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RESUMO: O glicerol, subproduto da producdo de biodiesel, vem sendo investigado como fonte de
carbono em processos microbianos para a obtencdo de bioprodutos de alto valor agregado. A
utilizagdo do glicerol na producdo de 1,3-propanodiol (importante monémero utilizado na sintese de
polimeros). O processo microbiano ocorre em anaerobiose, onde bactérias convertem o glicerol em
1,3-PD e varios outros subprodutos, de acordo com as suas vias metabolicas. Dentre o0s
microrganismos produtores de 1,3-PD, destacam-se as bactérias Clostridium butyricum e Klebsiella
pneumoniae. No presente trabalho foi realizada uma fermentag&o em batelada utilizando o Clostridium
butyricum DMSZ 10702 para produgdo de 1,3-PD, com o glicerol PA como fonte de carbono.
Também foi adicionado no meio de produgdo o acido p-aminobenzoico (PABA) e o extrato de
levedura para verificar a influéncia desses nutrientes no rendimento em biomassa e no produto 1,3-PD.
Para avaliar a biomassa, a técnica de peso seco foi utilizada para o célculo da concentragcdo do
microrganismo presente em cada cultura. O mosto resultante da fermentagdo foi analisado por
cromatografia liquida. Os resultados deste estudo mostram a influéncia das duas varidveis estudadas
na producdo de 1,3-PD.
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BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTION OF 1,3- PROPANODIOL BY CLOSTRIDIUM
BUTYRICUM FROM GLYCEROL FERMENTATION

ABSTRACT: Glycerol, a by-product of biodiesel production, has been investigated as a carbon
source in microbial processes to obtain high added value bioproducts. The microbiological use of
glycerol in the production of 1,3-propanediol (an important monomer used in polymer synthesis) is a
very viable application. The microbial process occurs in anaerobiosis, where bacteria convert glycerol
into 1,3-PD and various other by-products, according to their metabolic pathways. Among the
microorganisms producing 1,3-PD, the bacteria Clostridium butyricum and Klebsiella pneumoniae
stand out. In the present work, a batch fermentation was carried out using Clostridium butyricum
DMSZ 10702 for the production of 1,3-PD, with glycerol PA as a carbon source. P-aminobenzoic acid
(PABA) and yeast extract were also added to the production medium to verify the influence of these
nutrients on biomass yield and product 1,3-PD. To assess biomass, the dry weight technique was used
to calculate the concentration of the microorganism present in each culture. The must resulting from
fermentation was analyzed by liquid chromatography. The results of this study show the influence of
the two variables studied in the production of 1,3-PD.
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INTRODUCAO

Segundo Demibras (2002), o Biodiesel é um combustivel renovavel e biodegradavel,
ambientalmente amigavel. Encinar et al. (2002) o define como sendo um mono-alquil éster de acidos
graxos derivados de fontes renovaveis, como 06leos vegetais e gorduras animais, obtido atraves de um
processo de transesterificacdo com &lcool na presenca de um catalisador, no qual ocorre a
transformacdo de triglicerideos em moléculas menores de ésteres de acidos graxos.



Os produtos da reagdo quimica sdo ésteres (0 biodiesel) e a glicerina (glicerol). Os ésteres tém
caracteristicas fisico-quimicas muito semelhantes as do diesel, conforme demonstram as experiéncias
realizadas em diversos paises. Segundo Oliveira (2001), esse biodiesel é uma evolucdo na tentativa de
substituicdo de 6leo diesel por biomassa, iniciada pelo aproveitamento de 6leos vegetais in natura.

S&o varios os desafios a serem vencidos para atender o objetivo inicial do governo Federal de
produzir 800 milhGes de litros de biodiesel por ano. Dentre eles, destaca-se 0 aproveitamento dos
subprodutos gerados, principalmente a glicerina que é o Unico subproduto de valor (mas a tendéncia
progressiva é de depreciacdo de precos pelo acumulo da oferta) e tem uma producdo aproximada de 48
a 80 milhGes de litros por ano, segundo trabalhos de Parente (2003), Shuchardt et al. (1998) e Encinar
et al. (1999).

Portanto, a grande oferta de glicerol proveniente da produgdo do biodiesel, gera um grande
problema, pois ndo ha mercado consumidor para essa grande quantidade de glicerina. Sendo assim, o
seu uso vem sendo investigado como futura fonte de carbono em processos microbianos para obtencédo
de bioprodutos de alto valor agregado. A producdo de 1,3-propanodiol por via microbiana, utilizando
glicerol, através das bactérias dos géneros Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter e Clostridium é uma
aplicagdo bastante viavel. Trabalhos de Biebl et al. (1992), Gonzélez-Pajuelo et al. (2006) e Xiu et al.
(2007) mostram que sob condicdes de anaerobiose, esses micro-organismos convertem o glicerol em
1,3-propanodiol e varios outros produtos, de acordo com as vias metabdlicas do seu processo
fermentativo.

Segundo Saxena et al. (2009), o 1,3-propanodiol € um dos mais conhecidos produtos desse
processo fermentativo. Ele foi identificado pela primeira vez em 1881 por August Freund, a partir da
fermentacdo do glicerol em uma cultura de Clostridium pasteurianum. O campo de aplicacdo do 1,3-
propanodiol (1,3-PD) é considerado abrangente, desde a producdo de polimeros, tintas, resinas de
poliéster, lubrificantes, anticongelantes, até a producao de cosméticos. Os polimeros a partir de 1,3-PD
sdo mais resistentes a tensdo e apresentam um alto poder de pigmentagdo como mostrou o trabalho de
Biebl et al. (1999).

O objetivo do presente trabalho € utilizar o glicerol PA como fonte de carbono no processo
fermentativo do Clostridium butyricum DMSZ 10702 em quatro experimentos diferentes, diferindo
apenas na presenca ou ndao de PABA e extrato de levedura, avaliando a influéncia dessas duas
variaveis no crescimento do micro-organismo, no consumo do glicerol e na producdo de 1,3-PD
através de curvas ao longo do tempo e valores de rendimento.

MATERIAL E METODOS

Materiais

Micorganismo: O microrganismo utilizado no trabalho foi o Clostridium butyricum DMSZ 10702. Seu
armazenamento foi feito de maneira anaerébica em incubadora B.O.D. a 35°C. Apos ser inoculado em
meio RCM para crescimento, permaneceu na incubadora até que fosse observado o crescimento
celular. Em seguida foi transferido para geladeira a 5°C para desacelerar seu metabolismo (para que
ndo consumisse todos os nutrientes do meio e morresse) enguanto nao era inoculado novamente (por
exemplo, numa pré-cultura).

Solugdes Utilizadas: Caldo Clostridial Reforcado (RCM) da marca HIMEDIA; Pré-Cultura e Meio
para fermentagdo segundo Gunzel et al. (1991); Solucgdo Salina para diluicdo; Solucdo de Resazurina
0,025%; Solucdo Redutora de Tioglicolato de Sddio (12,49 de Tioglicolato de sddio em 1000mL de
4gua destilada); Solucdo de Acido Sulfdrico (H2SOs) 5mM.

Metodologia Experimental

Meios para manutencdo e crescimento: Primeiramente, 0 micro-organismo sofre um choque térmico,
sendo colocado em banho-maria a 80°C por 10 minutos, para ativar os esporos passando para a forma
vegetativa. O meio para manutencéo e crescimento € o Caldo Clostridial Refor¢cado (RCM). Esse meio
foi diluido em &gua destilada e prosseguiu-se como descrito no item anterior. Foram preparados
100mL, onde 80mL foram transferidos para um tubo de penicilina de 100mL. Utilizando uma seringa
(c/ agulha) estéril, o microrganismo foi inoculado no tubo de penicilina contendo o meio para
manutencdo e crescimento na propor¢do de 10% v/v e incubado a 35°C.




Pré-Cultura: Com o microrganismo crescido (cerca de 10 dias depois de inoculado no meio RCM), ele
p6de ser inoculado na pré-cultura, também na propor¢do de 10% v/v. Sua composicdo é segundo
Gunzel et al. (1991), e contém: KH:PO. (0,5¢/L), K;HPO, (0,5¢/L), MgS0..7H,O (0,2¢g/L),
FeS0,.7H,0 (0,01g/L), PABA (0,001g/L), Acido Acético (2,2g/L), Extrato de Levedura (2,0g/L),
Glicerol (10g/L), solucdo de elementos tragos (1mL/L) e solucdo de ferro (2mL/L). Foram preparados
100mL, onde 80mL foram transferidos para um tubo de penicilina de 100mL.

Meios para fermentacdo: Apds 24 horas na incubadora a 35°C, foi feita a inoculagdo (10% v/v) nos
quatro ensaios para fermentagdo através de seringas / agulhas estéreis. Antes da inoculagdo, os quatro
ensaios também receberam 1mL de solucdo redutora de tioglicolato de sddio. Os ensaios diferem entre
si, pela presenca ou ndo de PABA e extrato de levedura. A composi¢do dos quatro ensaios encontra-se
na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo dos quatro ensaios para fermentacao - Valores para 1000mL.

Componente Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4
KoHPO4 2,09 2,09 2,09 2,09
KH2PO4 1,09 1,09 1,09 1,09

(NH4)2S04 1,09 1,09 1,09 1,09

MgS04.7H20 0,49 0,49 0,49 0,49

CaCl2.2H.0 0,049 0,049 0,049 0,049
CaCOs 4,0g 4,09 4,09 4,09

Extrato de Levedura 0,0g 2,09 2,09 0,0g
Glicerol 30,09 30,09 30,09 30,09
Sol. Elem. Tragos 2,0mL 2,0mL 2,0mL 2,0mL
Sol. Ferro 2,0mL 2,0mL 2,0mL 2,0mL
PABA 0,09 0,001g 0,09 0,001g

Avaliacédo do crescimento microbiano — Biomassa: Para avaliar o crescimento do microrganismo, foi
utilizada a técnica do peso seco, para que possa ser calculada a concentragdo da biomassa em g/L. As
amostras foram filtradas com o auxilio de um conjunto para filtracdo e membranas de 2pum
previamente taradas, utilizando &gua de diluicdo para lavagem. A biomassa entdo ficou retida na
membrana.

Consumo de Glicerol e producédo de 1,3-propanodiol: O mosto resultante da filtracdo foi analisado por
cromatografia de HPLC Hewlett-Packard (Agillent). A separacdo foi realizada em coluna Aminex
HPX-87H (Bio-rad) e a detec¢do foi obtida por indice de refragdo. As condigdes operacionais foram as
seguintes: fase mével, acido sulfurico 5mM; fluxo, 0,70mL/min; temperatura, 50°C e pressdo, 86bar.
Nessas condigdes, o tempo de residéncia do 1,3-PD foi observado em torno de 18-19 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da metodologia apresentada, a biomassa, a glicerina e o 1,3-PD foram avaliados em
funcdo do tempo de fermentacgdo. Entdo, foi possivel construir os gréaficos correspondentes para avaliar
0 crescimento do micro-organismo, o consumo de glicerol e a producéo de 1,3-propanodiol (Figura 1).

Observamos inicialmente dados incoerentes na Figura 2(b), onde a concentragdo inicial de
glicerol ndo corresponde a concentragdo utilizada no meio de cultura (30g/L). Essa incoeréncia foi
causada principalmente por erros na pesagem do glicerol, perdas na diluicdo e perdas na filtracdo.
Como foi avaliado, esses erros sdo mais pronunciados no ensaio 2.



Figura 1 — Curva de crescimento do microrganismo (a), curva de consumo do glicerol (b) e
curva de producéo do 1,3-propanodiol (¢) para os quatro ensaios do experimento.

Biomassa Glicerol
(@ , (b)
4
=" 8 K "
- * i : - 5 -Iv,\..
'-;m T — -).\v.,
| ‘v
% R
e - Mo
‘ L
| 4F '
1,3-Propanodiol (c)
1
0
5 8 m
3 7 =
:» b *Meio
- 2 1
S 4 "
€ Meio
o :; s ?
1 z ar
n . s

0 12 24 36 48 60 72 84
Tempo (horas)

Com os dados da fermentacéo, foi possivel calcular dois coeficientes de rendimento segundo Borzani
et al. (2001): (i) coeficiente global de conversdo de substrato em produto (Y 1s-rosiic.), (i) coeficiente global
de conversdo de substrato em células (Ygiom/ciic). OS resultados para os quatro ensaios encontram-se na
Tabela 2.

Tabela 2 — Coeficientes globais de conversdo (em g/g) para a fermentacéo do Clostridium
butyricum DSMZ 10702 utilizando 30g/L de Glicerol PA como substrato.

Ensaio Y1,3-PD/Glic. YBiom./Glic.
1 0,0088 0,166
2 0,500 0,0923
3 0,362 0,08
4 - 0,0743

Através do grafico apresentado na Figura 1(a) podemos ver que o meio mais favoravel para o
crescimento do micro-organismo foi o ensaio 1. A Figura 1(b) mostra a concentracdo de glicerol real
(detectada por cromatografia) nos tempos de fermentacdo. Podemos observar que apds 24 horas de
fermentacdo houve um consumo de 4,9% de glicerol no ensaio 1, 24,1% no ensaio 2, 25,7% no ensaio 3 e
20,8% no ensaio 4. Entretanto, para o final da fermentacdo, o consumo do glicerol foi maior no ensaio 4.
Observamos entdo que quando ha auséncia de extrato de levedura e presenca de PABA, o consumo de
glicerol é maior. Por outro lado, o grafico da Figura 1(c) mostra que 0s meios se comportaram de maneira
diferente em relagdo a formacédo de produto. O primeiro fato importante que pdde ser visto, foi o ensaio 4
ndo produziu o 1,3-PD, contrastando com os resultados de consumo de glicerol. Ao passo que a presenca
de PABA e auséncia de extrato de levedura favorecem o consumo de glicerol, inibem a producéo de 1,3-
PD.

Quando temos a auséncia de PABA além da auséncia de extrato de levedura, 1-3-PD é produzido,
mas em pouca quantidade (resultados do ensaio 1). No entanto, quando temos a presenca de extrato de
levedura no meio de cultura, a producdo de 1,3-PD cresce, sendo pouco influenciada pela presenca de



PABA. Vemos esses resultados nos ensaios 2 e 3, onde as producdes foram semelhantes, com valores de
7,29g/L e 8,21g/L respectivamente.

Agora, observando a Tabela 2, observa-se que quando o rendimento é calculado baseando-se no
consumo de substrato, o ensaio 2 € o que mais se destaca na producdo do 1,3-PD, enquanto que o ensaio 1 é
0 gue mais se destaca no crescimento do microrganismo.

CONCLUSAO

Foi possivel comprovar que o Clostridium butyricum cresce utilizando 30g/L de glicerol PA como
Unica fonte de carbono e produz o 1,3-propanodiol (ensaiol). Foi possivel observar através das curvas da
Figura 2 que existe uma relacdo direta entre o crescimento celular e a formacéo do 1,3-PD, pois o0 1,3-PD ¢
um metabdlico primério sendo produzido em maior quantidade durante a fase exponencial de crescimento
do micro-organismo. O resultado dos quatro ensaios mostra que para haver uma boa producéo de 1,3-PD, é
necessaria a presenca de extrato de levedura. Esse mesmo extrato de levedura afeta um pouco crescimento
do microrganismo, mas de forma negativa.

Conclui-se também que o rendimento de 1,3-PD ser4 maior, no ensaio em que o extrato de levedura
e 0 PABA estiverem presentes (ensaio 2). Contrario a isso, o crescimento do micro-organismo é maior no
ensaio com auséncia de extrato de levedura e PABA (ensaio 1). Se levarmos em consideracdo trabalhos
descritos na literatura, o rendimento (converséo de substrato em produto) alcangado é bastante satisfatério.
Biebl et al. (1999) e Pinto (2009) encontram em seus trabalhos, rendimentos na faixa de 0,45-0,70 g/g.
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