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RESUMO

A intensiva busca por fontes alternativas de ener-
gia e processos sustentdveis visando a redugio
da poluicao ambiental e o aquecimento global
do planeta tem estimulado o mercado mundial
de combustiveis limpos. Os biocombustiveis,
como o biodiesel, representam uma alternativa
renovivel e ambientalmente segura aos com-
bustiveis fosseis. Sua producio encontra-se em
crescimento acelerado, e como conseqiiéncia,
a quantidade de subprodutos gerados de sua
producio, principalmente o glicerol bruto. Com
o objetivo reduzir os futuros problemas ambi-
entais por acumulacio de glicerol e tornar a
producio de biodiesel mais rentavel, a imple-
mentacio de estratégias biotecnoldgicas que uti-
lizam o glicerol como unica fonte de carbono
para obten¢ao de produtos de maior valor agre-
gado, vem sendo estudado como uma promis-
sora alternativa e solucao. Este trabalho des-
creve estudos bem documentados sobre o me-
canismo metabdlico de glicerol por microrga-
nismos e pertinentes com a proposta de utiliza-
¢ao do glicerol em processos microbianos. Da
mesma forma sdo apresentadas novas estratégi-
as que podem ser exploradas visando o apro-
veitamento deste material e sua bioconversio
em bioprodutos de alto valor agregado.

Palavras-chave: glicerol, fermentacao,
bioproduto.

Biotechnological strategies for glycerol
utilization derived from biodiesel produc-
tion

ABSTRACT

The claim for reducing environment pollution
stimulates the world market of clean fuels. Bi-
ofuels as biodiesel, represents a renewable and
environmentally safety alternative to fossil fuel.
Nonetheless, its production is increasing consi-
derably, and as a consequence, the amount of
raw glycerol (byproduct) generated is growing
exponentially. With the aim to reduce envi-
ronment problems due to accumulation of glyce-
rol, biotechnological strategies for its biocon-
version in value-added products are being im-
plementing. This work presents detailed argu-
ments on the metabolic mechanisms of glyce-
rol assimilation by microorganisms, as well as,
a description of the most recent biotechnologi-
cal processes applied to obtain bioproducts from
glycerol.

Keywords: glycerol; fermentation; bioproduct.
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INTRODUCAO

A utilizagao de fontes alternativas de energia
¢ umas das grandes prioridades atuais, que
vem contribuir significativamente para con-
tornar os graves problemas ocasionados pelo
desenvolvimento tecnolégico. A preocupacio
atual pela reducido da poluicio e a crise ener-
gética tém estimulado o mercado mundial de
biocombustiveis. A economia global mantém-
se em crescimento e a demanda por energia
limpa e recursos renoviveis encontra-se em
continuo aumento (BILGEN et al., 20006).
Neste sentido, a busca intensiva por combus-
tiveis alternativos ao petroleo, como o biodi-
esel, apresenta grande importancia principal-
mente para os paises emergentes, uma vez
que sua producio auxilia a conservacio do
meio ambiente, mediante a reducio dos ga-
ses responsdveis pelo aquecimento global, e
contribui para o desenvolvimento social me-
diante a geracio de empregos (OLIVEIRA et
al., 2006). No Brasil, a produ¢do e comerci-
alizacio de biodiesel possui importantes van-
tagens devido a grande disponibilidade de
matéria-prima para sua producdo e ao cresci-
mento continuo da industria de oleos vege-
tais e etanol (OLIVEIRA et al. 2006, OISTI,
2000).

A producao de biodiesel esta significativamente
acelerada, uma vez que o governo brasileiro
estabeleceu a obrigatoriedade da adi¢do de
biodiesel ao combustivel de petréleo medi-
ante a lei 11097/2005. No ano 2013, a quan-
tidade de biodiesel a ser adicionado devera
alcancar 5 % do volume total de diesel utili-
zado (ANP, 2007). O glicerol é o principal
subproduto gerado na produg¢ao de biodie-
sel, sendo que aproximadamente 10 % do
volume total de biodiesel produzido corres-
pondem a glicerol (DASARI et al., 2005). Es-
tima-se que com o incremento do volume de
biodiesel, o glicerol co-produzido aumentara
de 83 para 330 milhoes L/ano até o ano 2010
(MME, 2007). Com o intuito de evitar futuros
problemas derivados da acumulacio de gli-
cerol e para tornar a producio de biodiesel
mais competitiva, torna-se necessirio a busca
de alternativas para o uso do glicerol bruto
gerado nesta producio. Este subproduto, na
forma pura, possui inimeras aplicacdes indus-
triais (aditivos para a industria de alimentos,
quimica e farmacéutica). O glicerol obtido re-
sultante da transesterificacio de trigliceridios
com dlcool apresenta impurezas como dgua,
sais, ésteres, dlcool e dleo residual, que lhe
conferem um baixo custo (OOI et al.,2004).
A rentabilidade de varios processos quimicos



depende em parte, da venda dos subpro-
dutos, permitindo a reducdo dos custos de
producio e conseqientemente, do pre¢co
final do produto. Dessa forma, existe um
grande interesse na purificacio do glicerol
ou no seu reaproveitamento direto, sem
tratamento, o que proporcionard a viabili-
za¢ao do processo de producio de biodie-
sel, permitindo que este se torne competi-
tivo no crescente mercado de biocombus-
tiveis. Os processos para sua purificacao
incluem filtracao, destilacao a vicuo, des-
coloragao e troca de ions para a remogio
principalmente de K* e Na* utilizados como
catalisadores (YONG et al. 2001). No en-
tanto, os tratamentos de purificacdo sao de
custo excessivamente elevados para peque-
nos e médios produtores nacionais de bio-
diesel. Devido a este fato, uma maior quan-
tidade de efluentes contendo glicerol po-
derd ser descartada no meio ambiente sem
nenhum tratamento, aumentando conse-
qliientemente os problemas e riscos ambi-
entais.

A conversao microbiana de glicerol por pro-
cessos biotecnolégicos em produtos de
maior valor agregado como biomassa e bi-
omoléculas, é uma alternativa relevante para
a maior valorizacao da producao de biodi-
esel (ITO et al., 2005). Neste sentido, a
biotecnologia moderna, com todo seu avan-
¢o trard grandes contribuicdes e permitird
a obtencio de biomoléculas e produtos com
importantes propriedades.

NATUREZA E CARACTERISTICAS
DO GLICEROL

Glicerol é o nome comum do composto
orginico 1,2,3-propanotriol, descoberto por
Carl W. Scheele em 1779 durante a separa-
¢ao de uma mistura aquecida de PbO pre-
parada com 6leo de oliva. Os seus sindni-
mos sdo glicerina, trihidroxipropano, glicil
alcool, gliceril e 1,2,3-trihidroxipropano.
Na natureza, o glicerol existe em vegetais
(soja, mamona, babacu, girassol, palma, al-
godao, coco, dendé, pinhao manso) e ani-
mais em formas combinadas de glicerina
com 4cidos graxos. O glicerol é também
um composto considerado fundamental den-
tro do sistema metabdlico de microrganis-
mos; onde atua como precursor de nume-
rosos compostos; e como regulador de va-
rios mecanismos bioquimicos intracelulares
(LAGES, SILVA-GRACA, LUCAS, 1999).
Em microrganismos eucarioticos, o glicerol
constitui o principal composto formado para
regular as variacoes de atividade de agua
em ambientes altamente osmofilicos
(WANG et al., 2001).

Em humanos, o glicerol participa na ter-
mo-regulacio do corpo, resisténcia a altas
temperaturas, na resisténcia dos musculos
em atividades fisicas e na resposta neural
da variacao da glicemia (YANG et al., 1999).
O glicerol na sua forma pura apresenta-se
como um liquido viscoso, incolor, inodoro
e higroscopico, com sabor doce, solavel
em 4agua e dlcool, insolivel em éter e em
cloroférmio.

Devido as suas caracteristicas fisicas e qui-

micas e ao fato de ser indcuo, o glicerol
puro apresenta diferentes aplicacdes na in-
dustria de cosméticos, farmacéutica, deter-
gentes, na fabricacio de resinas e aditivos
e na indastria de alimentos. Apesar de o
glicerol apresentar estas aplicacdes na for-
ma pura, poucos estudos estdo sendo dire-
cionados para a utilizacio de glicerol bruto
na forma direta.

OBTENCAO E TRATAMENTO
DO GLICEROL BRUTO

Subproduto natural do processamento de
6leos e gorduras, o glicerol pode ser obti-
do mediante reacao de saponificacao de 4ci-
dos graxos (6leos, azeites ou sebo) com
hidréxido de sédio ou hidréxido de potas-
sio, como co-produto da fabricacio de bio-
diesel e em menor propor¢io, mediante
sintese microbiana. A producio sintética de
glicerina a partir de cloreto de alil via epi-
cloridrina encontra-se em declinio devido
a0 excesso no mercado de glicerol do pro-
cesso de biodiesel. Dentro deste contexto,
o glicerol constitui o maior subproduto ge-
rado no processo de producio do biodiesel
via esterificacdo de dcidos graxos vegetais
ou gordura animal com dlcool (metanol ou
etanol) para produzir ésteres e glicerol na
presenca de catalisador (KOH ou NaOH)
(DIECKELMANN e HEINZ, 1988)

A equacao global de transesterificacao ¢
apresentada na Figura 1a, onde sao neces-
srios trés moles de dlcool por cada mol de
triglicerideo utilizado. Esta reacao global ¢é
conseqiiéncia de um numero de reacgoes
reversiveis e consecutivas mostradas na Fi-
gura 1b. A primeira consiste na conversao
de triglicerideos em diglicerideos, seguida
da conversiao destes diglicerideos em mo-
noglicerideos, e finalmente de glicerideos
a glicerol, rendendo uma molécula de és-

ter de dlcool por cada glicerideo em cada
etapa da reacao.

No final da etapa de transesterificacao, o
glicerol e ésteres formam uma massa liqui-
da de duas fases, que sao facilmente sepa-
raveis por decantagdo ou centrifugacio. A
fase superior, a mais leve ou menos densa,
contém os ésteres metilicos ou etilicos cons-
tituintes do biodiesel. A fase inferior ou
pesada encontra-se composta de glicerol
bruto e impurezas.

O valor do glicerol bruto obtido da produ-
cao de biodiesel encontra-se entre 0,2 a
0,4 R$/kg. Este baixo valor é atribuido ao
contetdo de aproximadamente 30 % (p/p)
de impurezas e ao grande volume deste
co-produto gerado pelas indastrias. O gli-
cerol bruto apresenta-se na forma de liqui-
do viscoso pardo escuro, que contém quan-
tidades variaveis de sabio, dlcool (metanol
ou etanol), monoacilglicerol, diacilglicerol,
oligbmeros de glicerol, polimeros e dgua
(OOT et al., 2004). A porcentagem de gli-
cerol na mistura varia entre 65 a 70 % (p/
p), sendo a maijor parte das impurezas sa-
bao formado pela reacio dos dcidos graxos
livres com excesso de catalisador (saponi-
ficacao). Dessa forma, o aspecto do glice-
rol bruto encontra-se estreitamente relaci-
onado ao contetdo de sabao, que propor-
ciona aparéncia de viscoso e escuro. Para
reduzir o sabao gerado, recomenda-se con-
duzir a reacao de transesterificacio com
matérias primas (triglicerideos) com baixo
conteido em dcidos graxos livres e dgua,
ao mesmo tempo de reduzir a quantidade
de catalisador (OOI et al., 2004).

A mistura residual resultante é submetido
ao processo de acidulacao com acido con-
centrado (HCI, H,SO,, ou H3P04) para a se-
paracdo de glicerol e dcidos graxos do sa-
bao (Figura 2a). No entanto, a maior parte
dos processos de tratamento de glicerol ¢é
conduzida utilizando HCI ou H,SO,, sendo

(a) o
0 Il
R1" "oR
R1 [s]
catalisador 0 HT
R2.__0— +  3ROH - e S + HO. oM
o .0- o
R3—, .|-.
0 R3 O-R
Trigliceridens {dleo vegetal- gordura animal) ésteres (bindiesel) glicerc
(b) ’
catalisador T
1. Triglicerideo (TG)  + R-OH - ~ Diglicerideo (DG) + R COO-R,
o catalisador o
2. Diglicerideo (DG) + R-OH - ~  Monoglicerideo (MG} + R COO-R,
catalisador "
3. Monoglicerideo (MG) + R-OH =~ Glicerol (GL) + R' COO-R,

Figura 1. (a) Reagdo global e (b) Reagoes consecutivas de
transesterificagdo de triglicerideos. R, R, R, e R represeniam grupos alquilas
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o H,PO, restrito pelo alto custo. Durante a
acidulacio, forma-se certa quantidade de
sal (reacdo do acido inorganico com ion do
sabdo) que se deposita na fase inferior de
um liquido de trés fases, estando a fase su-
perior constituida pelos dcidos graxos li-
vres, e a fase intermédia composta princi-
palmente por glicerol e dlcool (Figura 2b).
O glicerol recuperado alcanca concentra-
¢oes superiores a 80 % (p/p), com quanti-
dades varidveis de dgua, corantes e dlcool.
Posteriormente, o glicerol com excesso de
acido ¢é neutralizado com solu¢ao de NaOH
e submetido a tratamento térmico (70°C)
para eliminar os componentes voldteis (re-
cuperacio de alcooD(OOI et al., 2004;
FUKUDA, KONDO, NODA, 2001). Nesta
forma, parcialmente livre de impurezas, o
glicerol pode ser utilizado como substrato
de fermentacio por virias espécies de mi-
crorganismos.

As caracteristicas fisicas, quimicas e nutri-
cionais do glicerol bruto dependem do tipo
de dcido graxo (gordura animal ou dleo
vegetal) e do tipo de catilise empregada
na producio de biodiesel. No entanto, a
procura pela glicerina purificada é muito
maior, devida ao seu valor econdmico. A

aplicacao do glicerol na industria estd con-
dicionada ao grau de pureza, que deve ser
igual ou superior a 95%. Para obter grau
de pureza superior a 95% (p/p)(grau ali-
menticio ou farmacéutico), o glicerol deve
ser submetido a destilacao, mas sob custo
elevado .

Por outro lado, de acordo com a Tabela 2,
o glicerol bruto contém elementos nutrici-
onais, como, fésforo, enxofre, magnésio,
cdlcio, nitrogénio e sédio, e que sdo facti-
veis de serem utilizados por microrganis-
mos para o seu crescimento durante pro-
cessos fermentativos (THOMPSON, HE,
20006).

ASSIMILACAO, METABOLISMO E
CONVERSAO MICROBIOLOGICA DO
GLICEROL.

O glicerol é considerado uma fonte de car-
bono altamente reduzida e assimildvel por
bactérias e leveduras sob condicoes aero-
bicas e anaerdbicas para a obtencio de
energia metabdlica, como regulador do po-
tencial redox e para a reciclagem de fosfa-
to inorginico dentro da célula (DILLIS et
al., 1980).

Gordura animal

Oleo vegetal ou J

EtanolMetanol .

J

Catalisador
* (NaOH/KOH)
Transesterificagdo
Fase pesata

Fase lava

v

Glicerol bruto

remogio de sabdo

l"

Precipitagio de sais.
Separagdo de glicerol

hasti

Neutralizagio do
excesso de dcido

=

Adigdo de acido para J

Evaporagio de g P
dlcoois

—

Figura 2.

e

(a) - Fluxograma de producdo de biodiesel e tratamento de purificacdo do glicerol
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Virios estudos foram desenvolvidos visan-
do a utilizacao de glicerol como fonte de
carbono por microrganismos, especialmen-
te por bactérias. Muitos deles apontam prin-
cipalmente a mecanismos de assimilacio de
glicerol por estes microrganismos para a
producio de compostos intermedidrios de
polimeros, resinas e aditivos para combus-
tiveis (PAPANIKOLAOU et al., 2002; ITO
et al., 2005; CHENG et al 2007).

O transporte do glicerol através da mem-
brana celular constitui a primeira etapa para
o seu metabolismo. De uma forma geral, a
assimila¢io de glicerol por parte dos mi-
crorganismos envolve o transporte passivo
(GANCEDO, GANCEDO, 1968) e transporte
ativo (LAGES, SILVA-GRACA, LUCAS, 1999)
através da membrana plasmatica.

O transporte passivo inclui a difusio sim-
ples (permeaciao nio especifica) e a difu-
sdo facilitada mediada por proteinas locali-
zadas nas camadas mais internas da mem-
brana plasmatica (MIP), as permeases. A
difusao simples, sendo ATP nao dependen-
te, requer um gradiente de concentra¢ao
para o transporte do substrato através da
membrana. Conseqientemente, a concen-
tracio do substrato no interior da célula nao

l.'nrn

F

Figura 2.

(b)- Separagdo do glicerol apos
tratamento com dcido concentrado,
a fase superior corresponde a
dcidos graxos, fase intermédia:
glicerol, fase inferior: glicerol + sais

supera aquela encontrada no meio de
cultura(MOAT, FOSTER, SPECTOR, 2002).
Na levedura Saccharomyces cerevisiae, es-
tudos desenvolvidos por Luyten et al.
(1995), assinalaram a existéncia de perme-
ases FPS1, especificas para transporte de
glicerol (Figura 3).

O glicerol é um dos poucos substratos que
atravessa a membrana celular por difusao
facilitada nas células procarioticas. Em bac-
térias como Escherichia coli, a proteina do



tipo poro-canal-G1pF atua por sensibilida-
de mecinica sem gasto energético na pre-
senca de glicerol. Este facilitador permite a
assimilacdo, além de glicerol, de pequenas
moléculas de polihidroxi dlcoois, uréia e
glicina, mas exclui moléculas carregadas
como gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxia-
cetona fosfato(HOLST et al., 2000). E m
quanto aos mecanismos genéticos, foram
descritos trés genes responsaveis pela as-
similacao e regulaciao do conteddo interce-
lular de glicerol em Saccharomyces cerevi-
siae, o GUP1 e GUP2 (HOLST et al., 2000)
e FPS1(LUYTEN et al.,1995) associados di-
retamente com o transporte facilitado e que
sd0 expressas conforme estimulos provoca-
dos nas células, como o estresse osmotico.
Por outro lado, mecanismos de transporte
ativo simporte glicerol/H* e simporte gli-
cerol/Na* (dependentes de ATP) foram des-
critos em numerosas espécies de levedu-
ras, entre elas Debaryomyces hansenii, Pi-
chia sorbitophila, Saccharomyces cerevisi-
ae, Zygosaccharomyces rouxii (LAGES, SIL-
VA-GRACA, LUCAS, 1999). Tanto as acu-
mulacoes de glicerol por estresse, como a
existéncia de mecanismos ativos, sao co-
muns em grande variedade de leveduras
(LAGES, LUCAS, 1997).

Apo6s a passagem do glicerol através da
membrana plasmatica pelos possiveis me-
canismos, o glicerol pode ser catabolisado
por virias rotas metabdlicas independen-
tes, apresentado na Figura 4.

Uma das rotas, provavelmente a principal
para a oxidacdo de glicerol por leveduras,
consiste na fosforilag¢ao do glicerol pela en-
zima glicerol-quinase para formar glicerol-
3-fosfato, que é reduzido a dihidroxiaceto-
na fosfato pela enzima mitocondrial glice-
rol fosfo-ubiquinona oxidoreductase (FAD
dependente)(GANCEDO, SERRANO, 1989).

i &

Glicarol

Figura 3. Tipos de transporte para a
assimilagdo de glicerol pela levedura
Saccharomyces cerevisiae. FPS1 e
YFLO54c sdo proteinas de transporte,
GUT1 e GUTZ2 sdo genes para expressao
de enzimas de assimilacdo de glicerol.
(Baseado em: NEVES, LAGES, LUCAS,
2004)

Estudos demonstraram que, os genes que
controlam a sintese das enzimas glicerol-
quinase e fosfo-ubiquinona oxidoreductase
530 GUT1 e GUT?2, respectivamente (GRAU-
SLUND, LOPES, RONNOW, 1999). A ex-
pressao dessas enzimas € reprimida duran-
te o crescimento celular em substratos fer-
mentesciveis como glicose, mas desregula-
do quando glicerol ou etanol é utilizado
como a principal fonte de carbono (GRAU-
SLUND, RONNOW, 2000).

Matéria-prima

Composigao Mostarda* Mostarda™ Canola Soja ROV
Ca 1.7 23,0 19,7 11,0 ND
K ND ND ND ND ND
Mg 3.9 6,6 54 6,8 0.4
ppm
P 253 48,0 58,7 53,0 12,0
s 21,0 16,0 14,0 ND 19,0
Na 1,17 1,23 1,07 1,2 1.4
% C 24,0 243 26,3 260 37,7
®p) N 0,04 0,04 005 004 012

Ida Gold, ** Pac Gold, ROV: residuos de olea vegetal{oleo usado) ND: ndo deteciado

Tabela 1. Composicdo do glicerol bruto obtido durante a produgdo de biodiesel
em fungdo de diferentes matérias prima. (Adaptado de: THOMPSON, HE ,2006)

Outra possivel via catabdlica do glicerol cor-
responde 2 oxidacao de glicerol e conseqtiente
formacao de dihidroxiacetona pela enzima
glicerol desidrogenase. Apds, a dihidroxiace-
tona é fosforilada a dihidroxiacetona fosfato
pela enzima dihidroxiacetona quinase depen-
dente de Adenosina Trifosfato (ATP). Gance-
do e Gancedo (1968) reportaram que leve-
duras da espécie Schizosaccharomyces pom-
be, por exemplo, oxida glicerol mediante essa
via sob condicdes de “stress” osmotico.

A dihidroxiacetona fosfato é considerada uma
importante molécula intermedidria para a gli-
coneogénese (sintese de hexoses), assim como
para a obten¢do de numerosos compostos atra-
vés das vias oxidativas, incluindo, acido citri-
co, acido succinico, dcido acético, acido for-
mico, 4cido latico, etanol e outros compostos
de interesse comercial (MOAT, FOSTER, SPEC-
TOR, 2002). O crescimento de microrganis-
mos em fontes de carbono alternativas aos
carboidratos, como L-malato, acetato, ou gli-
cerol, requer a capacidade de sintetizar he-
xoses necessirias para a produ¢io de muco-
peptideos da parede celular, armazenagem de
glicogénio, e outros compostos derivados de
hexoses, como as pentoses, envolvidos na bi-
osintese de acidos nucléicos (MOAT, FOSTER,
SPECTOR, 2002).

Também, Hauge, King e Cheldelin (1955),
fazem referéncia sobre a capacidade de algu-
mas bactérias, entre elas Acetobacter suboxy-
dans, de oxidar a molécula de dihidroxiace-
tona fosfato pela via pentose-fosfato, incre-
mentando o nimero de bioprodutos possiveis
de serem obtidos por via biotecnolégica a par-
tir de glicerol.

Em espécies de leveduras do género Yarro-
wia sp., e em bactérias como Klebsiella pneu-
moniae, Clostridium pasteurianum, Citrobac-
ter freundii, Klebsiella pneumoniae, Clostri-
dium pasteurianum, Clostridium butyricum,
Enterobacter agglomerans, Lactobacillus bre-
vis, Lactobacillus buchneri and Bacillus wel-
chii (ZHAO, CHEN, YAO, 2006; GONZALEZ
— PAJUELO et al., 2006; CHENG et al., 2007),
observa-se que sob condicoes de anaerobio-
se, o glicerol sofre desidratacio pela enzima
glicerol desidratase para produzir 3-dihidro-
xipropionaldeido.

Posteriormente, este intermedidrio é transfor-
mado pela enzima NADH dependente 1,3-
propanodiol oxido-reductase para gerar 1,3-
propanodiol, principal intermedidrio para pro-
ducao de polimeros, resinas e aditivos de im-
portantes aplicacdes industriais (GONZALEZ
— PAJUELO et al., 2006; CHENG et al., 2007).
Uma vez que o glicerol é assimilado no inte-
rior da célula, numerosos compostos sio pro-
duzidos como conseqiiéncia do seu metabo-
lismo.

BIOPRODUTOS OBTIDOS POR
FERMENTACAO MICROBIANA
DO GLICEROL

A extraordindria expansdo da induastria de bi-
odiesel no Brasil e no mundo vem originan-
do grandes volumes do principal co-produto,
o glicerol. A superproducao de glicerol afeta
negativamente o preco do biodiesel no mer-
cado, tornando imperiosa a busca de novas
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aplicacoes para este co-produto. Neste con-
texto, o glicerol vem sendo investigado
como a futura fonte de carbono em proces-
sos microbianos para a obten¢do de bio-
produtos de alto valor agregado.

A continuacio, detalham-se os recentes pro-
cessos fermentativos aplicados nos labora-
torios de pesquisa cientifica para a obten-
¢ao de bioprodutos a partir do glicerol, in-
dependente do seu origem.

1,3-Propanodiol
O propanodiol € um composto intermedia-

rio para a sintese de compostos ciclicos e
mondmeros para poliésteres, poliuretanos
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CHELDELIN, 1955; XIU et al., 2007)

e polipropileno tereftalato. E conhecido que
0s processos quimicos tradicionais de pro-
ducio sao altamente nocivos devido ao com-
postos toxicos formados. As pesquisas mais
importantes na utilizagao biotecnolégica do
glicerol bruto apontam principalmente 2
producio do composto intermedidrio 1,3-
propanodiol (GONZALEZ-PAJUELO et al.,
2006; XIU et al., 2007). Atualmente, estes
compostos sao produzidos quase exclusiva-
mente a partir de um derivado do petro-
leo, o 6xido de propileno, mediante pro-
cessos quimicos convencionais (SULLIVAN,
2003).

O campo de aplicacio do composto 1,3-
propanodiol é considerado amplamente
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abrangente, diferentes setores comerciais, desde
a producio de polimeros, tintas, resinas de poli-
éster, lubrificantes, anti-cogelante, até producido
de cosméticos. Mediante fermentacio de glicerol
bruto por Klebsiella pneumoniae foram obtidos
concentracoes de até 56 g/L em escala de labora-
tério. No entanto, a producio de 1,3-propanodiol
a escala industrial encontra-se limitado devido a
que os a maioria dos microrganismos produtores,
Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Clostridium,
Propionibacterium and Anaerobiospirillum, sio
considerados patogénicos e requerem de condi-
¢oes estritas de anaerobiose e nutrientes especifi-
cos para seu desenvolvimento (BARBIRATO et al.,
1997). Uma solucio futura para o scale-up consis-
tiria na utilizacio de ferramentas da engenharia
genética para inserir genes que expressem enzi-
mas geradoras de 1,3-propanodiol em microrga-
nismos mais adaptados a condi¢des industriais, como
por exemplo, a bactéria Escherichia coli (DHAR-
MADI, MURARKA, GONZALEZ, 2006).
Notoriamente, muitas espécies apresentam a ca-
pacidade de fermentar o glicerol produzindo 1,3-
propandiol, entre elas podem ser citadas Citro-
bacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Clostridium
pasteurianum, Clostridium butyricum, Enterobac-
ter agglomerans, Lactobacillus brevis, Lactobaci-
llus buchneri and Bacillus welchii (BARBIRATO et
al.,, 1997; GONZALEZ-PAJUELO et al., 2006; XIU
et al., 2007) . Atualmente, as bacterias Clostri-
dium butyricum e Klebsiella pneumoniae sao con-
sideradas as de maior utilizacao e provavelmente
sejam as melhores produtoras deste composto (XIU
et al., 2007). Recentemente, Gonzilez-Pajuelo et
al. (2005) comparando uma espécie natural de
Clostridium butyricum VPI 3266 com outra gene-
ticamente modificada Clostridium acetobutylicum
DG1(pSPD5) (contendo genes para produgio de
1,3-propanodiol), observaram que no tempo de
47 h de fermentacio em batelada alimentada, a
cepa modificada alcancou maior produtividade
(0,65 mol/mol de glicerol, 1,7 g/L h) que a cepa
natural (0,69 mol/mol, 1,21 g/L.h). Em fermenta-
¢ao continua de glicerol bruto e comercial (pure-
za: 80-90% ) em uma taxa de diluicao (D) de 0,05
h' (pH 6,5; 35 °C) com a mesma cepa modificada,
foram obtidos valores de rendimento e produtivi-
dade similares aos observados em batelada ali-
mentada (0,61-0,64 mol/mol glicerol, 1,49-1,56
g/L.h). Os mesmos autores reportaram alta produ-
tividade em 1,3-propanodiol (10,3 g/L.h) em cul-
tivo continuo da bactéria Clostridium butyricum
(GONZALEZ-PAJUELO, ANDRADE, VASCONCE-
LOS, 2005).

Outro aspecto considerado de importancia ¢ a
imobilizacio de células em diferentes polimeros
para sua re-utilizacdo em fermentagcdes consecuti-
vas. O encapsulamento de células de Klebsiella
pneumoniae em celulose-sulfato de sodio e poli-
cloreto de metil dialil amoénia desenvolvido por
Zhao, Chen e Yao (20006), permitiu executar fer-
mentacdes em batelada repetida, batelada alimen-
tada e processo continuo para a obtenciao de 1,3-
propanodiol sob concentracdes de glicerol tio ele-
vadas quanto 120 g/L. A quantidade de produto
obtido foi de 63,1 g/L (5,7 g/L.h), 51,86 g/L(1,08
g/L.h) e 13,6 g/L (4,5 g/L h) para fermentacio em
batelada simples, batelada alimentada e fermenta-
¢ao continua, respectivamente. Apesar dos valo-
res de produtividade na fermentacio por batelada
alimentada serem menores que na batelada sim-
ples, os resultados sugerem a potencialidade da



reutilizagao de células imobilizadas, principal-
mente por fornecer um ambiente estivel para
a célula frente a altas concentracoes de subs-
trato. A co-fermentacio de glicerol e glicose
foi avaliada por Xiu et al. (2007) para a pro-
ducio de 1,3-propanodiol por Klebsiella pneu-
moniae DSM2026. Na relacao glicose-glice-
rol igual a 0,2 e sob condicdes de micro-
aeracio foram alcancados valores de produti-
vidade igual a 1,95 g/L.h.

Os primeiros estudos tecnoldgicos para o au-
mento de escala foram desenvolvidos por
Cheng et al. (2007), utilizando reator em pro-
cesso por batelada alimentada de 5000 L de
volume total. Sob condic¢des de baixo poten-
cial de oxidacao, alcancado mediante fluxo
de nitrogénio gis (0,15 vvm), foram fermen-
tados 4000 L de meio contendo 40 g/L de
glicerol a pH 6,8 ; 90 rpm e 37°C. A
concentracio maxima de produto foi de 58,8
g/L, mas com uma produtividade ainda baixa
de 0,92 g/L.h. Estes resultados iniciais de-
monstram a factibilidade da producao de 1,3-
propanodiol a escala piloto, mas novas tenta-
tivas deverdo ser conduzidas para a sua oti-
mizagdo visando a projecdo industrial.

Etanol

Etanol, butanol, e outros compostos sao co-
produzidos durante a fermentacio de glicerol
(DABROCK, BAHL, GOTTSCHALK, 1992). Ito
et al. (2005) demonstraram a possibilidade
de produzir etanol e hidrogénio por Entero-
bacter aerogenes HU-101 utilizando efluentes
da industria de biodiesel contendo ate 41%
(p/p) de glicerol. Convenientemente diluido
(7,3 g/L), o efluente foi fermentado em forma
descontinua em frascos anaerébicos e em for-
ma continua utilizando reator de coluna em-
pacotada. Na fermentacdo descontinua, os ren-
dimentos em hidrogénio e etanol foram de
0,89 mol/mol de glicerol e 1 mol/mol glice-
rol, respectivamente. Rendimentos acima de
10 g/L foram obtidos em processo continuo
empregando cerdmica porosa como suporte
de microrganismos. Neste processo, compa-
rando meios contendo efluente de biodiesel
e glicerol comercial, os mesmos autores ob-
servaram que producio de hidrogénio foi
maior naquele meio com glicerol parcialmente
purificado (60 mmol/L.h) que utilizando eflu-
ente (30 mmol/L h). Aparentemente, as im-
purezas que acompanham o efluente aumen-
taram a fragilidade dos flocos de microrganis-
mos, facilitando o wash- out das células do
reator na mesma taxa de diluicao.

Em outros trabalhos, etanol e dcido férmico
foram os principais produtos da fermentacdo
de glicerol pela bactéria Klebsiella plantico-
la, em concentracoes equimolar acima de 2
g/L  (JARVIS, MOORE, THIELE, 1997). Estes
resultados estimulam a procura de novos mi-
crorganismos para a fermentacio de glicerol
visando a producido de etanol e hidrogénio.

Acidos organicos

Também, existem numerosos trabalhos dire-
cionados para a producio de 4dcido citrico e
dcido succinico por fermentacao de glicerol.
Estes compostos sao de ampla aplicacio na

industria de alimentos e constituem impor-
tantes intermedidrios para a industria de po-
limeros e produgio de compostos quimicos
como o 1,2-butanodiol e 2,4-butanodiol.
Papanikolaou et al. (2002) obtiveram con-
siderdvel quantidade de dcido citrico, de
ordem de 35 g/L, mediante fermentaciao
de glicerol por Yarrowia lypolitica. Por sua
parte, Rymowicz et al. (2006) publicaram
estudos de assimilacio de glicerol desen-
volvidos com trés cepas mutantes de Yar-
rowia lypolitica, obtendo concentracdes de
até 124,5 g/L de dcido citrico. A produg¢ao
de acido succinico e dcido acético a partir
de glicerol por Anaerobiospirillum succi-
niciproducens resultou em concentracoes
6,5 vezes superiores a aquelas obtidas uti-
lizando glicose como dnica fonte de carbo-
no (LEE et al., 2001).

A sintese de acido propidnico por células
de Propionibacteria acidipropionici e Pro-
pionibacteria freudenreichii ssp. shermanii
imobilizadas em alginato de calcio foi re-
portado por Bories et al. (2004). Sob con-
dicoes de alta concentracao de glicerol ob-
tiveram-se concentracoes de dcido propio-
nico de até 42 g/L.

Polihidroxialcanoatos

A preocupacio pela redu¢io dos contami-
nantes ambientais vem acelerando novas
pesquisas para a producio de polimeros
biodegradaveis. Espécies de Pseudomonas
produzem naturalmente polihidroxialcano-
atos (PHA), poliésteres lineares de compa-
tivel com uma ampla faixa de potenciais
aplicacdes devido a suas propriedades fisi-
cas e biodegradabilidade (ASHBY, SOLAI-
MAN, FOGLIA, 2005).

Muitos microrganismos acumulam PHA sob
condicoes de estresse, principalmente quan-
do submetidos a falta de nitrogénio, fésfo-
ro ou oxigénio, e utilizam esse polimero
quando a fonte externa de carbono é limi-
tada. Historicamente, os 4acidos graxos fo-
ram utilizados extensivamente para a sin-
tese de PHA (ASHBY, SOLAIMAN, FO-
GLIA, 2005). Glicerol proveniente da pro-
ducao de biodiesel apresenta-se como uma
op¢io de substrato econdmico para a pro-
duciao deste tipo de biopolimeros. Borman
e Roth (1999) utilizaram Methylobacterium
rbodesianum para produzir polihidroxibu-
tirato (PHB) na concentracio de 10,5 g/L
em fermentacio por batelada com meio con-
tendo 5 g/L de glicerol e caseina peptona.
Koller et al. (2005) obtiveram polihidroxi-
alcanoatos numa concentracao maxima de
16,2 g/L, mediante fermentacio em batela-
da alimentada de soro de queijo e glicerol
bruto por uma cepa selvagem de levedura.
Para estressar as células, o cultivo foi con-
duzido sob tensdo de oxigénio (taxa de 10
mL/min) e sem outra fonte de fésforo além
daquela fornecida pelos 2,5 g/L de extrato
de levedura. Um ponto interessante nesta
pesquisa foi a capacidade da cepa selva-
gem de produzir simultaneamente 3-hidro-
xivalerato (8-10 % do total de PHA) sem
necessidade dos precursores dcido propio-
nico ou acido valérico.

Ashby, Solaiman e Foglia (2005) utilizaram
duas cepas, Pseudomonas oleovorans B-14682
e Pseudomonas corrugata 388 para a produ-
cao de PHA. Partindo de concentracdes ma-
ximas de 50 g/L glicerol, as cepas P. oleovo-
rans e P.corrugata produziram 0,97 g/L de
Poli 3-hidroxibutirato (P3HB) e 0,67 g/L de
acido hidroxidodecendico, respectivamente.
De igual forma, foi observada a capacidade
de producio de blend de P3HB and PHA em
diferentes propor¢des por cultura mista dos
microrganismos estudados.

Acido graxo poliinsaturado 6mega-3

De conhecidas propriedades terapéuticas con-
tra numerosas enfermidades cardiovasculares,
cancer e Alzheimer, os dcidos graxos poliin-
saturados 6mega-3 (AGPI u-3) sio geralmen-
te obtido a partir de fontes naturais como 6le-
os vegetais ou de peixes.

Recentemente foram desenvolvidos trabalhos
para a produ¢ao de AGPIu-3 a partir da mi-
croalga heterotrofica Schizochytrium limaci-
num que possui capacidade produzir altos ni-
veis de dcido docosahexaendico (DHA). Pyle
e Wen (2007) observaram que apds 5 dias de
crescimento em frascos Erlenmeyer (pH 8,
20 °C, 170 rpm), aproximadamente 18 g/L de
c€lulas da microalga se formavam em meios
independentes contendo glicose, glicerol puro
e glicerol bruto na concentra¢io de 90 g/L.
Foram analisados alguns pardmetros cinéticos
como a velocidade especifica de crescimento
B, 0,685/ h; rendimento em biomassa, 0,284
g/g glicerol bruto; rendimento de DHA, 171,27
mg/g glicerol bruto e rendimento volumétri-
co de 3,08 g/L. Também, foi estudado o efei-
to de diferentes concentracdes de glicerol
bruto contendo sabao sobre o crescimento da
microalga. Concentracdes superiores a 40 g/L
deste glicerol, influenciaram negativamente
no crescimento da microalga, sendo que na
concentracao de 90 g/L observou-se a morte
das células ap6s 2 dias de cultivo. Estes resul-
tados podem ser considerados 6timos, desde
que nio se necessitaria de uma etapa de pré-
tratamento do glicerol para a separacio do
sabio, etapa geralmente longa e de custo ele-
vado. O trabalho demonstra que um leque de
oportunidades pode ser aberto com pesquisas
utilizando exclusivamente algas heterotrofi-
cas e glicerol como fonte de carbono.

Avancos tecnolégicos no
aproveitamento do glicerol no Brasil

Recentemente, no XVI Simpésio Nacional de
Bioprocessos (SINAFERM 2007) foram apre-
sentados numerosos trabalhos na busca de
solugoes biotecnolégicas para a utilizacao de
glicerol originado da producio de biodiesel.
Por exemplo, Meinicke, Vendruscolo e Ni-
now (2007) compararam diferentes meios
contendo concentragdes varidveis de glicerol
e glicose como fonte de carbono para a pro-
duciao de corantes naturais pelo fungo filma-
mentoso Monascus ruber. A maxima produ-
¢ao de pigmentos vermelhos em frascos Er-
lenmeyer foi de 5,2 UDO,,, (1 unidade UDO
(Abs) corresponde a 15 mg/L de pigmento) e
produtividade de (0,0596 UDO_ _./h) utili-
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zando fonte de carbono mista (5 g/L de
glicose e 15 g/L de glicerol). Os autores
observaram que varia¢cdes no valor de pH
podem regular a propor¢io do tipo de pig-
mentos encontrado no meijo. Valores de pH
inferiores a 5,5 encontram-se associados a
formacio de pigmentos amarelos, sendo que
os valores superiores favorecem a produ-
¢io de pigmentos vermelhos.

Também, o glicerol resultante da transes-
terificacao de oleo de mamona demons-
trou ser uma fonte de carbono apropriada
para producio de biosurfactante ramnolipi-
deo (uma ou duas moléculas de ramnose e
acido graxo de cadeia longa) por Pseudo-
mona aeruginosa®. A concentracio da fon-
te de nitrogénio (NaCO,) representou ser
um fator preponderante na producio do bi-
osurfactante, comprovado pela reducao da
tensdo superficial da d4gua maior a 45,7 % e
indice emulsificacdo as 24 h superior a 56,1
% para os diferentes hidrocarbonetos testa-
dos (querosene, hexadecano e isso-octa-
no). Prieto et al 2007 obtiveram resultados
similares na produc¢iao de ramnolipideos,
comprovando a maior influéncia do NaNO,
na produc¢io de biosurfactante pela mesma
espécie de microrganismo, seguido por
NH,NO,, uréia e NH,SO,.

Recentemente, em trabalhos de pesquisa
visando a selecdo de leveduras aptas para
a assimilacdo e crescimento em glicerol co-
mercial, verificamos que algumas espéci-
es, incluindo Kluyveromyces marxianus e
Candida batistae, apresentaram elevada ca-
pacidade de crescimento neste substrato.
Dentre as leveduras estudadas, Hansenula
anomala e Candida tropicalis mostraram
capacidade de produzir etanol em concen-
tracoes de 3,5 e 6,1 g/L, respectivamen-
te. Estes resultados, ainda preliminares, sao
promissores para produ¢ao de etanol a par-
tir de glicerol por esses microrganismos.
Por outro lado, Volpato et al (2007) isola-
ram de ambientes amazonicos diferentes
cepas de Bacillus com capacidade de pro-
duzir lipases utilizando glicerol como fonte
de carbono. A maxima atividade lipolitica
em glicerol (24,3 U/L) foi obtida com o
isolado BL74.

Destaca-se também a possibilidade da fer-
mentacio de glicerol de biodiesel por Strep-
tomyces clavuligerus para a producio de
acido clavulanico, potente inibidor de beta-
lactamases, que junto com a penicilina e
cefalosporina sao utilizados contra infecci-
ones bacterianas. O trabalho desenvolvido
por Gutierrez e Costa Aratjo (2007) com-
parou a suplementac¢do continua de meios
de cultura contendo concentracdes varia-
veis de fonte de aminodcidos e glicerol para
a producio de dcido clavulanico. Apés 120
h de fermentacdo, a maxima concentracio
de dcido clavulanico obtido foi de 60 mg/
L.

Na busca de novas cepas fermentadoras de
glicerol, Silva e Contiero (2007) isolaram a
bactéria GLC29 produtora de 10,8 g/L de
1,3-propanodiol a partir de 20 g/L de gli-
cerol. Este estudo soma-se as numerosas
pesquisas desenvolvidas em outros paises
para a producdo deste glicol com impor-

tantes aplicacoes industriais (GONZALEZ-
PAJUELO et al., 2006; XIU et al., 2007).
Estes e outros estudos demonstraram a po-
tencialidade da utilizagio do glicerol, pro-
veniente da produc¢ao de biodiesel, como
fonte de carbono para a producio de com-
postos quimicos de interesse comercial.
Embora, em etapas iniciais, novas linhas de
pesquisas estdo sendo definidas para obter
compostos de maior valor agregado, que
incluam principalmente moléculas bioati-
vas, como proteinas e ribonucleotideos, para
a industria alimenticia e farmacéutica.

A utilizacio de biorefinarias para conver-
sao de glicerol bruto apresenta-se como uma
estratégia promissora para evitar futuros pro-
blemas de acumulacio deste subproduto,
ao tempo de aumentar a rentabilidade da
producio de biodiesel.

Aspectos econdmicos

O excesso de glicerol proveniente da pro-
ducao de biodiesel associado a baixa de-
manda mundial (0,5 bilhoes ton/ano) e baixo
custo, projetam um desequilibrio econdmi-
co nas industrias oleoquimicas e de refino
de glicerol, ao tempo de pdr em risco a
sustentabilidade econdmica de usinas de bi-
odiesel no mundo (HGCA, 2007). No Bra-
sil, a maioria das plantas industriais de bio-
diesel nao valoriza efetivamente o glice-
rol. A projecio do volume de glicerol no
pais para o ano 2013 é de 488 milhoes e
as perspectivas, nesse sentido, nio sao aus-
piciosas, devido a que poucas apresentam
planos futuros para sua conversio em pro-
dutos de maior valor agregado.
O uso intensivo deste co-produto é essen-
cial para a sustentabilidade econdémica da
induastria de biodiesel no pais. A queda brus-
ca do prec¢o do glicerol no cendrio interna-
cional nos ultimos 5 anos tem obrigado 2a
paralisacio da producido da glicerina sinté-
tica a partir de propileno. O excesso de
volume de glicerol, o alto preco do propi-
leno e as vantagens de produzir compostos
derivados da industria petroquimica de
maior valor, conspiraram para o severo
declinio das industrias de glicerina sintéti-
ca (HGCA, 2007). Nos Estados Unidos, o
valor do glicerol diminuiu de 1048 R$/t
em 2004 para aproximadamente 125 R$/t
no ano 2006 (YAZDANI, GONZALEZ,
2007). No Brasil, atualmente o preco FOB
(Free on Board) do glicerol bruto varia de
200 a 400 R$/t, sendo o valor do glicerol
loiro (parcialmente tratado para remoc¢ido
de impurezas) de 600 a 800 R$/t. Estima-
se que na proxima década, sempre que se
mantenha a tendéncia favordvel para o bi-
odiesel, o preco do glicerol co-produzido
poderia diminuir ainda mais.
Considerando a situac¢io e a proje-
¢a0 para os proximos anos, a utilizacao do
glicerol como substrato para fermentac¢ao
poderia torna-se vantajoso em relacio ao
preco de outros residuos tradicionalmente
utilizados como fonte de carbono para a
obtencao de bioprodutos. Por exemplo, o
preco do melaco de cana de acicar no mer-
cado internacional varia entre os 120 e 170
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R$/t, outro exemplo corresponde ao va-
lor do bagaco de cana que oscila entre
9,5 e 24 R$/t. Neste Gltimo caso, o baga-
co deve ser submetido a tratamentos fisi-
cos, quimicos ou enzimdticos para dispo-
nibilizar a glicose, o que elevaria o preco
final do substrato. A produ¢io industrial
de biomoléculas por fermentacio de gli-
cerol economizaria custos de processos tra-
dicionais que requerem etapas de eleva-
do consumo energético para extragdo e
acondicionamento do substrato (sacarose
de cana de acuicar ou glicose de amido de
milho).

O grande desafio no Brasil serd
incentivar as pesquisas biotecnologicas que,
timidamente, vem sendo desenvolvidas no
pais. Alem disso, facilitar a imediata trans-
feréncia tecnologica dessas descobertas na
propria usina de biodiesel, permitindo re-
duzir custos de transporte para converter
o biodiesel em um biocombustivel de alta
rentabilidade economica.

CONCLUSAO

Desde que alguns governos estipularam
normativas que obriga a adicio de biodi-
esel ao combustivel de petréleo, grande
quantidade de glicerol vem sendo gera-
da, tornando-se necessiria a busca de al-
ternativas para sua utilizacio. Numerosas
pesquisas estio sendo desenvolvidas nes-
se sentido, no entanto, os esforcos ainda
constituem uma solu¢do em longo prazo
para a acumulacdo de glicerol. A biotec-
nologia apresenta alternativas para a ob-
tenciao de produtos de alto valor agrega-
do como bio-pesticidas, pigmentos, aro-
mas, polimeros, antibiéticos e proteinas re-
combinantes. No entanto, € preciso estu-
dar com maior detalhe aspectos de enge-
nharia bioquimica como agitacao, aeragao,
cinética de crescimento e obtencao de pro-
dutos, e transferéncia de massa e energia.
Estes parametros sao considerados essen-
ciais para entender os mecanismos de uti-
lizacao de microrganismos assim como para
a otimizac¢do de processos, objetivando a
futura ampliacao de escala. Estratégias mais
detalhadas para a utilizacio biotecnologi-
ca do glicerol sio esperadas em poucos
anos, de forma a reduzir os impactos am-
bientais e tornar o biodiesel um produto
altamente competitivo no mercado mun-
dial de biocombustiveis.
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