http://dx.doi.org/10.18593/eba.v17i2.15411

ARTIGOS

PRODUCAO BIOTECNOLOGICA DE PRODUTOS DE VALOR
AGREGADO UTILIZANDO GLICEROL RESIDUAL
PROVENIENTE DA SINTESE DE BIODIESEL

Silva DB, Souza BR", Antero RVP™
Resumo

O aumento significativo na produgao de biodiesel por transesterificagdo de dleos comestiveis e nao
comestiveis causaram excedente de glicerol no mercado. Com suas caracteristicas, estrutura quimica
unica, renovabilidade e biodisponibilidade, o glicerol tem promissor potencial para ser transformado
em produtos quimicos de alto valor agregado. Este artigo oferece uma analise abrangente e critica do
tratamento biotecnoldgico do glicerol a 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol. A conversao microbiana
do glicerol apresenta vantagens em relagdo as sinteses quimicas requerendo menor numero de etapas,
temperaturas medianas e pressdo do ambiente, além de ndo gerar intermedidrios toxicos.
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Biotechnological production of value-added products using residual glycerol from synthesis of
biodiesel

Abstract

The significant increase in the production of biodiesel by transesterification of oils edible or inedible caused
of glycerol surplus in the market. With its features, unique chemical structure, renewability, bio-avail-
ability, glycerol has promising potential to be turned into chemicals with high added value. This article
provides a comprehensive review and critique of biotechnological treatment of glycerol to 1,3-propanediol
and 2,3-butanediol. The microbial conversion of glycerol has advantages over chemical syntheses require
fewer steps, medians temperatures, ambient pressure plus not generate toxic intermediates.

Keywords: Microorganisms. Biodisel. Transesterification. Fermentation of glycerol.

1 INTRODUCAO

A rapida industrializa¢do e a diminui¢ao do estoque de petroleo aumentaram considera-
velmente a necessidade mundial de geracao de energia a partir de recursos alternativos e renovaveis,
como por exemplo, o biodiesel, o biohidrogénio e o bioetanol, considerando-se o biodiesel uma das
fontes de energia renovaveis mais importantes.' Tradicionalmente preparado por meio de processos
de transesterificagdo quimica ou enzimatica de gorduras vegetais ou animais com alcoois de cadeia
curta, a sintese do biodiesel estd diretamente relacionada a alta produgao de glicerol residual, também
conhecido como glicerina bruta ou glicerol brutos).> Na ultima década, a demanda continua de bio-
combustiveis alternativos levou a um aumento significativo na producdo de biodiesel e, consequen-
temente, na producao do seu subproduto, o glicerol. Para cada 10 kg de biodiesel produzidos, 1 kg de
glicerol fica disponivel; como consequéncia, grandes quantidades de glicerol bruto foram acumuladas,
levando, portanto, a uma queda consideravel no seu preco de mercado.’

Considerando a enormidade do contingente de glicerol residual gerado nos ultimos anos, a
conversdo dessa abundante fonte de carbono em produtos de valor agregado por meio de tecnologia
microbiana consiste em uma oportunidade significativa para a biotecnologia industrial atual. Nesse
aspecto, um numero crescente de pesquisas tem demonstrado a bioconversao do glicerol bruto em
1,3-propanodiol (PD) mediante fermentagdo microbiana. Esse composto é amplamente empregado
como mondmero para a sintese de tereftalato de politrimetileno, além de diversos outros poliésteres
com propriedades importantes e uteis para a industria de plasticos, fibras e téxteis, além de poder ser
empregado em uma variedade de outros produtos, incluindo cosméticos, produgdo de medicamentos,
lubrificantes, etc.*

Além do 1,3-propanodiol (PD), a conversao biotecnologica do glicerol residual em 2,3-buta-
nodiol (BD) também vem sendo alvo de inumeras pesquisas. O BD trata-se de um composto quimico

com grande importancia para a industria de combustiveis, apresentando um calor de combustdo supe-
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rior ao etanol.! Somando-se a essa propriedade, o 2,3-butanodiol também é amplamente empregado
como precursor para a producao de borracha sintética, plasticos, real¢ante de sabor, etc. Comparado
com a rota quimica, a produgéo bioldgica de 2,3-butanodiol é descrita como mais barata em razao dos
seus processos menos intensivos em energia com micro-organismos.’ Assim, o 2,3-butanodiol é con-
siderado um produto promissor na industria bioquimica, e sua obtencao a partir do glicerol residual
¢ apontada como uma nova estratégia para as biorrefinarias.

O biodiesel ndo contém aromaticos, mas contém ésteres metilicos com diferentes niveis de
saturacdo. Esteres insaturados tém baixo conteudo energético, mas sua alta densidade proporciona
mais energia por unidade de volume.*

Em relagdo a matéria-prima para a produgao de biodiesel produzido, 28% dos paises usam
6leo de soja, 22% dleo de palma, 20% gorduras animais, 11% 6leo de coco e 5% utilizam 6leo de ca-
nola, girassol ou azeite.” Todas essas matérias-primas sao comestiveis, competindo com o consumo
humano de alimentos. Em atendimento a essa perspectiva, pesquisas tém sido realizadas para utili-
zagdo de matérias-primas alternativas, especificamente fontes vegetais e microbianas nao comestiveis
e reuso de dleos, além disso um conjunto de potenciais fontes pode ser necessario para atender as
demandas de biodiesel mantendo o equilibrio ambiental na consolidagdo ou no desenvolvimento de
processo versatil e robusto capaz de processar ampla gama de matérias-primas.®

O glicerol residual possui contaminantes, como metanol, catalizador, sabao e glicerideos,
tornando-o impréprio para o mercado consumidor sem os processos de purificagdo, que geram au-
mento nos custos. Nesse contexto, diversos processos eficientes em termos energéticos (combustao,
compostagem, digestdo anaerdbia ou conversdes biologicas) podem ser utilizados para aproveitamen-
to do glicerol e produtos liquidos valiosos como etanol, butanol e 1,3-propanodiol.’

O custo da produgiao de biodiesel é altamente dependente do preco do glicerol, constituindo-
-se um desafio integrar a fermentagdo do glicerol dentro das instalacdes de produgdo de biodiesel,
otimizando, assim, a viabilidade do reaproveitamento. Mesmo produzindo etanol a partir do glicerol,
o residuo de metanol no glicerol tende a complicar os processos que produzam simultaneamente bio-
etanol e biodiesel."

A eficiéncia da conversdo de biodiesel por meio da transesterificacio depende da natureza
da matéria-prima, tipo e quantidade do alcool e catalizador, temperatura de operagdo e tempo de
reacdo."! No presente trabalho tem-se como objetivo analisar criticamente as atuais conjecturas da
producao de glicerol e suas projecdes no que se refere a minimizagao de residuos, fomentando o reuso

na concepgao de plantas produtivas que visem a cogeragdo de produtos com alto valor agregado.

2 BIODIESEL E PROCESSOS DE TRANSESTERIFICACAO

Varios procedimentos sdo capazes de converter dleos vegetais em combustiveis que apre-
sentam propriedades semelhantes ou comparaveis ao diesel. A transesterificagdo, o craqueamento, a

microemulsificagao e a pirdlise estdo inclusos nessa classificagdo.'? Entre esses, o processo de transes-
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terificagdo ou alcoolize, em razao da sua versatilidade, tem sido empregado em diversos processos in-
dustriais, sendo explorado ha anos na produc¢ao de biodiesel. De maneira simples e bem estabelecida,
a técnica engloba uma rea¢ao na qual um alcool primario reage com os triglicerideos de acidos graxos
(6leo vegetal) na presenga de um catalisador para formar glicerol e ésteres.

A produgao de biodiesel por transesterificacdo é descrita em numerosos artigos cientificos;
geralmente ela pode ser realizada por catalise dcida, basica, entre outras, no entanto, em catalise ho-
mogénea, catalisadores alcalinos, como hidréxido de sédio e de potassio, geram processos mais ra-
pidos.® Independentemente do processo catalitico, na transesterificagdo o triglicerideo é convertido
em diglicerideo, e este é convertido em monoglicerideo ou éster metilo, nomeado como biodiesel. O
alcool reage com oleo vegetal na presenga de um catalizador, e o fluido é convertido em biodiesel e

glicerina (glicerol) como descrito na Figura 1.
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Figura 1 - Reagdo de Transesterificagdo
Fonte: Knothe, van Gerpen, Krahl e Ramos.®

Geralmente, o efeito de varidveis operacionais na rea¢do de transesterificagdo é determinante
nas propriedades do combustivel biodiesel produzido, como o catalisador, a influéncia da concentra-
¢do de metanol, bem como da temperatura de operagao."

A transesterificagdo de triglicerideos utilizando metanol na presen¢a de um catalisador alca-
lino é o processo mais comum para a producao de biodiesel, entretanto, o etanol pode ser usado como
substituto para o metanol na reac¢do de transesterificagdo, podendo ser utilizado como combustivel
alternativo. O metanol é mais barato, porém o déleo é menos soluvel nele, e a metandlise envolve a
transferéncia de massa limitada durante a transesterificacao. O uso de etanol é mais seguro, tem mais
solubilidade em 6leo, além do cunho renovavel. O etanol é obtido da fermentagdo de biomassa reno-

vavel, enquanto o metanol é produzido industrialmente a partir de fontes de combustiveis fosseis.*

3 GLICEROL

O glicerol puro pode apresentar inimeras aplicagdes na fabricagdo de cosméticos, tintas,
alimentos, farmacos, papel e celulose, couro, téxteis e revestimento para barcos. Os residuos enrique-
cidos com glicerol da produc¢ao de biodiesel tém purifica¢ao inviavel pelo alto custo, e sua eliminagao

é ecologicamente incorreta. Nesse aspecto, a forma mais comum de valorizag¢ao biotecnoldgica de
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glicerol refere-se a sua conversdao em 1,3-propanodiol. Além desta, o glicerol bruto pode ser aplicado
como substrato para a produ¢ao de outros metaboélicos, como acidos organicos, polidis, lipidios mi-
crobianos, carotenoides 2,3-butanodiol e butanol.”

O produto final da reagdo da transesterificagdo se divide basicamente em duas partes: glicerol
livre e glicerol ligado, sendo este tltimo uma mistura de pequenas quantidades de tri-di-e monoglice-
rideos. Quando o glicerol livre é somado ao glicerol ligado é conhecido como glicerol total.®

O bioetanol é um combustivel limpo, renovavel produzido a partir de matérias-primas de
baixo custo. Em pesquisarealizada, obteve-se 11,1 g/L de etanol a partir da fermentagdo de 45 g/L de
glicerol utilizando micro-organismos (Enterobacter e Klebisiela), porém parte do rendimento foi com-
prometido nos processos de purificagdo. Outra limita¢do é o controle efetivo do pH, porém o uso de
glicerol como fonte na obtengao de etanol reduziu os custos de produgdo em 40%."

A partir de um organismo unico Escherichia coli SS1, produziram-se 0,57 mol de hidrogénio
e 0,88 mol de etanol para cada mol de glicerol, simultaneamente.' Essa cepa microbioldgica apresen-
tou desempenho 50% maior do que outras cepas de referéncia, porém produziu dois combustiveis

simultaneamente.

4 FERMENTACAO DO GLICEROL

O glicerol (C,H,O,) pode ser fermentado por Escherichia coli e é detectado entre os produtos
finais H,, CO,, etanol, acetato, etc. Durante o processo fermentativo, o pH ¢é ligeiramente dcido (pH =
6,3), e as vias de fermentacdo do glicerol dentro da célula sao relativamente simples reagdes bioquimi-
cas interligadas, como na glicélise. A diferenca esta justamente na reagao de acoplamento unica sobre
o nivel de conversédo de fosfoenolpiruvato (PEP) em piruvato (PYR). Essas vias de fermenta¢ao ainda
podem culminar na formagado de succinato, gerando ATP adicionais, o que caracteriza vantagem bio-
energética da fermentagdo do glicerol.”

Durante o catabolismo aerébico, o glicerol entra na célula microbiana via difusao facilitada
ou transporte ativo, em seguida é fosforilada em 3P-gliceraldeido. O ultimo entra na via glicolitica,
transformado em dcido pirtuvico e, em seguida em acetil-CoA, percursor de uma variedade de pro-
dutos metabolicos.'® A Figura 2 mostra as vias de fermentagdo do glicerol e os produtos maioritarios

formados.
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Figura 2 - Via metabdlica do glicerol
Fonte: adaptada de Macis, Daniel e Gottschbach.'®
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5 BIOCONVERSAO DO GLICEROL PARA PRODUCAO DO 1,3-PROPANODIOL

Como subproduto na fabricagdo de biodiesel, sabao e acidos graxos, o glicerol representa ame-

aca na busca pela sustentabilidade de plantas produtivas, sendo necessaria a viabilidade do potencial

como componente da matriz energética que possui valor agregado. O glicerol sera potencialmente ma-

téria-prima promissora em biorrefinarias para sintetizar combustiveis, produtos quimicos e energia."

Basicamente, o glicerol pode ser transformado em muitos produtos, como hidrogénio, aditi-

vos de combustivel, ra¢ao animal, componente no tratamento de aguas residudrias, entre outros. Essa

conversao do glicerol ocorre por processos quimicos e bioloégicos.**** A Figura 3 mostra vasta gama

de produtos quimicos que podem ser derivados do glicerol.
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Produto

Processos

Aplicagao

1,3-dihidroxiacetoa
(DHA)

Oxidagiao direta e indireta

Principal ingrediente de cosméticos,
intermediario na sintese de produtos quimicos

1,2-propanodiol

Hidrogenolise

Utilizado como plastificante e agente de esta-
bilizagdo

Acido férmico

Oxidagdo Seletiva

Portador de energia na célula direta de com-
bustivel acido férmico

Acido succinico

Fermentac¢do com succinogenes Actinobacillus

Intermedidrio na produgédo de produtos quimi-
cos na industria farmacéutica e de alimentos

Acroleina

Desidratacéo a vapor/ Fase gasosa Desidrata-
¢do a vapor/ Fase liquida

Intermedidrio na formagdo de acido acrilico e
seus ésteres

1,3-propanodiol

Fermentagdo usando Klebsiella, Lactoba-
cillus, Cianobacter, etc., Hidrogenoélise ou
Hidroformila¢do

Matéria-prima na produgdo de lubrificantes,
polimeros, alimentos, solventes, adesivos, re-
mogao de fosforo e nitrato de aguas residuarias

2,3-butanodiol

Fermentagdo usando Klebsiella, Lactoba-
cillus, Cianobacter, Clostridium

Borracha sintética, farmaco, cosméticos, aro-
matizantes, combustiveis, corante e produtos
biodegradaveis

Conservantes de alimentos, precursor de far-

ma a vapor autotérmica

Propanol Fermentagdo usando Propanobacterium .
macos e herbicidas
. . . Usado na industria téxtil, componente na in-
Poliésteres Policondensagio . .
dustria de tomadas de plastico
Fermentagdo usando Escherichia coli, refor- | Sintese de metano e amoniaco, usado em célu-
Hidrogénio ma agua supercritica, reforma a vapor, refor- | las de combustivel, combustivel para motores

de combustio interna

Figura 3 - Quimicos derivados de glicerol
Fonte: adaptada de Atapour e Kariminia,” Pfulgh, Marx, Mattanovich e Sauer®' e Kaur, Srivastava e Chand.*

As trés hidroxilas presentes na estrutura do glicerol promovem a via de conversao bioldgica

com gerac¢do de produtos com valor agregado se comparadas ao hidrocarboneto de origem petroqui-

mica em relagdo ao custo-beneficio impraticavel.® A transesterificacao catalisada por enzimas lipases

fornece solugdo para obtengdo de produto com menor quantidade de sais inorganicos, agua e catali-

sadores metalicos e outros.”® O processo é altamente seletivo, envolve menos consumo de energia e

possibilita maior recuperagao do glicerol em comparagéo a catalise alcalina, por exemplo.® Sob esse

ponto de vista, produtores de biodiesel conseguem glicerol com purezas entre 95,5 e 99%, com desafio

de comercializa-lo em escala global.** Entretanto, a vulnerabilidade e a sazonalidade do mercado do

glicerol acontece mediante a dependéncia da oferta e da procura global.

5.1 O 1,3-PROPANODIOL

O trimetileno glicol ou propileno glicol é um composto alifatico, linear, liquido, incolor, ino-

doro, soltvel em agua, alcool e éter, com vasta aplicagao na industria. O 1,3-propanoglicol ou 1,3-pro-

panodiol é a base produtiva dos poliésteres e poliuretanos. Na sintese quimica desses polimeros sdo

gerados alto custos e subprodutos toxicos.” Na Figura 4, tem-se as propriedades fisico-quimicas do 1,3-PD.
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Nome IUPAC Propan-1,3-diol
Outros Nomes 1,3-propanodiol, trimetilenoglicol, 1,3-di-hidroxi-propano
Ntmero do CAS 504-63-2
Foérmula molecular C3H802
Solubilidade em agua 100 g.L-1
Massa molar 76,09 g.mol-1
Temperatura de ebuligao 210-212°C
Temperatura de fusdo -28°C
Indice de refracgio 1,436 (20 °F)
Densidade 1,0597 g cm-3
Calor especifico 0,53 BTU/Ib/°F
Viscosidade 52 cp
Temperatura de fugor 131°C
Temperatura de autoignicao 405 °C
Pressao de vapor 0,08 mmHg
Figura 4 - Propriedades fisico-quimicas do 1,3-propanodiol

Fonte: Kaur, Srivastava e Chand.?

O 1,3-propanodiol ¢ um mondmero que tem utilidade potencial no fabrico de compostos
ciclicos e produgao de biopolimeros com propriedades biodegradaveis, como o tereftalato de poli-
trimetileno (PTT).> O produto é tradicionalmente obtido por via quimica, a qual ocorre por meio
dos derivados do petrdleo, como a acroleina e o 6xido de etileno, em rea¢des como hidrogenagao e
hidroformila¢do, com formagao de intermediarios téxicos.?® Além da rota quimica, uma alternativa
para a produgdo do 1,3-propanodiol que vem se destacando ¢é a rota bioldgica, sendo o principal paré-
metro que influencia a cinética na produgdo de 1,3-propanodiol e a baixa concentragao de biomassa,
possuindo a literatura descri¢des de muitas alternativas de meios de cultivo que ndo tenham o glicerol
como unica fonte de carbono, aumentando a concentra¢dao de biomassa bacteriana.”’

O 1,3-propanodiol foi um dos primeiros produtos de fermenta¢ao microbiana conhecidos.
Foi descoberto em 1881 pelo austriaco August Freund em suas investigagdes em cultura mista con-
tendo Clostridium pasteurianum, e, mesmo sendo conhecido ha mais de um século, a impossibilidade
de sua produgao em larga escala limitou suas inimeras aplicagdes. Um estudo verificou que o produto
comercial mais util obtido a partir do glicerol é o 1-3-PDO, tendo a hidrogendlise como ponto de
partida.”® A Figura 5 mostra as vantagens e desvantagens da conversao de glicerol em 1,3-propanodiol

por via quimica e por via biolégica.
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Parametros Conversao Quimica Conversio Biotecnologica
Matéria-prima Derivados do petréleo Glicerol ou Glicerina
Temperatura Altas Ambiente
Pressédo Altas Usual
Subprodutos Toxicos Atoxico
Produtividade Baixa Alta
Rendimento Alto com catalisador Relativo
Custo operacional Alto Baixo

Figura 5 - Comparagao entre a viabilidade de conversao de glicerol em 1,3-propanodiol
Fonte: Ripoll, Vicente, Moran, Rojas, Segarr, Montesino, et al.*

5.2 A PRODUCAO DE 1,3-PROPANODIOL POR VIA BIOTECNOLOGICA

Certo nimero de micro-organismos ¢ capaz de crescer anaerobicamente em glicerol como
unica fonte de carbono e energia por via redutiva ou oxidativa, como Citrobacter freundii, Klebsiella
pneumoniae, Clostridium pasteurianum, Clostridium butyriricum, Enterobacter agglomerans, Entero-
bacter aerogenes e Lactobacillus reuteri®

Na Klebsiella, Citrobacter, Clostridium e Enterobacter, o glicerol ¢ metabolizado tanto na via
oxidativa quanto na via redutiva. A via oxidativa NAD* depende de enzima glicerol desidrogenase
(E.C.1.1.1.6), a qual catalisa a conversao de glicerol em di-hidroxiacetona e enzima glicolitica de hi-
droxiacetona quinase (E.C.2.7.1.2.9); fosforila é o ultimo produto que é canalisado para a glicélise.”” A
via de redugdo catalisada pela coenzima B , depende da enzima glicerol dehidratase (E.C.4.2.1.30). A
conversdo de glicerol em 3-hidroxipropanaldeido na presenca de NADH, e NADH depende da enzi-
ma 1,3- propanodiol desidrogenase (E.C.1.1.1.202), reduzindo 3-hidroxipropionaldeido em 1,3-pro-
panodiol, regenerando NAD.*

5.3 CONDICOES OPERACIONAIS E VARIAVEIS ENVOLVIDAS NA PRODUCAO DO
1,3-PROPANODIOL

Abordagens diversas sdo utilizadas para otimizar a produgao microbiana de 1,3-propanodiol,
principalmente no que se refere ao tipo de micro-organismo utilizado, tipo de fermentagao, tempera-
tura no meio reacional, controle do pH no inicio e ao longo do processo.’!

Embora a literatura indique resultados satisfatorios para a producio de 1,3- propanodiol
a partir de glicerol por K. pneumoniae, a utilizagao dessa bactéria em um processo industrial nao é
desejavel, em razao da sua patogenicidade.” Varios estudos relata™a possivel inibigdo do processo por
baixos valores de pH, em decorréncia da sintese de acidos organicos de acordo com a via metabdlica,
indicando a importancia do desenvolvimento de uma estratégia de controle de pH adequado para
melhorar a produgio de 1,3-PD0O.***?22 Por meio do controle de pH apropriado (mantido a um valor
de 7,0) e utilizando estirpes de Klebsiella oxytoca (FMCC-197), a partir da mesma quantidade inicial
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do glicerol em bruto, um estudo duplicou a massa final de concentragdo em volume de 1,3-PDO,
com a obten¢ao de um rendimento 29% maior e redugdo do tempo de fermentagdo de 96 para 32h.
Essa estratégia foi testada com sucesso em experimentos em batelada com outros biocatalisadores,
como K. pneumoniae, C. freundii e L. diolivorans.’>*

A concentragdo final de 1,3-propanodiol obtida depende também da natureza e da concen-
tracdo do substrato, sendo a utiliza¢ao do glicerol puro geralmente o responsavel pelo rendimento e
pela produtividade ligeiramente mais baixos.”> A presenca de glicerol residual no meio leva ao cres-
cimento de biomassa mais elevado, fendmeno que pode ser atribuido a presenca de fosfatos e seus
sais em glicerol em bruto, resultando em efeito tampao de pH nas fases iniciais da fermentag¢ao.'****
O tipo de substrato, evidenciado pela presenga de glicerol em residual ou glicerol purificado, é fator
na determinacgio da velocidade de agitagdo 6tima e do efeito de borbulhamento de gas (azoto ou ar)
durante a fermentagdo.**** Outra estratégia industrialmente importante é a imobiliza¢do de células ou
enzimas para condu¢ao de bioprocessos, ja que, teoricamente, os biocatalizadores ficam retidos no
meio reacional por mais tempo, aumentando a velocidade de reagdo e maior produtividade.” Imo-
bilizadores comumente utilizados sdo o dietil amino etil celulose (DEAE) e o polimero polyhipe™,
uma espuma de vinil poliuretano desenvolvida pela Unilever.?®** A Tabela 1 descreve estratégias de

fermentacao utilizadas na literatura em termos de rendimento e produtividade do 1,3-PDO.

Tabela 1 - Estratégias de fermentagido na produgio de 1,3-propanodiol
Rendimento (molDPO/

Regime de

Processo Micro-organismo 1,3-PDO (g/L) mol G) Produtividade g/L/h
Batelada C. butyrucum IK124 87,0 0,68 1,9
alimentada

C. butyricum AKR 102a 76,2 0,62 2,3
K. pneumoniae ME-303 71,5 0,65 1,93
Continuo C. butyricum VPI 3266 30 0,65 10,3
C. butyricum F2b 31-48 0,67 2,9-5,5
Biocataliza-
dores Imo- K. pneumoniae 51,8 0,39 1,08
bilizados
K. pneumoniae DSM4799 48-51 1,16

Fonte: Ripoll, Vicente, Moran, Rojas, Segarr, Montesino, et al.>

Em termos industriais e comerciais, a empresa Dupont produz, concomitantemente com a via
quimica, 1,3-propanodiol a partir de estirpes de E. coli em sistema de cofermentagdo com acréscimo
de glicose ao meio reacional em sistemas de batelada alimentada com rendimento de 135 g/L, e uma
produtividade de 3,5 g/L por hora.** Por outro lado, a empresa Sigma-Aldrich disponibiliza a venda de
1,3-propanodiol com 99% de pureza a partir de 304 ddlares a cada 100 gramas de produto, mais as taxas

de importagao, evidenciando o alto valor agregado ao produto, como se verifica na Tabela 2.
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Tabela 2 — Valor de mercado e produgdo mundial do 1,3-propanodiol

Ano Produgao Valor de mercado esti- Valor de mercado
mundial mado pelo autor (U$$)/ estimado pelo autor

(Tonelada) Tonelada (U$$)

2014 120,9 4.521,16 587.750,77
2015 122,1 4.557,92 592.529,23
2016 123,4 4.594,67 597.307,69
2017 124,7 4.631,43 602.086,15
2018 126,0 4.668,19 606.864,62
2019 127,3 4.704,95 611.643,08
2020 128,6 4.741,70 616.421,54
2021 130,0 4.778,46 621.200,00

Fonte: adaptada de Garg e Jain* e Mariotto.”

6 PRODUCAO BIOTECNOLOGICA DE 2,3-BUTANODIOL A PARTIR DE GLICEROL
RESIDUAL

6.1 O 2,3-BUTANODIOL

Como alternativa ao aumento constante da quantidade residual de glicerol oriundo da pro-
dugéo de biodiesel, o subproduto pode ser empregado como fonte de carbono em processos fermen-
tativos industriais, como se abordou anteriormente. Gragas a uma composigado estrutural rica em lipi-
deos, os micro-organismos podem emprega-lo como fonte de carbono em substitui¢ao a carboidratos,
como sacarose, glicose e amido, para a formagao de metabdlitos por via bioldgica, como o 2,3-butano-
diol. Semelhantes aos demais processos de bioconversao do glicerol residual derivado da produgéo de
biodiesel em produtos de valor agregado, a produgédo de 2,3-butanodiol é proposta como uma solugao
para a melhoria da viabilidade econémica das biorrefinarias.*

O 2,3-butanodiol, também conhecido como 2,3-BD, 2,3-butileno-glicol, dimetiletileno-glicol
ou butano 2,3-diol (nomenclatura IUPAC), apresenta um peso molecular de 90,121 g/mol e férmula
molecular C,H, O,. E um composto que apresenta a caracteristica de ser biodegradavel, tornando-se
favoravel ao ambiente. Seu calor de combustao de 27200 kJ/kg se compara ao do etanol (29100 kJ/kg)
e do metanol (22100 kJ/kg).*® Além disso, apresenta alto ponto de ebuli¢ao (180 °C) e baixo ponto de
congelamento (-60 °C), podendo ser utilizado como anticongelante.

O interesse em 2,3-BD comegou em 1906, quando Harden e Walpole empregavam Klebsiella
pneumoniae para produzir esse composto.”” No entanto, as pesquisas e o desenvolvimento de métodos
industriais para produgao de 2,3-butanodiol iniciaram apenas na década de 1940, durante a Segunda
Guerra Mundial, periodo em que prevaleceu a escassez de matéria-prima para a produc¢ao de borra-
cha em razdo da crise petrolifera. Esses fatores levaram paises como os Estados Unidos e o Canada a
desenvolverem uma planta-piloto, com o objetivo de obter 2,3-butanodiol em 1,3-butadieno, inter-

medidrio na produgdo da borracha sintética. Atualmente, o 2,3-butanodiol é empregado em outros
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processos, sendo, ainda, estudado em razao das suas potencialidades em atuar como alternativa ao pe-
tréleo. Gradualmente, prevalece o interesse na avaliagdo da sua produgéo por via fermentativa a partir
de componentes residuais, como o glicerol oriundo de biorrefinarias, permitindo contribuir para as
questdes ambientais, minimizando o emprego de fontes nao renovaveis e possibilitando o desenvolvi-

mento de produtos com valor agregado, como pode ser resumido na Figura 6.2%"*

000 BIODIESEL

BIORREFINARIA

RESIDUO  evaLoRIZAGKO

HO™ " TOH m—— "I"
OH BIOCATAL'ISADOR- OH
BACTERIAS

CONDICOES DE
OPERAGAO

#* Temperatura

* Crescimento Bacterioldgica
*precursor: Glicerol

PRODUTOS DE * Concentragio

VALOR
AGREGADO

Figura 6 - Etapas envolvidas na biossintese de 2,3-butanodiol a partir do glicerol residual
Fonte: Ripoll, Vicente, Moran, Rojas, Segarr, Montesino, et al.*

O 2,3-BD pode existir em trés formas isoméricas: D - (-), L - (+) - e meso (Figura 7). Os
pontos de ebuligao dos trés estereoisdmeros sao ligeiramente diferentes, variando entre 177 e 182 °C,
mas, ainda, todos sdo muito mais elevados do que o ponto de ebuli¢ao da agua. Embora apresente
grande potencialidade industrial, a dificuldade na separagdo desse produto do meio de cultivo, em
decorréncia do seu alto ponto de ebuli¢ao e da sua afinidade com a agua, apresenta-se como um as-
pecto negativo, o que torna a produg¢ao ainda hoje com grande gasto econémico.’*** Assim, métodos
alternativos de recuperacao de 2,3-BD estao sendo desenvolvidos de maneira a adequar e melhorar a

produtividade de uma grande quantidade de produtos quimicos por meio desse composto.”

OH OH OH
=
H CH:J HQC\/\
CHy HC ¥ X CH;
= =
OH OH OH
L4{+}-2.3-8D meso-2,3-BD D-{-}2,3-BD
Dextrorotatory form Optically inactive form Levorotatory form
(25,35) (2R3R)

Figura 7 - Formas isoméricas para o 2,3-butanodiol
A produgido de 2,3-BD ocorre por meio de processos fermentativos, os quais permitem, a

partir do produto majoritario, a producdo de diversos outros, como é possivel observar a partir da

Figura 8, considerando as etapas individuais de desidratagao, desidrogenacao e cetalizagao.*
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Figura 8 - Derivados de 2,3-butanodiol produzido por via fermentativa

A partir do processo de desidratacdo, o 2,3-BD permite obter metil-etil-cetona, composto
importante como combustivel na avia¢ao. Outro produto intermedidrio dessa etapa é o 1,3-butadie-
no, obtido geralmente do petroleo e empregado na produgao de borracha sintética, eletrodomésticos,
calcados, plasticos, modificadores de asfalto, aditivos para 6leos lubrificantes, tubos, componentes de
construcdo e latex.*

A acetoina produzida por desidrogenagdo pode ser empregada como aromatizante na indus-
tria alimenticia, assim como o diacetil, intermedidrio na manuten¢do do aroma de queijos, manteigas
e cremes fermentados. Por meio do processo de cetalizacao do 2,3-BD, forma-se a acetona 2,3-bu-
tanodiol, a qual é misturada na gasolina, sendo uma alternativa ao uso do petréleo em razao do seu
alto poder calorifico. J4 a partir da esterificacdo do 2,3-BD, é possivel obter constituintes precursores
de poliuretano para drogas, logoes e cosméticos. Além de apresentar propriedades antissépticas, o
2,3-butanodiol-diéster pode também atuar no desenvolvimento de polimeros termoplasticos, como
nitrato de celulose, triacetato de celulose, éster polivinil, polimetilacrilatos, etc.*

Além dos produtos mencionados, o elevado calor de combustao (27.200 kJ/kg) do 2,3-B
se compara favoravelmente ao do etanol (29.100 kJ/kg) e ao do metanol (22.100 kJ/kg), sugerindo a
possibilidade de sua utilizagdo como combustivel. O 2,3-butanodiol pode, ainda, ser empregado na
manufatura de polimeros, tintas de impressao, perfumes, explosivos, plastificantes e como carriers de
produtos farmacéuticos. Acrescenta-se, ainda, o fato de o 2,3-butanodiol ser um composto biodegra-
davel, podendo ser empregado na fabricagdo de produtos menos agressivos ao meio ambiente.” Na
Tabela 3 é possivel observar os valores financeiros para o 2,3-BD no mercado mundial, com estimati-

vas recentes e para um futuro préximo.
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Tabela 3 - Valor de mercado e produgdo mundial do 2,3-butanodiol

Produgiao mundial (to- Valor de mercado estimado (U$$)/ Valor de mercado estimado

Ano
nelada) tonelada (U$$)
2010 58,3 2.200,0 128.260,0
2011 60,0 2.270,4 136.335,2
2012 62,0 2.343,1 145.200,3
2013 64,0 2.418,0 154.641,8
2014 66,0 2.4954 164.997,9
2015 68,1 2.575,3 175.406,5
2016 70,3 2.657,7 186.812,2
2017 72,5 2.742,7 198.959,4
2018 74,9 2.830,5 211.896,6

Fonte: Cision PR Newswire.>

6.2 CONVERSAO DO GLICEROL EM 2,3-BD POR MICRO-ORGANISMOS

Os primeiros estudos empregando micro-organismos na obtengao de 2,3-BD datam de 1906. A
bactéria utilizada nesses estudos iniciais foi a Klebsiella pneumoniae (anteriormente Aerobacter aerogenes
ou Klebsiella aerogenes). Posteriormente, destacou-se o emprego da bactéria Gram-negativa K. oxytoca, a
qual apresenta alta capacidade de produgao por via bioquimica. Em razdo da consolidagdo desse género
na producao de 2,3-BD, melhores resultados em escala industrial sdo relatados na literatura em cultivos
de K. oxytoca em regimes descontinuo e descontinuo alimentado, alcangando entre 80 e 90% de ren-
dimento do produto final. Esse alto rendimento, associado ao rapido crescimento em meios de cultivo
simples, tem apontado o género K. oxytoca como de grande potencial biotecnolédgico.”*>*

Além da espécie oxytoca, até 0o momento K. pneumoniae e P. polymyxa tém sido as mais em-
pregadas na produgdo eficiente de 2,3-BD. Aerogenes enterobacter e Serratia marcescens também sdo
considerados potenciais micro-organismos, no entanto, as pesquisas com estes sao menos relatadas na
literatura. Na Tabela 4 é possivel observar os rendimentos do produto, alguns substratos e a eficiéncia

de conversao de algumas linhagens de bactérias utilizadas para a produgao de 2,3-BD.

Tabela 4 - Produ¢io de 2,3-butanodiol usando diferentes espécies de bactérias

Micro-organismo Substrato 2,3BD (g.L-1) Referéncia
Klebsiella pneumoniae Glicose 94,2 38
Klebsiella pneumoniae Sabugo de milho 78,9 39
Klebsiella pneumoniae Glicerol 49,2 40

Klebsiella oxytoca Glucose 130,0 17

Serratia marcescens Sacarose 152,0 41

Paemibacillus polymyxa Alcachofra de Jerusalém 36,9 42

Uma vasta gama de monossacarideos pentose ou hexoses pode ser fermentadas para produ-
zir 2,3-BD, como detalhado na Tabela 4. No metabolismo bacteriano, monossacarideos devem inicial-

mente ser convertidos em piruvato antes da formagdo de produtos principais. A partir de glucose, o
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piruvato é formado de uma maneira relativamente simples, por meio da via de Embden Meyerhof (gli-

cose). Durante o processo fermentativo, a bactéria, independentemente do substrato, excreta 2,3-BD,

etanol, acido acético, acido férmico, acetoina, acido lactico e acido succinico, além de gas carbonico e

hidrogénio (Figura 9).2740%
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Figura 9 - Via metabdlica de 2,3-BD a partir de glicerol

Finalizando o processo fermentativo, o meio contém multiplas substancias que devem ser
separadas do produto de interesse. De maneira geral, tais substancias se encontram diluidas em agua,

em um meio contendo nutrientes residuais, sais e outros produtos da fermentagao. Essas impurezas

devem ser separadas, sendo esta etapa uma das mais onerosas do processo.” Estritamente para pro-

dugédo do 2,3-BD, em razdo do seu alto ponto de ebulicdo e da sua afinidade com a agua, a separagao

do meio de cultura tem sido um desafio nos altimos tempos. Atualmente sio empregadas técnicas de

destilacao e osmose reversa, no entanto, sdo necessarias elevadas concentrag¢oes do produto de interes-

se a fim de compensar os altos custos da etapa de recuperagao.

O processo completo de obtencao

do 2,3-BD a partir do glicerol pode ser resumido conforme processo descrito na Figura 10.
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Processo de ’

Destilacdo
2=
Butanodiol

Figura 10 - Esquema representacional para a produgéo biotecnoldgica do 2,3-butanodiol a partir do glicerol residual

6.3 CONDICOES OPERACIONAIS E VARIAVEIS ENVOLVIDAS NA PRODUCAO BIO-
TECNOLOGICA DO 2,3-BUTANODIOL

Recentemente, o 2,3 butanodiol obtido a partir do glicerol tem recebido aten¢do em decor-
réncia de sua ampla aplicabilidade.?””?** Dessa forma, diversos micro-organismos sdo citados na li-
teratura como metabolizadores do glicerol em 2,3-butanodiol, destacando-se os géneros Klebsiella,
Bacillus, Aeromonas, Enterobacter, Escherichia e Serratia.*>***133¥ Entre as diversas espécies bacterio-
légicas empregadas, o género Klebsiella oxytoca é o mais citado na literatura, apresentando um sistema
metabdlico de conversao bem estruturado e consolidado. No entanto, estudos recentes publicados

demonstraram o emprego de outras espécies, como pode ser visualizado na Tabela 5.

6.3.1 Substrato e concentracao

Em estudo® que trabalhou na produgédo de 2,3-BD a partir do glicerol em regime desconti-
nuo e descontinuo alimentado em biorreator de bancada, avaliaram-se diversas condi¢des de cultivo
para a espécie Klebsiella oxytoca. Entre os principais resultados abordados no estudo, inicialmente ob-
servou-se durante o cultivo de Klebsiella oxytoca em meio contendo glicerol e glicose que a velocidade
média de formacdo de biomassa e a maxima velocidade de crescimento celular foram semelhantes en-
tre ambos os substratos, 0,38 g/L/h e 0,63 h™' para o primeiro constituinte e 0,44 g/L/h e 0,69 h-1 para
o glicerol. Para o blend glicerol/glicose se observou uma maior velocidade de consumo para a glicose.
Quando os dois substratos estdo disponiveis para o micro-organismo, a glicose é preferencialmente

selecionada, por se tratar de um composto formado por carboidratos simples e de facil oxidagao.
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Tabela 5 - Producio biotecnoldgica de 2,3-butanodiol a partir do glicerol residual empregando diferentes espécies de bactérias

Espécie Literatura
Klebsiella oxytoca 16, 32
Klebsiella oxytoca (M1) 48
Klebsiella oxytoca modificada (M2)
Raoultella planticola e Raoultella terrigena 47
Enterobacter aerogenes 49
Bacillus amyloliquefaciens 50

Quando apenas o glicerol esta presente, o micro-organismo possivelmente se adapta e oxida
o substrato com velocidade superior. Sua composi¢do quimica de trés carbonos permite a oxidagdo na
via bioquimica e formagao de um mol de piruvato por mol de glicerol, ao contrario da glicose, para
a qual um mol de glicose forma dois mols de piruvato. Dessa forma, a partir de dois mols de glicerol,
forma-se um mol de 2-3BD, com fator maximo de conversao de 0,489 g do produto/g de glicerol, en-
quanto para a glicose, a relagao ¢ de 0,500 g/g. Esses dados demonstram o glicerol mais redutor que a
glicose, gerando maior quantidade de NADHH* na sua oxidagdo."

A avaliagao do efeito da concentragdo inicial de glicerol é outro ponto que chama a atengao.
Sobre o processo em regime descontinuo, os resultados observados na literatura para as diferentes
concentragdes de substrato apontam que concentragdes superiores a 100 g/L podem inibir o desenvol-
vimento da biomassa na fase exponencial. Uma pesquisa’® demonstrou que se obtiveram os melhores
resultados em termos de formagao de produtos em ensaios empregando glicerol na concentragdo de
100 g/L (17,7 g/L de 2,3-butanodiol e 2,5 g/L de etanol), com rendimentos em relagdo ao maximo
teodrico de 57,2 e 7,6%, respectivamente; abaixo de 40 g/L nao houve forma¢ao do produto. Com as
concentragdes iniciais do substrato superiores (acima de 100 g/L), a velocidade maxima de crescimen-
to foi reduzida significativamente, indicando inibi¢do por substrato. Avaliando o efeito inibitdrio do
glicerol e de alguns produtos de fermentacao formados por K. pneumoniae em uma faixa de pH entre
5,3 e 8,5, o estudo demonstrou concentragdes criticas de algumas substancias toxicas para a célula,
como: 0,35 g/L de acetato, 16,6 g/L de etanol, 71,4 g/L de 1,3-propanodiol e 187,6 g/L de glicerol. No
entanto, em um outro trabalho'® verificou-se que a partir de 160 g/L houve uma inviabilizagdo no cres-
cimento celular, ou seja, valores mais baixos ao modelo matematico do estudo citado anteriormente.

Trabalho® semelhante foi desenvolvido na China. Comparado o emprego do glicerol resi-
dual e do glicerol puro, no estudo encontraram-se rendimentos consideraveis empregando o género
Klebsiella oxytoca (M1) e a espécie modificada geneticamente Klebsiella oxytoca M3. Na fermentagdo
em regime continuo, alimentada com a estirpe K. oxytoca M1, o glicerol bruto foi mais eficaz do que
o glicerol puro como uma fonte de carbono na produgao de 2,3-BDO (59,4x 73,8 g/L) e coproduto de
reducdo (1,3-PDO 8,9 vs. 3,7 g.L''; acido lactico, 18,6 x 9,8 g. L'"). Quando se empregou a espécie mo-
dificada geneticamente, a produtividade, o crescimento celular e o consumo de glicerol foram signifi-
cativamente aumentados em ambos os substratos, sendo a produgao de 2,3-BDO 1,9 vezes maior do

que a da espécie nao modificada geneticamente (59,4 x 115,0 g.L!) com 6,9 g.L'! de 1,3-propanodiol
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(1,3PDO) e uma pequena quantidade de acido lactico (0,7 g.L"), adotando o glicerol puro como substra-
to. Notoriamente, quando se empregou glicerol bruto, a partir da espécie modificada, obteve-se -2,3-livre
com elevada concentragao (131,5 g.L'!), produtividade de 0,84 g.L'h™". Entre os resultados observados na
literatura, esta foi a maior produgao de 2,3-BDO a partir de fermentagdo do glicerol verificada.

O estudo” em que se empregou glicose como fonte de carbono para degradagdo microbiana
teve como objetivo verificar a influéncia da fonte de nitrogénio, pH e transferéncia de oxigénio no
crescimento da bactéria Bacillus polymyxa para a formagdo dos aromas acetoina e 2,3-butanodiol.
Semelhantemente aos resultados observados pelos estudos mencionados anteriormente, utilizando a
glicose como substrato verificou-se que o controle de pH tende a favorecer o crescimento do micro-
-organismo e o consumo da glicose. O ensaio realizado em biorreator também demonstrou que a
aeragdo continua tende a prejudicar a formacao dos produtos, e que o oxigénio favorece o crescimento

do micro-organismo apenas no inicio do cultivo.?”

6.3.2 Avaliacao do pH de trabalho

Em rela¢ao ao pH de trabalho, dados da literatura tém apontado que a medida que o meio
se torna mais 4cido ocorre limitagdo do crescimento celular. Em experimentos empregando CaCO,
como agente tamponante, observou-se comportamento diferente em razao da neutraliza¢ao de com-
postos acidos presentes no meio pelo carbonato de calcio.” A velocidade de conversdo do glicerol
também ¢é afetada quando se realiza o controle do pH. No meio em que nio ocorre o controle, o con-
sumo do substrato tende a ocorrer mais lentamente, constatando-se uma concentracgio residual de
glicerol de 2,6 g/L apds 24 horas de processo, ao passo que, no ensaio em que se realizou o controle de
pH, o substrato foi totalmente consumido em 15 horas."> Os melhores resultados observados no meio
com pH tamponado podem ocorrer em virtude de um pH inadequado modificar o potencial redox
da célula, inativar as enzimas de oxidagdo e alterar as vias metabdlicas de formagdo de produtos. Esses
fatores tendem a limitar o crescimento microbiano e, consequentemente, levar a pouca formagao de

compostos oxidados que serao empregados na formagao de produtos de interesse.*

6.3.3 Efeito do suprimento de oxigénio

O efeito do suprimento de oxigénio é outro fator que tende a afetar o processo de fermenta-
¢do do glicerol. Dados da literatura tem apontado maior crescimento de micro-organismos quando a
concentragao de oxigénio disponivel no meio se encontra acima da concentragao critica, ou seja, nas
primeiras horas de cultivo. De maneira geral, o fator limitante nos testes referentes ao suprimento de
oxigénio tem sido o tempo de processo. Ensaios realizados com concentragdo mais alta apresentaram
duragdo do cultivo mais longa, em decorréncia do menor crescimento celular, prejudicando a produ-
tividade. Esses dados permitiram inferir que, em regime descontinuo, concentrag¢des intermediarias

do substrato em um menor tempo sao mais favoraveis ao aumento da produtividade, observagao
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também constatada em outros estudos.” Sob esse aspecto, é possivel que quando baixas concentra-
¢oes de oxigénio se encontram no meio de cultivo o processo de respiragdo celular seja influenciado,
possibilitando uma maior produg¢ao de 2,3-butanodiol.”

Relacionado ao teor de oxigénio, um estudo empregando glicose como fonte de carbono para
degradagao microbiana da glicose para formagao dos aromas acetoina e 2,3-butanodiol relata que, a partir
de um determinado periodo do processo, o oxigénio passa a ser indesejado, pois a formagao dos produtos
ocorre por processo fermentativo, e a presenga deste afeta consideravelmente a concentragao final dos pro-
dutos de interesse. Embora a glicose seja um carboidrato simples e de facil oxidagao, os resultados obtidos
mostraram-se bem abaixo dos resultados do rendimento para o 2,3-BD observados em outra investiga-
¢30."> Embora neste ultimo estudo nao se tenha considerado individualmente o teor de acetoina e 2,3-BD,
os valores encontrados apresentaram-se aproximadamente 53 g/L a mais de concentracdo de ambos os
produtos. Essas observagoes permitem afirmar que o glicerol pode ser empregado de forma eficiente como

substrato em substituicdo a glicose, permitindo a geracao de compostos de interesse em ampla escala.'**

6.3.4 Regime de trabalho

Tratando-se do regime de trabalho, na avaliagdo do processo em regime descontinuo alimen-
tado, um estudo'® chamou a atengdo para a viabiliza¢ao da produgdo de 2,3-BD em escala industrial,
sendo necessdria a obtengdo de elevadas concentragdes de produto no processo fermentativo. Nesse
processo, a obten¢ao de uma quantidade significativa de produto tem relagao com a massa de subs-
trato empregada. Em regime descontinuo, demonstra-se que os melhores resultados em termos de
formagdo de 2,3-BD foram verificados com glicerol inicial de 129 g.L"!, obtendo-se 53,6 g.L"! do pro-
duto, concentragao considerada insatisfatoria. Comparados os dois métodos de operagao, foi possivel
constatar um aumento de 40% na concentragao final do 2,3-BD no regime descontinuo alimentado
para ensaios que apresentaram um rendimento em 2,3 BD proximos. Com a condugdo do processo
em regime descontinuo alimentado, como alternativa para contornar os efeitos de inibi¢ao pelo subs-
trato, resultados expressivos foram alcangados com a massa de glicerol equivalente a que seria neces-
saria para se ter 202 g.L'! em regime descontinuo. Nessas condigoes, 92,1 g.L'! de 2,3-butanodiol e
rendimento de 92,6% foram alcangados em 84 horas de fermentagao. Os resultados revelam o grande
potencial de uso de glicerol como substrato para a produgao de 2,3-butanodiol em escala industrial.
Quanto ao etanol, os rendimentos do produto foram menores nos ensaios em regime descontinuo
alimentado, com baixas produtividades para todos os ensaios.

Ao se avaliar a obtengdo de 2,3-BD a partir do glicerol e se empregar regime de trabalho
continuo, verificou-se inicialmente a concentragao do substrato (glicerol residual de glicerol puro) em
30, 60 e 90 g.L* em biorreator de 2L, empregando bactérias do género Raoultella planticola e Raoul-
tella terrigena.*® Analisando os dois substratos individualmente, verificou-se uma queda brusca do pH

nas primeiras 15 horas de ensaio, alcancando valores entre 5,0 e 5,5. Essa redu¢do é menos drastica
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quando o glicerol bruto é utilizado em decorréncia do efeito tamponante dos teores de sais e fosfatos
presentes no glicerol residual, efeito semelhante ao relatado em estudo'’ anteriormente citado.

Entre os principais dados da literatura consultados, o consumo total de glicerol é conseguido
em todas as experiéncias com valores diferentes de tempo, dependendo do micro-organismo. Em um
estudo” observou-se que a bactéria R. planticola requer entre 50 e 65 horas, enquanto R. terrigena
requer entre 30 e 45 horas, o que ocasiona impactos sobre os valores de produtividade. Trabalhando
com concentragdo maxima de glicerol no teor de 90g.L", verificou-se maior rendimento para a espécie
R. planticola. No entanto, R. terrigena apresentou maior produtividade de 2,3-BD. Quando R. plantico-
la ¢ empregada como biocatalisadora, a concentragdo maxima de 2,3-BD, o rendimento e a produtivi-
dade foram de 30,5 g.L*, 0,38 g/g e 0.30 g.L".h"', respectivamente. Por outro lado, quando se emprega
a espécie R. terrigena, os mesmos teores sao respectivamente de 27,3 g.L'}, 0,32 g/ge 0.37 g .L*.h™".

A conversao eficiente do glicerol residual em 2,3-BD foi relatada de maneira categdrica na literatura
consultada, no entanto, apenas um dos trabalhos mencionou a produtividade em escala industrial, a qual deve
ser realizada em sistema com regime de trabalho descontinuo alimentado. Trés estudos obtiveram melhores
resultados de produtividade trabalhando com glicerol residual, ao passo que, embora o glicerol puro seja mais
rapidamente convertido, sua produtividade se mostrou mais baixa. E visto que a produgio industrial do produto
analisado depende de diversos fatores, como a concentragio do glicerol (principal), o pH de trabalho e o sistema
de aeragdo, variaveis consideradas nos trabalhos analisados. Na Tabela 6 sdo representados os principais resulta-

dos obtidos na literatura para conversao do glicerol em 2,3-butanodiol a partir de diferentes regimes de trabalho.

Tabela 6 - Condigdes verificadas na literatura para mesma produgio de 2,3-butanodiol a partir do glicerol
residual em diferentes regimes de trabalho

Autor Regime de trabalho Rendimento Produtividade Vol. (g.L-1.h-1)
, 53,6g/L
Descontinuo 83.7% 1,10
16,32 92,1 g/L
, . 1g
Descontinuo alimentado 92.6% 1,09
73,8 g/L 0,39
48  Descontinuo alimentado
131,5 g/L 0,84
27.5¢g/L
. 50.0% 0.23
30 Continuo 33.6 o/L
08
61.3% 0.35
, 22.0g/L
49  Continuo 64.5% 0.42
, 33.9¢g/L
50 Continuo 61.3% 0.71

7 CONSIDERACOES FINAIS

Um fator importante para o aprimoramento e consolidagdo dos processos de fermentagao

bem-sucedidos para a producédo de diois ¢ a disponibilidade de um substrato de baixo custo. Nesse as-
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pecto, o glicerol residual proveniente da sintese do biodiesel é considerado uma matéria-prima reno-
vavel, econdmica e abundante para os processos microbiologicos. Nas ultimas décadas e nos proximos
anos, grandes quantidades desse material deverdo ser produzidas, gerando quantidades excedentes
de materiais residuais. Uma alternativa para a diminuicdo desse excedente pode ocorrer por meio da
bioconversao desse residuo em produtos de valor agregado, como 1,3-propanodiol e o 2,3-butanodiol.

O 1,3-propanodiol e o 2,3-butanodiol, por serem processados por via quimica ou biotecno-
légica, tornaram-se alvo de diversos estudos das areas de quimica e biotecnologia, as quais estao em
desenvolvimento com a finalidade de atender ao mercado consumidor. Entre as vias pesquisadas, a
fermentacao do glicerol vem sendo a mais promissora. A utilizagao dessa metodologia é favoravel
para o mercado, pois se trata de uma categoria renovavel, com baixo custo, sendo que a matéria-
-prima comum para a obtenc¢do desses produtos atualmente sdo os combustiveis fosseis. A conversao
biotecnolédgica otimiza o processo, pois elimina os custos operacionais quimicos que envolvem o uso
de altas temperaturas e altas pressoes, além de residuos téxicos, que nao favorecem o uso do glicerol
com pureza nao elevada.

As biorrefinarias objetivam a substitui¢ao de processos unicos por uma maior diversificagao
a base de petrdleo, quando possivel, tudo isso por meio do uso de micro-organismos modificados, os
quais sao metabolicamente apropriados a producdo de quimicos uteis em escala industrial e de com-
bustiveis a partir de biomassa renovavel, evitando-se, assim, a maneira dependente dos recursos fos-
seis que vém se aplicando de forma demasiada. Como parte dessa premissa, a conversao bioldgica de
residuos de glicerol derivados de biodiesel em uma variedade de produtos de valor agregado requer,
além de substrato de baixo custo, um bioprocesso economicamente viavel e competitivo. Atualmen-
te, o principal empasse que restringe a produgado bioldgica dos produtos analisados é o alto custo do
processamento, principalmente a etapa de purificagdo. Alternativas como o uso de eletrodialise vém
sendo debatidas na literatura, no entanto, a rapida contamina¢ao das membranas dificulta o processo.
Além disso, os pontos de ebuli¢do e as caracteristicas hidrofilicas dos materiais tornam o processo de
recupera¢ao ainda mais complexo.

Agregando os conceitos de biorrefinarias e as problematicas que dificultam a conversao bio-
légica do glicerol residual, sao interessantes e promissoras pesquisas com énfase na melhoria dos
processos biotecnoldgicos, uma vez que a bioconversao de residuos de glicerol derivados de biodiesel
em produtos de alto valor é proposta como uma solugdo para melhorar a viabilidade econdmica das
biorrefinarias. Dessa forma, novos estudos sdo necessarios para apontar estratégias eficientes para o
desenvolvimento de produtos quimicos intermedidrios e industriais, agregando, simultaneamente,
condicdes reacionais leves, seguranca ambiental e produtos de ampla disponibilidade, além do menor

consumo e custo de energia.
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