sob condigdes aerdbicas por muitas
espécies de microrganismos, reduzindo os custos
de producdo e obtendo-se produtos de interesse
comercial como &cido succinico e acido propiénico
(SILVA et al 2009; ARRUDA et al, 2007; WANG et
al., 2001; NEVOIGT, 1997). Sabe-se que diversos
microrganismos sdo capazes de metabolizar o
glicerol, e h& varios estudos sendo desenvolvidos,
principalmente com bactérias e leveduras
(RIVALDI, 2007; AMARAL et al. 2009). Como
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exemplo de uso de glicerol proveniente de
biodiesel em processos fermentativos podemos
citar a produgdo de 1,3-propanodiol por
Clostridium butyricum (REHMAN et al., 2008),
hidrogénio e etanol por Enterobacter aerognes
(ITO et al. 2005), bioinseticida por Bacillus
thuringiensis var. israelenses (BARBOSA 2009) e
ribonucleotideos por Hansenula anbémala e
Kluyveromyces marxianus var. lactis (RIVALDI,
2008).

A pureza do glicerol proveniente do biodiesel
varia de 55 a 90%, dependendo da matéria-prima
e do processo utilizado na fabricacdo do
biocombustivel (AMARAL et al., 2009). Entre as
impurezas encontradas podemos citar NaOH,
metanol, acidos graxos livres, sais de acido graxo,
ésteres, compostos de enxofre, proteinas e
minerais (THOMPSON; HE, 2006). Tais impurezas
fazem com que o glicerol de biodiesel tenha baixo
valor agregado. Além disso, decréscimo na
viabilidade e mudancas morfolégicas como perda
de forma e danos na membrana celular foram
observados em células expostas a acidos graxos
insaturados (HAZELL; GRAHAM, 1990; KNAPP;
MELLY, 1986), que podem estar presentes no
glicerol bruto oriundo da producao a partir de éleos
vegetais (REHMAN et. al., 2008). Desta maneira,
entre os desafios da utilizacdo deste subproduto
em processos fermentativos, destaca-se a
necessidade de uma etapa de tratamento visando
a remogdo dessas impurezas e de sais como
cloretos, fosfatos ou sulfatos de sodio ou potassio,
0s quais permanecem na fase do glicerol e podem
interferir no metabolismo microbiano (REHMAN et
al.,, 2008; ITO et al.,, 2005). J& a presenca de
nutrientes adicionais como fontes de carbono,
nitrogénio, célcio, magnésio, fésforo e sbédio no
residuo de glicerol exercem efeito positivo no
crescimento de microrganismos (GELIK et al.,
2008).

Neste contexto, o presente trabalho teve por
objetivo realizar um estudo exploratério por meio
de um Planejamento experimental fatorial
fracionado saturado Plackett Burman buscando
identificar melhores e/ou alternativas condicdes
para o tratamento do glicerol bruto proveniente de
biodiesel visando sua utilizacdo como fonte de
carbono em processos fermentativos.

Metodologia

Matéria prima e tratamento do glicerol bruto:

Utilizou-se glicerina gentilmente cedida pela Usina
de Biodiesel Bioverde Industria e Comércio de
Biocombustiveis Ltda, localizada na cidade de
Taubaté/SP.

O glicerol foi submetido a tratamento baseado
na metodologia determinada por Rehman et al.
(2008) e modificada por Barbosa (2009), a qual
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constitui na adicdo de &acido fosférico 85% e
aquecimento a 70°C, visando separar sabao e
outras impurezas e neutralizar o excesso de
NaOH utilizado como catalizador no processo de
transesterificagdo, seguidos por decantacdo em
funil de separacdo, etapa na qual observa-se a
formacdo de duas fases distintas, uma contendo
glicerol e outra acidos graxos, possibilitando-se
assim a obtengao do glicerol tratado.

Avaliagdo da influéncia de fatores no
tratamento do glicerol: Avaliou-se a influéncia na
eficiéncia do tratamento do glicerol das seguintes
variaveis: Tempo de decantagao (A); Temperatura
de aquecimento (B); Tempo de aquecimento (D) e
pH final da acidificacdo (E). Para isso empregou-
se um Planejamento Fatorial Fracionado saturado
Plackett-Burman L8. Os niveis das variaveis
empregados se encontram na Tabela 1.

Tabela 1 — Niveis das variaveis do planejamento
Plackett-Burman

Variavel Nivel (+) Nivel (-)
Tempo de decantacgéo (A) 48 h 24 h
Temperatura de 80°C 60°C
Aquecimento (B)
Tempo de Aquecimento (D) 4h 2h
pH final (E) 7.0 4,0

Como variavel resposta considerou-se a
concentracdo final de glicerol em g.L" observada
apés o tratamento. A matriz do planejamento
Plackett-Burman é mostrada na Tabela 2. As
variaveis C, F e G presentes na matriz
correspondem as varidveis fantasmas envolvidas
no processo com o intuito de se estimar o erro
experimental.

Métodos Analiticos: As amostras foram
devidamente diluidas e filtradas em filtro Sep pak
(MILIPORE) e a determinagdo das concentragbes
de glicerol foram determinadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) em cromatégrafo
SCHIMADZU-LC 10 AD (Kyoto — Japao), equipado
com coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 x
7,8mm), acoplado a um detector de indice de
refracdo RID-6A, com eluente acido sulfarico
0,01N a um fluxo de 0,6 pl.min-1, temperatura da
coluna de 45°C e volume de amostra injetado de
20pl.
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Tabela 2 — Matriz experimental do planejamento
fatorial Plackett-Burman
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Ensaio A B Cc D E F G

1 + + - + - -

2 + - + - -

3 + - + - - + +

4 - + - -

5 + - - + + + -

6 - - - +

7 - + + + - + -
Resultados

Os ensaios relativos ao tratamento do glicerol
bruto proveniente da producdo de biodiesel
segundo o planejamento fatorial Plackett-Burman,
assim como suas respectivas concentracoes de
glicerol obtidas ap6s o tratamento (variavel
resposta) encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Concentragdes de glicerol obtidas no
planejamento Plackett-Burman

Glicerol

Ensaio A B C D E F G (gL
1 + + + -+ - - 949,4

2 + -+ - - + 9464

3 + -+ - -+ + 729,8

4 -+ - - 4+ + + 9128

5 + - - + + + - 8290

6 - - 4+ + 4+ - 4+ 9533

7 -+ 4+ + - + - 1036,8

8 - - - - - - - 6849

Com base nos valores de concentragdao de
glicerol obtidos, calculou-se os efeitos dos fatores,
a variancia global e o erro experimental do
planejamento. A posse desses valores possibilitou
0s célculos dos valores de t, os quais foram
comparados ao valor do t critico, obtido por meio
da tabela Critical Values of t, utilizando-se o
ndmero de varidveis fantasmas, ou seja, 3 como
grau de liberdade em nivel de 5%. No teste de
significancia, se o t calculado for maior ou igual ao
t critico, entdo, o fator em questéo é significante,
com um grau de confiancga igual a 95%. Os valores
dos efeitos de cada variavel envolvida no processo
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assim como seus respectivos valores de t estao
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Efeitos e teste t das variaveis
envolvidas no planejamento Plackett-Burman

Variaveis Efeitos t
A -33,3 -0,77
B 162,1 3,74
C 74,0 -
D 122,1 2,82
E 61,7 1,42
F -6,5 -
G 10,6 -

*tcritico = 3,182 para grau de liberdade = 3

Uma vez que o valor tabelado para t critico
neste caso é de 3,182, observa-se que a variavel
B (Temperatura de aquecimento) mostrou-se
significativa ao processo.

Discussao

Em todos o0s ensaios realizados no
planejamento observou-se consideravel
concentracao de glicerol apds o tratamento, o que
evidencia a aplicabilidade desta metodologia na
obtencdo de um glicerol proveniente da produgéo
de biodiesel empregavel como fonte de carbono
em processos fermentativos. A viabilidade do
glicerol como fonte de carbono também foi
confirmada por Rivaldi, (2008) Barbosa, (2009);
Rehman et al. (2008) e lto et al. (2005), os quais
realizaram ensaios fermentativos com Hansenula
anémala e Kluyveromyces marxianus var. lactis,
Bacillus thuringiensis var. israelensis, Clostridium
butyricum e Enterobacter aerognes,
respectivamente, e observaram o crescimento
desses microrganismos em meios nos quais
glicerol proveniente do biodiesel foi utilizado como
substrato.

Observa-se que, utilizando-se um grau de
confianga de 95%, a Unica variavel significante no
processo foi a Temperatura de Aquecimento (B),
cujo efeito foi positivo, indicando que o nivel alto
(80°C) é o mais adequado ao processo. Tal fato
pode ser explicado pela maior evaporacdo de
impurezas presentes no glicerol bruto, como o
metanol, que quando presente no meio de
fermentagdo pode ocasionar a inibicdo do
crescimento do microrganismo.

Ressalta-se que os fatores que néao
apresentaram significancia poderao ser
significantes para esse mesmo processo,
considerando outros graus de confianga que nao o
de 95%. E o que acontece com a variavel Tempo
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de Aquecimento (D), que nas condigdes
analisadas nao foi significativa, porém se fosse
utilizado um grau de confianga de 90% o t critico
seria de 2,353 e esta varidvel seria entao
significativa.

As demais variaveis (A e E) na regido e
condi¢des de estudo em questdo ndo se provaram
significativas, podendo assim ser empregadas no
nivel de maior interesse ao processo.

Desta maneira, o melhor ajuste a ser aplicado
para este estudo seria acidificagao até pH 7,0; 24
horas de decantacdo, seguida de aquecimento a
802 C durante 2 horas e uma segunda decantagéo
de 24 horas. Desta maneira uma quantidade
significativa de glicerol poderia ser obtida
utiizando as condigcbes mais interessantes
economicamente e de acordo com os resultados
obtidos no estudo do planejamento fatorial
empregado.

Como a condicao de ajuste nao se encontra na
matriz  experimental do planejamento &
interessante a realizagdo de experimentos de
confrmagdo para a validagdo dos resultados
obtidos. O ensaio 7, que mais se aproxima do
melhor ajuste, mostrou-se o mais eficiente entre
todos os ensaios, rendendo uma concentracao de
1036,8 g.L'1 de glicerol, este ensaio evidencia a
necessidade de estudar possiveis interagdes entre
B e D, uma vez que neste tratamento a variavel D
foi utilizada em seu nivel positivo.

Neste trabalho observou-se que o tempo de
decantagcdo pode ndo ter sido suficiente para se
obter duas fases distintas, uma contendo glicerol e
a outra acidos graxos. Assim, em um estudo
seguinte seria interessante investigar um intervalo
maior entre os niveis do Tempo de Decantagao
(A), com tempos mais elevados, de forma que a
separagao das fases seja mais eficiente e de mais
facil visualizagao.

Como a metodologia Placket-Burman
caracteriza-se por um estudo exploratério e nao de
otimizagdo de processos, seria interessante ainda
como continuidade do presente trabalho a
realizagdo de um estudo empregando a
metodologia de superficie de resposta utilizando-
se as variaveis que mostraram-se significativas e
com potencial neste trabalho (tempo e
temperatura de aquecimento) visando-se assim
otimizar as condicoes de tratamento.

Conclusao

A partir dos resultados obtidos por meio do
estudo exploratério péde-se avaliar a influéncia de
variaveis na eficiéncia do processo de pré-
tratamento de glicerol bruto. Entre as variaveis
analisadas, considerando um grau de confianca de
95%, a Temperatura de Aquecimento foi o Unico
fator significativo, devendo ser ajustado em nivel
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alto (80°C). Os demais fatores podem ser
empregados em niveis de acordo com a facilidade
e viabilidade de ajuste do processo. Ressalta-se
que na literatura consultada nao foi encontrado até
o momento nenhum estudo descrevendo
aplicacdo de metodologias de planejamento
experimental para determinacdo de condiges de
tratamento do glicerol bruto. Desta maneira, este
trabalho serve como base para a realizacdo de
estudos de otimizagdo do pré-tratamento do
glicerol bruto, visando assim uma padroniza¢do do
seu tratamento para sua utilizacdo em diferentes
processos, em vista da demanda de glicerol, seu
impacto no meio ambiente e por um fortalecimento
continuo do desenvolvimento sustentavel.
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