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1,3-PROPANEDIOL: PRODUCTION, APPLICATIONS AND BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL. 1,3-propanediol is a high-
value specialty chemical which has many industrial applications. Its main use is the production of the polymer polypropylene

terephthalate, a thermoplastic used in the textile and automobile industries. The interest in 1,3-propanediol production from glycerol

bio-conversion has increased after the employment of biodiesel by various countries, being produced by chemical synthesis from
petroleum intermediates or biotechnologically by microbial fermentation. Glycerol is an abundant low-cost byproduct from biodiesel
refineries, and it is the only substrate that can be naturally or enzymatically converted to 1,3-propanediol by microbial fermentation.
In this review, information on 1,3-propanediol’s importance, production and purification are presented, along with results from recent
research on glycerol microbial conversion to 1,3-propanediol. The bio-production of this intermediate compound from glycerol is

very attractive both economically and environmentally, since it allows the replacement of fossil fuels by renewable resources.
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INTRODUCAO

Os atuais problemas ambientais causados pela utilizagdo de
combustiveis fdsseis sdo tema de amplo debate. Entre os problemas
associados a esses combustiveis, estio o fato de ndo serem renovaveis,
apresentarem alto custo e instabilidade de precos, além da instabilida-
de geopolitica nas principais regides produtoras. Desta forma, alguns
paises tem incentivado a utilizacio de fontes alternativas de energia,
em complementacdo as fontes fésseis tradicionais. Existe também
a preocupacio de buscar novas fontes para a producdo de impor-
tantes intermedidrios quimicos, atualmente derivados do petréleo.
Os biocombustiveis, como o etanol (obtido da cana-de-agucar), e o
biodiesel (obtido de 6leos e gorduras), estdo entre as mais importantes
alternativas energéticas consideradas para substituir combustiveis
derivados do petréleo. Os biocombustiveis também podem, direta ou
indiretamente, contribuir para o desenvolvimento de novos processos
para a produc¢do de intermedidrios quimicos. Um exemplo € a produ-
¢do de plasticos a partir do etanol (denominado “polietileno verde”),
cuja primeira fabrica mundial foi inaugurada em 2010 na cidade de
Triunfo, RS, Brasil, pela Braskem®,' com capacidade para produzir
200 mil t/ano. Este € apenas um exemplo da denominada quimica
verde,>* setor que busca utilizar matérias-primas renovaveis e cujos
métodos de producdo reduzam os impactos negativos sobre o meio
ambiente, sendo a utilizagio da biomassa um de seus principios.’ As
reacdes biocatalisadas, empregando-se células integras ou enzimas,*
representam uma extensao das rotas cldssicas de sintese, com signi-
ficantes redu¢des nos impactos ambientais, sendo um dos processos
que podem ser explorados no desenvolvimento da quimica verde.’
Assim, a obtencdo de intermedidrios quimicos utilizando residuos
agroindustriais e biossintese microbiana estd em consonancia com
os principios da quimica verde.

O glicerol, um subproduto das industrias de biodiesel, pode ser
convertido em diversos intermedidrios quimicos de valor industrial,
tanto por sintese quimica,*’ quanto por conversio biotecnoldgica.t
A conversdo microbiana do glicerol apresenta vantagens em relagio

*e-mail: gpsilva@uneb.br

as sinteses quimicas, como por exemplo, requer menor nimero de
etapas, emprega temperaturas medianas e pressao ambiente, ndo gera
intermedidrios toxicos e geralmente sdo obtidos isOmeros opticamente
puros. O 1,3-propanodiol (1,3-PDO), um intermedidrio quimico obti-
do a partir da fermentagao do glicerol, tem despertado maior interesse
em anos recentes. Nesta revisdo, sdo apresentadas informacdes sobre
a importancia do 1,3-PDO, sua produg@o biotecnoldgica a partir
da fermentacdo do glicerol e sobre a purificagdo desse importante
intermedidrio quimico.

O 1,3-propanodiol

O 1,3-PDO (trimetileno glicol ou polipropileno glicol) é um
composto alifatico linear, liquido, incolor, inodoro, in6cuo, miscivel
em agua, dlcool e éter (Figura 1). Este intermedidrio quimico foi
um dos primeiros produtos da fermentacdo microbiana conhecidos,
descoberto em 1881 pelo quimico Austriaco August Freund, em cul-
tura mista de fermentagdo contendo Clostridium pasteurianum.®*°
Apesar de conhecido hd mais de um século e apresentar proprie-
dades fisico-quimicas interessantes para aplica¢des industriais, a
impossibilidade de sua producédo de forma abundante e econdmica
fez com que o 1,3-PDO apresentasse aplicag@o limitada durante
todos estes anos.!" Um maior interesse industrial pelo 1,3-PDO ¢é
relativamente recente, surgindo depois que foram desenvolvidos
processos para sua sintese quimica em larga escala; esse interesse
aumentou ainda mais apds a adogao do biodiesel, pois esta industria
gera grandes quantidades de glicerol,® a partir do qual o 1,3-PDO
pode ser produzido.
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Figura 1. 1,3-propanodiol. A demanda e o interesse industrial por este inter-
medidrio quimico tem aumentado nos iiltimos anos, utilizado principalmente
na produgdo do termopldstico polipropileno tereftalato (PPT)
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Atualmente, o 1,3-PDO € quimicamente produzido por dois
processos diferentes (Figura 2). Em uma das rotas, a acroleina € hi-
dratada a 3-hidroxipropionaldeido, que € posteriormente hidrogenado,
obtendo-se o 1,3-PDO."* Na outra rota, o 6xido de etileno reage com
mondxido de carbono na presenca de um catalisador organometélico
(por ex. cobalto), produzindo hidroxialdeido, que € finalmente redu-
zido ao diol por hidrogenac@o. De um modo geral, a sintese quimica
do 1,3-PDO requer altas temperaturas, alta pressao e catalisadores de
alto custo, gera intermedidrios toxicos e poluentes, além de depender
de combustiveis fosseis para sua produgao.
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Figura 2. Sintese quimica do 1,3-propanodiol, partindo da acroleina como
matéria prima (tecnologia da Degussa) (A) e do oxido de etileno (tecnologia
da Shell) (B) (Modificado de Saxena et al., 2009 e Kraus, 2008)

O 1,3-propanodiol também pode ser quimicamente obtido a partir
do glicerol, através da desoxigenagdo seletiva do dlcool secundario
usando catalisadores organometdlicos. A desoxigenagdo pode ser
obtida através de uma reagdo de desidratacdo/hidrogenagdo, ou por
meio da redugdo de um intermedidrio catidnico.' A hidrogendlise é
um tipo de redugdo que envolve a dissociagio de ligagdes quimicas
em um substrato orgdnico com adicdo simultdnea de hidrogénio
aos fragmentos das moléculas resultantes. Como o glicerol € um
composto saturado e tem maior contetido O/C do que a maioria das
commodities quimicas, a hidrogendlise C-O € uma das rotas mais
atrativas para a conversdo quimica do glicerol.* Segundo Nakagawa
et al., a hidrogendlise seletiva do glicerol em 1,3-propanodiol néo é
um processo facil; apesar de ter sido muito estudada nos dltimos anos,
ainda se obtém principalmente produtos de menor valor comercial,
como o 1,2-propanodiol (1,2-PDO) e o propanol, sendo que a pro-
ducdo quimica do 1,3-PDO a partir do glicerol ainda € um processo
que apresenta baixo rendimento, com valores maximos reportados
ficando em torno de 26,8%.'

Segundo ten Dan e Hanefeld," o produto comercial mais interes-
sante obtido a partir da hidrogendlise do glicerol € o 1,3-propanodiol;
as reagdes de desidratagdo/hidrogenacio do glicerol para producio
do 1,3-propanodiol sdo apresentadas na Figura 3." Kurosaka et al.,
ao avaliarem a atividade catalitica de metais nobres para a hidroge-
nélise do glicerol, reportam um rendimento de 24% para 1,3-PDO e
a formagao concomitante de 1,2-PDO e principalmente n-propanol
(provavelmente devido as severas condi¢gdes de reagdo), além de
outros produtos que totalizaram cerca de 10% do rendimento total.'®
O principal problema para a producdo do 1,3-PDO ainda continua
sendo a formac@o seletiva desse composto.'* Em estudo de hidrogen6-
lise seletiva do glicerol utilizando diferentes catalisadores metalicos
em meio aquoso, Nakagawa ef al. obtiveram 81% de conversao do
glicerol, com rendimento maximo de 1,3-PDO igual a 38% em 36
h, valores muito superiores a outros processos anteriormente descri-
tos.!* Mais recentemente, Oh ef al., em um estudo visando avaliar
diferentes catalizadores para a conversao seletiva do glicerol em
1,3-propanodiol, reportam um rendimento de 55,6%." A hidroge-
nélise do glicerol para a produgdo de 1,3-PDO, processo revisado
por ten Dam e Hanefeld,'> depende de catalizadores de alto custo,
requer altas temperaturas, alta pressdo e, dependendo do processo
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empregado, sdo utilizados diferentes tipos de solventes. Ultimamente
tem sido dada muita atenc@o a produg@o microbiana do 1,3-PDO, pois
este é um processo mais simples, néo gera intermedidrios toxicos'® e
ainda contém menos impurezas em relagio ao 1,3-PDO sintetizado
quimicamente.'?
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Figura 3. Produgdo quimica do 1,3-propanodiol através da desidratagcdo/
hidrogenacdo do glicerol (adaptado de ten Dan e Hanefeld)"

Em 2007, as empresas DuPont Tate & Lyle Bio Products inicia-
ram a producdo do 1,3-propanodiol empregando Escherichia coli
geneticamente modificada. Esta bactéria foi clonada com os genes de
Saccharomyces cerevisiae para produzir glicerol a partir de glicose
e com os genes de Klebsiella pneumoniae para converter o glicerol
em 1,3-PDO. Dessa forma, E. coli recombinante passou a produzir
glicerol a partir de glicose de milho e 1,3-PDO a partir do glicerol
intracelularmente acumulado. O 1,3-PDO da DuPont recebeu a
denominagdo comercial Bio-PDO™, cuja fébrica estd localizada
em Loudon, Tennessee, EUA, sendo a primeira fdbrica a produzir
1,3-PDO em escala comercial a partir de fonte renovavel. O Bio-PDO
estd disponivel em duas formas: Zemea® e Susterra®. O Zemea® € o
1,3-PDO com maior pureza, ndo causando irritacdo ou sensibilizacio
da pele, destinado a aplica¢des em produtos de higiene e cosméticos,
podendo substituir o propileno glicol, o butileno glicol ou a glicerina.
O Susterra® € o 1,3-PDO de grau industrial, utilizado na inddstria de
poliuretanos e também destinado a aplicagdes como descongelante e
anticongelante, entre outras possiveis aplicagdes."

As propriedades fisico-quimicas do 1,3-PDO sio apresentadas
na Tabela 1. Como composto bifuncional, este pode ser utilizado em
muitas das mesmas aplicagdes poliméricas em que atualmente sao
empregados outros didis de baixa massa molecular, tais como o etileno
glicol, o propileno glicol, o 1,3-butanodiol e o 1,4-butanodiol.? O
1,3-PDO € considerado uma substancia segura para a saude, apre-
sentando baixa toxicidade. Em estudo feito com cobaias, o 1,3-PDO
aparentemente ndo apresenta significante risco a satde por inalacdo
do vapor ou de mistura de vapor/aerosol.*!

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do 1,3-propanodiol

Nome IUPAC Propan-1,3-diol

Outros nomes 1,3-propanodiol, trimetilenoglicol,

1,3-di-hidroxi-propano

Nimero CAS 504-63-2
Férmula molecular C,H,0,
Solubilidade em dgua 100 g L!
Massa molar 76.09 g mol”!
Temperatura de ebulicio 210-212°C
Temperatura de fusdo -28 °C

indice de refragdo 1,436 (20 °F)
Densidade 1,0597 g cm?
Calor especifico 0,53 BTU/Ib/°F
Viscosidade 52 cp
Temperatura de fulgor 131°C
Temperatura de autoigni¢cdo 405 °C
Pressao de vapor 0,08 mmHg

Fonte: MSDS. Condig¢des padrao: 25 °C e 1 bar (100 KPa).
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O 1,3-PDO ¢ utilizado na producio de cosméticos, como anti-
congelante e como fluido para transferéncia de calor, bem como base
em solugdes para refrigeracéio de motores que requerem estabilidade
em ampla escala de temperaturas. Pode ser utilizado na fabricacdo de
resinas baseadas em poliésteres e cross linker na quimica do uretano,
em dreas como a automotiva, engenharia de polimeros, fibras e reves-
timentos.?” Uma das principais aplicacGes do 1,3-PDO € na produgio
do polimero polipropileno tereftalato (PPT), também denominado
politrimetileno tereftalato (PTT) ou 3GT (glicol de 3 carbonos/
tereftalato). Apds a descoberta do polietileno tereftalato (PET) por
Whinfield e Dickson em 1941, muitos outros poliésteres aroméaticos
foram sintetizados e estudados. Entre estes, o PET e o polibutileno
tereftalato (PBT) sdo produzidos e comercializados ha mais de 50
anos, enquanto que o PPT comecou a ser comercializado apenas
recentemente.? A escassez e o alto custo do 1,3-PDO impediram a
producdo do PPT em escala comercial, uma realidade que s6 comegou
a mudar apés o desenvolvimento de rotas quimicas para a sintese
do 1,3-PDO, que possibilitou sua producdo de forma abundante e a
custo industrialmente vidvel. O PPT (Figura 4) € obtido a partir da
condensacdo entre 1,3-propanodiol e dcido tereftdlico. Em 1995, a
Shell apresentou o polimero Corterra®, denominagio comercial do
PPT, criando uma nova demanda pelo 1,3-PDO.
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Figura 4. Polipropileno tereftalato (PPT), polimero produzido pela conden-
sagdo entre o 1,3-propanodiol e o dcido tereftdilico

O PPT € um polimero relacionado ao PET, produzido a partir
do 6xido de etileno (etileno glicol), e ao PBT, produzido a partir do
1,4-butanodiol.** No entanto, as caracteristicas fisico-quimicas fazem
do PPT um polimero com melhores propriedades do que os polimeros
produzidos a partir de 1,2-propanodiol, butanodiol ou etileno glicol,>
como o PBT e o PET. Uma caracteristica diferencial que confere
propriedades unicas ao PPT € o niimero impar de carbonos do 1,3-
PDO,**" diferentemente dos intermedirios do PET e do PBT que
contém nimero par de carbonos. O PPT apresenta melhor resiliéncia,
maior facilidade de coloraciio e melhores propriedades eldsticas.
Ainda, o PPT ¢ resistente a descolorag@o (lavagens sucessivas) e a
estdtica, podendo ser utilizado em dreas tdo distintas como carpetes,
vestudrio, téxtil, termoplasticos de engenharia e monofilamentos. Para
aplicacdes na industria de vestudrios, as caracteristicas que fazem
do PPT um polimero interessante incluem maciez, elasticidade e
coloragao duradoura.

A primeira planta produtora do polipropileno tereftalato
(Corterra®) em escala comercial, com capacidade para produzir
95.000 toneladas métricas por ano, foi a Poly Canada, localizada
em Montreal e inaugurada em 2004, uma joint venture entre a Shell
Chemicals Canada Ltd. e a Societé Générale de Financement du
Quebec. Esta empresa encerrou suas atividades em marco de 2009,
devido a reducdo da demanda provocada pela crise econdmica
mundial.”® No final de 2009, a Poly Canadé foi adquirida por um
grupo portugués, visando adaptar a fabrica para a produgdo de PET
tradicional.” O 1,3-PDO produzido pela Shell, utilizado na produgio
do Corterra®, utiliza o 6xido de etileno derivado do petréleo.'” As
pesquisas e melhorias nos processos fermentativos para a producgio
do 1,3-PDO podem fazer com que este se torne mais competitivo em
relacdo ao 1,3-PDO derivado de fonte f6ssil, principalmente com o
emprego de uma fonte abundante e de baixo custo como o glicerol.
A DuPont produz o PPT sob a denominagio comercial Sorona®, em
Decatur, Illinois, EUA, a partir do 1,3-PDO (Susterra®) obtido pela
fermentagdo da glicose de milho’ por Escherichia coli recombinante.
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Producio biotecnolégica do 1,3-propanodiol

Os unicos microrganismos naturalmente capazes de produzir
1,3-PDO até agora identificados pertencem ao grupo das bactérias, '
utilizando exclusivamente o glicerol como fonte de carbono,'' ndo
se conhecendo quaisquer microrganismos capazes de converter,
diretamente, agucares a 1,3-PDO.** Alguns microrganismos recom-
binantes para a produgdo de 1,3-PDO foram obtidos introduzindo
genes para a conversdo de agticares em glicerol, que posteriormente
pode ser convertido em 1,3-PDO,***! ou introduzindo os genes da
via propanodidlica em microrganismos naturalmente incapazes de
produzi-lo.3%333

Entre as bactérias capazes de converter glicerol em 1,3-PDO estdo
algumas espécies de Lactobacillus,*** Enterobacter agglomerans,**
Citrobacter freundii,®** Klebsiella pneumoniae,™ e Clostridium,**
sendo estas duas dltimas as mais estudadas. A utilizagdo microbiana
do glicerol requer uma via oxidativa e outra redutora. A via oxidativa
¢ catalisada pelas enzimas glicerol desidrogenase, que converte gli-
cerol em di-hidroxiacetona, e di-hidroxiacetona cinase, que fosforila
este substrato a di-hidroxiacetona-fosfato, que canalizado para a via
glicolitica, gera ATP e equivalentes redutores (NADH). A via redu-
tora € catalisada pelas enzimas glicerol desidratase, que remove uma
molécula de H,0 do glicerol, convertendo-o em 3-hidroxipionaldeido,
e 1,3-propanodiol oxirredutase, que reduz 3-HPA a 1,3-propanodiol,’
regenerando os NADH gerados na via oxidativa (Figura 5). Como o
glicerol € mais reduzido do que o material celular, durante a formacao
de biomassa ¢ gerado NADHs adicionais, que podem ser utilizados
na producdo extra de 1,3-PDO."” Em Escherichia coli existe outra
1,3-propanodiol oxidorredutase, codificada pelo gene yghD, que
converte 3-HPA a 1,3-PDO.*' Uma enzima semelhante foi descrita
em K. pneumoniae por Seo et al.*>°
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Figura 5. Esquema da produgdo microbiana do 1,3-propanodiol. A via
oxidativa produz energia (ATP) e os equivalentes redutores (NADH). Parte
dos NADH sdo reoxidados na via redutora, possibilitando o crescimento
microbiano em glicerol e produzindo 1,3-propanodiol

A enzima glicerol desidratase (GDHt, E.C.4.2.1.3.0) requer coen-
zima B, (adenosilcobalamina) para converter glicerol em seu aldeido
correspondente.’'33 A descoberta de uma GDHt em C. butyricum que
ndo requer coenzima B, foi descrita em 2003 por Raynaud ez al.,>*
possibilitando o desenvolvimento de um processo mais econdémico
para a produgio de 1,3-PDO a partir de fontes renovaveis, eliminando
a necessidade de adicionar essa vitamina ao meio de fermentagao.
Diferente da GDHt de C. pasteurianum, a enzima de C. butyricum
ndo apresenta homologia com outras GDHts, todas dependentes de
vitamina B ,.”

Durante a fermentagdo do glicerol, as culturas que apresentam
maior rendimento em 1,3-PDO sido as que produzem somente dcido
acético como coproduto, além de CO, e H,, convertendo 64% do
glicerol consumido em 1,3-PDO. Ao contrério, se as duas moléculas
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de NADH produzidas durante a formagdo de uma molécula de
piruvato forem utilizadas na formagao de etanol ou butanol, o rendi-
mento do 1,3-PDO € menor, aumentando a producdo de biomassa.
O rendimento de 1,3-PDO pode ainda ser melhorado reduzindo-se
a evolucdo de H,."°

As espécies de Clostridium produzem principalmente 1,3-PDO
e 4cido butirico a partir do glicerol.**¢ C. pasteurianum produz re-
lativamente grande variedade de produtos, incluindo butanol, etanol,
1,3-PDO, 4cidos butirico, acético e latico. Os principais coprodutos
sdo o butanol e etanol, provavelmente devido ao maior rendimento
energético proporcionado por estas vias. Em cultura continua com
excesso de nutrientes, 1,3-PDO e 4cido latico sdo os principais
produtos da fermentacdo.’” Segundo Zeng ef al., a preferéncia por
determinada via metabdlica depende da fonte do nutriente limitante.
Se a fonte de carbono € limitante, serd utilizada a via que rende o
mdximo de energia, ou seja, a via do dcido butirico em C. butyricum
e a via do etanol em Klebsiella pneumoniae, em detrimento da via
do 1,3-PDO e do 4cido acético.”®

Segundo Petitdemange et al.,*® diversos isolados de C. butyricum
obtidos de colecdes de cultura ndo crescem em glicerol bruto. No
entanto, estes autores isolaram algumas cepas que convertem glicerol
bruto principalmente a 1,3-PDO. O isolado C. butyricum ES foi muito
resistente a altos niveis de glicerol e 1,3-propanodiol. Utilizando
109 g de glicerol bruto L', em batelada alimentada, obteve-se 58 g
de 1,3-PDO L, 2,2 g de acetato L' e 6,1 g de dcido butirico L',*
resultados semelhantes aos de Biebl ef al.,* que obtiveram um isolado
de Clostridium (SH1 = DSM 5431) que produziu 56 g de 1,3-PDO
L' a partir de 110 g de glicerol L. Himmi et al.,” utilizando C.
butyricum em fermentacdo em batelada, obtiveram uma produ¢do
de 67 g de 1,3-PDO L a partir de 129 g L' de glicerol puro e 65 g
de 1,3-PDO L' a partir de 121 g de glicerol bruto L.

Visando obter microrganismos capazes de produzir 1,3-PDO
sem adi¢do de vitamina B,,, Gonzdlez-Pajuelo et al. transformaram
C. acetobutylicum com genes da via do 1,3-PDO de C. butyricum. O
recombinante DG1 produziu 1104 mmol L' de 1,3-PDO em batelada
alimentada, apresentando produtividade maior do que C. butyricum.
Em cultivo continuo, a concentragio de 1,3-PDO foi de 788 mmol L-!
e a produtividade volumétrica foi de 3 g L''h"'.* Em meio definido
contendo glicerol bruto, C. butyricum VPI 3266 produziu 30 g de
1,3-PDO L. Em cultura continua contendo 60 g de glicerol L,
esta bactéria produziu 30 g de 1,3-PDO L}, com produtividade de
10,3 ¢ L' h''.! Abbad-Andaloussi ef al. isolaram um mutante de C.
butyricum (2/2) mais resistente ao 1,3-PDO e ao glicerol, obtendo
maior produgio de biomassa (3,72 g L'! = +63%), maior consumo
de glicerol (1.413 mmol L' = +49%) e maior produgio de 1,3-PDO
(928 mmol L', 70 g L' = +58%) em relagdo a cepa selvagem.®
Papanikolaou et al. avaliaram a fermentagao do glicerol por um novo
isolado de C. butyricum, obtendo 35-48 g de 1,3-PDO L. Utilizando
um método de fermentagdo continua em dois estdgios, a produgdo de
1,3-PDO foi de 41-46 g L.

Um problema importante em processos fermentativos € a inibi-
¢do que o substrato e os produtos da fermentacdio exercem sobre o
microrganismo. Segundo Biebl, quando a fonte de carbono estd em
excesso e existe limitacdo de um nutriente inorganico ou inibicio
por um produto, os metabdlitos formados serdo aqueles que causam
menor inibicdo, ou seja, 1,3-PDO e 4cido acético em detrimento de
dcido butirico ou etanol.”” A fermentacao do glicerol por enterobac-
térias sofre inibi¢do devido ao acimulo de 3-hidroxipropionaldeido,
intermedidrio da via propanodidlica que € altamente toxico. A inibicao
reduz significativamente a atividade bioldgica e € dependente do pH,
nao sendo observado com C. butyricum.*’% De acordo com Barbirato
et al., na fermentacdo de 220 mmol L' de glicerol, as bactérias E.
agglomerans, K. pneumoniae e C. freundii ndo acumulam 3-HPA no

Quim. Nova

meio. Em meio contendo 760 mmol L' de glicerol, as duas dltimas
acumulam 3-HPA de forma transitéria, e o glicerol € totalmente
consumido.”’

Visando reduzir o acimulo de 3-HPA e aumentar o suprimento da
coenzima NADH em K. pneumoniae, Chen et al. avaliaram o efeito
da superexpressdo dos genes dhaD (glicerol desidrogenase, GDH) e
dhaT (1,3-propanodiol oxidorredutase, PDOR). Nos recombinantes,
a atividade das respectivas enzimas foi maior, bem como aumentou a
razdo entre a atividade enzimadtica entre PDOR/GHDt e a producio
de NADH, com a razdo NADH/NAD maior que 1,0. Desta forma,
observou-se reducao no acimulo de 3-HPA devido a maior conversao
deste em 1,3-PDO. Em comparacdo com o controle em batelada,
o actimulo de 3-HPA reduziu em 52,2%, enquanto em batelada
alimentada, a reducéo foi de 33,3%, com concentracéo de 1,3-PDO
de 59,2 g L''.% De acordo com Cheng et al., o efeito inibitério que o
substrato e os produtos exercem sobre K. pneumoniae sao diferentes
em anaerobiose ou aerobiose. Em relag@o ao glicerol, a tolerancia €
maior em aerobiose (133 g L'!) do que em anaerobiose (110 g L).
Em anaerobiose, acetato (15 g L) € o principal metabdlito inibidor,
seguido de lactato (19 g L) e etanol (26 g L!). A tolerancia ao 1,3-
PDO € de 69 g L. Em aerobiose, a inibi¢ao maior ocorre devido ao
etanol (17 g L), seguido de lactato (26 g L) e acetato (24 g L),
tolerando até 77 g de 1,3-PDO L%

O crescimento de C. pasteurianum e C. butyricum diminui quando
a osmolaridade total do meio aumenta.®> Em cultura continua em pH
6,5, o crescimento de C. butyricum € totalmente inibido a partir de 60
gde 1,3-PDO L', 27 g de é4cido acético L' e 19 g de écido butirico
L. Pequena inibi¢do pelo glicerol s6 € detectdvel em concentracoes
acima de 80 g L'.¢” Segundo Colin et al., em batelada alimentada,
a producdo de 1,3-PDO aumenta linearmente com a concentragdo
inicial de glicerol (20 a 140 g L"), atingindo médximo de 63,7 g de
1,3-propanodiol L'!. A produgio é fortemente reduzida com 150 g
de glicerol L' e inexistente com 160 g L. No entanto, C. butyricum
CNCM 1211 pode tolerar até 83,7 g de 1,3-PDO L, cujo efeito
inibitério € atribuido a fungdo diol.®

A bactéria Klebsiella pneumoniae utiliza glicerol tanto em ae-
robiose quanto em anaerobiose.®”” Em aerobiose € utilizada a via do
regulon glp, na qual uma cinase ATP-dependente fosforila o glicerol
a glicerol-3-fosfato, que é convertido em di-hidroxiacetona-fosfato.”
De acordo com Forage e Lin, o regulon dha € induzido em anaerobiose
independentemente da concentracio de glicerol. Em aerobiose, esta
via s6 € induzida com alta concentracio de glicerol, pois em baixa
concentragio, o regulon glp serd induzido.”! Com o objetivo de avaliar
as melhores condic¢des para a produgdo de 1,3-PDO por K. pneumo-
niae, diferentes abordagens ja foram estudadas. Oh et al. aplicaram
ametodologia de superficies de resposta para encontrar as condi¢oes
otimizadas para a bioconversao do glicerol em 1,3-PDO, obtendo em
batelada, 13,8 g de 1,3-PDO L, a partir de 35 g de glicerol L'}, em
pH 7,37 ¢ 36,88 °C.”

Em estudo tedrico sobre a bioconversao do glicerol em 1,3-propa-
nodiol por K. pneumoniae, Chen et al., concluem que a produgao de
1,3-PDO em microaerobiose € favorecida em relacio a anaerobiose
ou aerobiose. O rendimento maximo tedrico de 1,3-PDO a partir
de glicerol poderia chegar a 0,85 mol mol', em vez de 0,72 mol
mol! (0,60 g/g), se todo o acetil-CoA entrasse no ciclo dos dcidos
tricarboxilicos em detrimento da via do dcido acético, como ocorre
em condi¢des anaerdbicas. A concentracdo final e o rendimento de
1,3-PDO em microaerofilia se aproximam dos valores encontrados
sob anaerobiose, com menor producgdo de etanol, além de ocorrer
em tempo muito menor em relagéo a fermentacdo anaerdbica.” Por
exemplo, durante a fermentacdo microaerdfila em batelada, com
duracdo de 6 h e 40 g de glicerol L', K. pneumoniae DSM 2026
produziu 17,65 g de 1,3-PDO L', com produtividade de 2,94 g L' h'".
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Em batelada alimentada e microaerofilia, a produg¢éo de 1,3-PDO foi
59,50 g L' e a produtividade foi de 1,57 g L' h!. A produtividade em
microaerofilia foi quase o dobro em relagio a fermentagdo anaerdbica.

Cheng et al. avaliaram a fermentac@o por K. pneumoniae em
anaerobiose/aerobiose, observando que a formacdo de biomassa €
maior a medida que se aumenta a aeracdo, com mais substrato ca-
nalizado para a via oxidativa, reduzindo o rendimento de 1,3-PDO.
Na presenca de O,, houve certa inibi¢do na produgdo de acetato e
de etanol, acumulando 4cido ldtico e 2,3-butanodiol, uma resposta
a maior demanda pelos equivalentes redutores e por energia. A al-
teracdo de anaerobiose/aerobiose ndo beneficiou a producio de 1,3-
PDO, porém reduziu a inibigio provocada pelo 4cido acético e pelo
etanol, que podem afetar adversamente a fermentacdo do glicerol.
Nesse estudo, estes autores obtiveram 70 g de 1,3-PDO L' e 16 g
de 2,3-butanodiol L-'.7*

Ma et al. investigaram a producdo de 1,3-PDO por Klebsiella
pneumoniae XJPD-Li em diferentes condi¢des de aeracdo a partir
de 20 g de glicerol L''. Em anaerobiose, a produgao de 1,3-PDO foi
13,44 g L', enquanto que sem aeracdo, obteve-se 11,55 g L'. Em
aerobiose observou-se apenas 8,73 g de 1,3-PDO L', apresentando
o menor rendimento e a maior produgdo de biomassa entre as trés
condicdes avaliadas. Em batelada alimentada, a concentrac@o final
de 1,3-PDO foi de 60,82 g L'! em anaerobiose, de 56,43 g L' sem
aeracdo e de 65,26 g L' em aerobiose. Os autores concluem que
a producgdo semelhante em anaerobiose e em aerobiose pode ser
benéfica em aplicagdes industriais, reduzindo custos em relagdo a
fermentagdo anaerdbica.”

Uma abordagem utilizada para melhorar a producio biotecnol6-
gica de determinado metabdlito € reduzir ou eliminar a formagao de
coprodutos que concorrem diretamente com o produto de interesse.
Objetivando reduzir a formacdo de 2,3-BDO (produzido entre os
pHs 5,0-6,5) e dcido latico (produzido entre os pHs 7,1-8,0), Ji et
al. avaliaram o efeito da oscilagdo do pH durante a fermentagdo em
batelada alimentada por K. pneumoniae. A produgio de 1,3-PDO
foi de 70,0 g L', apresentando baixa produgio desses coprodutos.”
A producio de etanol durante a fermentacdo propanodidlica por K.
pneumoniae reduz a producdo de 1,3-PDO, pois a primeira etapa
da fermentagdo etandlica utiliza acetil-CoA, catalisada pela enzima
aldeido desidrogenase, que compete com 1,3-propanodiol oxidorredu-
tase pelo cofator NADH. Para eliminar a formac¢ao de etanol, Zhang
et al. inativaram o gene aldeido desidrogenase de K. pneumoniae,
obtendo produgio final igual a 927,6 mmol L, resultados melhores
em relagdo a cepa parental.”’

O emprego de células ou enzimas imobilizadas apresentam
muitas vantagens em fermentacdes, como maior produtividade e a
simplificagdo do processo biotecnolégico. Zhao ef al.” avaliaram a
conversao continua de glicerol em 1,3-PDO utilizando K. pneumoniae
imobilizada em microcédpsulas de sulfato de sédio celulose/cloreto de
poli-dimetil-dialil-amo6nio. Em batelada, a producéo foi de 63,1 g de
1,3-PDO L. Em batelada alimentada, a atividade das células encap-
suladas permaneceu por 67 h, produzindo 51,86 g de 1,3-PDO L.
Em outro estudo de imobiliza¢do, Jun ef al.”® avaliaram a produgao
de 1,3-PDO a partir de glicerol bruto utilizando, além de células em
suspensdo, células imobilizadas em poliuretano hidrofébico poroso
em reator de leito fixo. Em batelada alimentada, a produg@o de 1,3-
PDO foi mais efetiva a partir de glicerol bruto do que a partir de
glicerol puro, com produtividade de 1,51 g L' h' versus 0,84 g L
h', respectivamente. Foi obtido mais de 80 g de 1,3-PDO L', a maior
produgio jd relatada utilizando glicerol bruto por K. pneumoniae. No
trabalho de Mu et al.® utilizando glicerol bruto, a concentracdo de
1,3-PDO foide 51,3-53 g L. Apesar de apresentar produgio inferior
ao glicerol puro (61,9 g L"), a produtividade semelhante entre glicerol
puro e bruto indica que este dltimo pode ser diretamente utilizado sem
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qualquer tratamento prévio, simplificando o processo e reduzindo os
custos operacionais.

A maioria dos estudos de producdo biotecnoldgica do 1,3-
PDO foram feitos em escala laboratorial. Liu et al.®' avaliaram a
fermentagdo microaerdfila em batelada, até 1,0 m®, obtendo 72 g
de 1,3-PDO L, resultados préximos aos obtidos sob anaerobiose
(75 g LY. Em outro estudo em escala piloto com K. pneumoniae,
utilizando reatores de 5.000 1 e batelada alimentada, a producéo de
1,3-PDO foi de 58,8 g L', com produtividade de 0,92 g L' h''.%2 J4
Zheng et al.®® obtiveram 66,8 g de 1,3-PDO L' em reatores de 500 1
e 63,3 g L' em reatores de 50.000 1.

Purificacao do 1,3-propanodiol

Ap6s a fermentagdo, o meio contém diversas substancias que
devem ser separadas do produto de interesse. De modo geral, estas
substincias se encontram bastante diluidas em dgua, em meio conten-
do nutrientes residuais, sais e outros produtos da fermentagao (etanol,
2,3-butanodiol, succinato, lactato, acetato, formato, etc), células
microbianas e macromoléculas como proteinas, dcidos nucleicos e
polissacarideos. Essas impurezas devem ser separadas do produto
de interesse, sendo esta uma das etapas mais onerosas em sistema
fermentativo, podendo representar mais de 50% do custo total .83
Os custos para a purificagio sdo ainda maiores quando a substancia
de interesse deve ser obtida em alto grau de pureza. Considerando a
baixa volatilidade e propriedades hidrofilicas do 1,3-PDO, a recupe-
racdo deste diol a partir do mosto complexo e diluido € critica para o
desenvolvimento de processos comercialmente vidveis.* Segundo Xiu
e Zeng,% as maiores dificuldades em desenvolver processos eficien-
tes para separar o 1,3-PDO do mosto estdo relacionadas com a alta
hidrofobicidade do 1,3-propanodiol, ao alto ponto de ebulicdo (214
°C em pressdo atmosférica)’’ e a complexidade do meio fermentado.
Por exemplo, a semelhanca entre os pontos de ebulicdo do 1,3-PDO
e do 2,3-BDO representa um obstdculo a mais para a purificacdo do
1,3-propanodiol.¥#* A purificagio do 1,3-PDO representa uma mu-
danca tecnoldgica e permanece como um obsticulo econémico para
uma producio microbiana eficiente; desse modo, o desenvolvimento
de um processo de purificacdo para o 1,3-PDO em larga escala, que
seja simples e economicamente vidvel poderd representar um dos
avancos mais importantes para a bioconversao microbiana do glicerol
em 1,3-PDO, agregando valor ao biodiesel.®®

Na Tabela 2 sdo apresentadas as etapas para purificacdo do 1,3-
PDO propostas por Xiu e Zeng.** As células microbianas podem ser
removidas por um ou mais métodos, incluindo centrifugacio, filtra-
¢éo em membrana ou flocula¢do.® Segundo Hao er al.,’® primeiro
devem ser removidas impurezas tais como proteinas e fragmentos
de células, que podem provocar emulsificagdo durante a extragdo. O
1,3-propanodiol pode ser purificado por diversos métodos diferentes,
tais como extragdo reativa, extracdo liquido-liquido, evaporacio,
destilagdo, filtragdo em membrana, pervaporagdo e cromatografia
de troca idnica.”$* A destilagdo pode ser utilizada para separar o 1,3-
PDO do glicerol, no entanto, ambos os compostos t€ém alto ponto de
ebulicdo, exigindo muita energia para a separac¢do.®%%°

Segundo Malinowski,* a substituigéo das técnicas convencionais
de destilacdo por técnicas de extragdo por solventes, mais eficientes
energeticamente, pode reduzir significativamente o custo de separacio
do produto. Malinowski®! avaliou a extra¢@o liquido-liquido do 1,3-
PDO diluido em solucdo aquosa, concluindo que a distribuicdo do
1,3-PDO em solventes de extracdo mostra-se insuficiente para uma
purificagdo simples e eficiente, necessitando de outras estratégias
para resolver o problema de separacio desta substidncia em sistema
aquoso diluido. Outra possibilidade para lidar com este problema
¢é converter o 1,3-PDO em uma substincia sem grupos hidroxila e
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Tabela 2. Etapas para a purificagdo do 1,3-propanodiol

Quim. Nova

Etapa Objetivo

Processos

Pré-tratamento

Ajuste do pH por adicao de base
Adigdo de um floculante (quitosana, poliacrilamida)

la. etapa - ~
B B . . Filtragdo em membranas
Remogao das células microbianas ; ~
Centrifugagdo
Evaporagdo: remogdo da dgua, etanol e dcido acético
~ . - Eletrodidlise: dessalinizag@o
Remocao das impurezas e separagao o ~ . .
2a. etapa L Cristalizag¢@o: remogdo de proteinas e sais
primdria do 1,3-PDO - - . . a - -
Extracdo por solventes e extracdo reativa, cromatografia de troca idnica, adsor¢do (carvao
ativado, peneira molecular), pervaporacdo (membrana de zedlitas)
. Destilagdo a vacuo
3a. etapa Purificacgdo final ¢

Cromatografia liquida preparativa

Adaptado de Xiu e Zeng, (2008).

entdo recuperd-lo pelo método de extragdo liquida,*® método deno-
minado extrac@o reativa.”> Malinowski®' avaliou também o processo
de extragdo reativa combinando reagao reversivel do 1,3-propanodiol
com acetaldeido, convertendo-o a 2-metil-1,3-dioxano, com extra-
¢do simultanea do produto por solvente organico. O rendimento do
dioxano foi 91-92%, a conversdo total do 1,3-propanodiol foi de
aproximadamente 98%, e a recuperagdo do dioxano no extractante
organico (o-xileno, tolueno ou etilbenzeno) foi de 75%. O 1,3-PDO
¢ obtido no final do processo por hidrdlise do 2-metil-dioxano.

Li et al.”® avaliaram o efeito que a estrutura de membranas de
zedlita exerce sobre a separacdo entre 1,3-propanodiol e glicerol e
entre glicose por pervaporagdo. As membranas de zedlita apresen-
tam o potencial de separar continua e simultaneamente misturas de
moléculas por adsorc¢do e por peneira molecular, devido aos poros
de tamanho molecular da zedlita, apresentando vantagens sobre
materiais poliméricos, tais como melhor estabilidade quimica e tér-
mica. Membranas de zedlita de Na-ZSM-5 foram efetivas em separar
1,3-PDO de glicerol glicose em dgua por pervaporagdo.®’ De acordo
com Xiu e Zeng,* nenhum método isoladamente tem se mostrado
adequado, e melhorias devem ser feitas visando maior rendimento,
maior pureza e diminuicéo no consumo de energia.

Hao et al.*® avaliaram a floculagio, a extracdo reativa e a desti-
lacdo reativa. Entre vdrios métodos de precipitagdo, a floculacdo €
importante em separacdes solido-liquido, pois remove a maior parte
do material sélido e parte das proteinas soltveis. Neste estudo, a
concentracdo de protefnas soldveis foram reduzidas utilizando qui-
tosana (150 ppm) em combinaciio com poliacrilamida (70 ppm). O
1,3-propanodiol e outros alco6is foram extraidos reagindo-os com bu-
tiraldeido. Posteriormente, os acetais produzidos foram hidrolisados
em coluna de destila¢@o reativa, utilizando resinas de troca catidnica
fortemente acidicas como catalisador. O produto final obtido foi uma
mistura de 1,3-propanodiol (407 g L"), 2,3-butanodiol (252 g L),
glicerol (277 g L") e glicerol acetal (146 g L'"). Segundo os autores,
como o ponto de ebuli¢do do 1,3-PDO, do 2,3-BDO e do glicerol sio
diferentes, as substincias podem ser separada pelo método tradicional
de destilagdo a vacuo.

Durante a fermentagdo, o acimulo de subprodutos como o
acido acético e o dcido ldtico inibem o crescimento bacteriano.
Portanto, para neutralizar os dcidos organicos, € adicionado hidré-
xido de potdssio, formando sais organicos no meio de fermentagao.
Durante a purifica¢do do 1,3-PDO, a existéncia destes sais resulta
em alto consumo de energia e perda de 1,3-PDO.*** Gong et al.**
empregaram eletrodidlise para remover sais organicos e inorganicos
do caldo de fermentagdo contendo 1,3-PDO, concluindo que 90%
destes sais podem ser assim removidos com pequena perda (cerca
de 6%) do 1,3-PDO no processo. A condutividade de oito tipos de
membranas de troca idnica comerciais e os coeficientes de difusdo

de solutos neutros através destas membranas foi estudada por Gong
et al.,” que avaliaram a dessalinizagdo do meio pela eletrodidlise.
A medida que aumenta a condutividade das membranas de troca
anidnica, o tempo de operag@o necessdrio torna-se mais curto e a
eficiéncia de dessalinizacdo ¢ maior. Ao considerar a condutivi-
dade da membrana e o coeficiente de difusdo de solutos neutros
através destas em conjunto, chegou-se as melhores membranas
de troca anidnica e catidnica para a dessalinizagdo do caldo de
fermentagdo contendo 1,3-PDO. Impurezas como macromoléculas
e sais representam um problema para a purificacio do 1,3-PDO.*?
A desnaturag¢do de macromoléculas faz com que o caldo se torne
muito viscoso e os sais sejam cristalizados apds a condensagdo, o
que leva a baixa efetividade de evaporag@o. Apesar de a eletrodidlise
poder ser utilizada para remover macromoléculas e sais do meio,
ela tem limitacdes em escala industrial devido a alta contaminacio
das membranas e ao consumo de energia. Para contornar estes
problemas, foi apresentado um novo método para remocao destas
impurezas. A ultrafiltracio foi inicialmente aplicada para remover
células (99%), proteinas (89,4%) e acidos nucleicos (69%) de modo
efetivo e simples. Ap6s condensar o caldo por destilagdo a vacuo,
etanol 95% foi adicionado para remover eficientemente as macro-
moléculas, sais inorganicos e organicos. Finalmente, o sobrenadante
total foi destilado, € o 1,3-PDO coletado.

Cho et al.* utilizaram um método envolvendo separac@o por fase
e cromatografia. Primeiro, glicerol e glicose foram removidos (obtidos
na fase inferior) de uma mistura contendo 1,3-PDO, 1,2-PDO, glice-
rol e glicose (presentes no meio de fermentagdo quando se emprega
microrganismos geneticamente modificados). Os didis presentes na
fase superior foram entdo separados por cromatografia em silica-gel,
obtendo-se 1,3-PDO com 98% de pureza e rendimento de 82%. Li et
al ¥ utilizaram um sistema de extragdo aquosa em duas fases, com-
posto de solventes hidrofilicos (etanol) e sais inorganicos (sulfato de
amoOnio). Em sistema composto de 46% (v/v) de etanol e sulfato de
amonio saturado, estes autores obtiveram 93,7% de recuperagdo do
1,3-PDO, a0 mesmo tempo em que coprodutos como 2,3-butanodiol
e acetoina também foram extraidos com alta eficiéncia, e ainda, as
células microbianas (99,7%) e as proteinas (79%) foram simultane-
amente removidas do mosto.

Saxena et al.” mencionam uma nova técnica para a purificacdo
de 1,3-propanodiol, em trés etapas, sendo que o 1,3-PDO pode ser
recuperado com rendimento de 98%, nas seguintes etapas: a) remogao
de protefnas, b) concentracio do caldo de fermentacio e c) separa-
¢a0 de 1,3-propanodiol por cromatografia. Segundo estes autores, o
método € mais barato que os métodos atualmente disponiveis. Foi
utilizado um composto mais barato do que a quitosana para a remogao
de proteinas, e a destilacdio a vicuo foi usada para a concentragio
do caldo, que foi posteriormente purificado por cromatografia. A
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purificagdo de 1,3-PDO ainda representa um desafio tecnoldgico e
um obstdculo econdmico para produgdo microbiana eficiente. Deste
modo, € necessdrio desenvolver um processo simples de purifica-
¢do e que seja economicamente vidvel, possibilitando a producio
microbiana do 1,3-propanodiol em larga escala.” Recentemente,
um novo processo de purificagdo do 1,3-propanodiol foi descrito.®
Foi utilizado microfiltragio para remover 98,7% das células e trata-
mento com carvdo vegetal para remover proteinas soliveis e outras
impurezas. Posteriormente, sais inorganicos foram cristalizados por
destilac@o a vdcuo e finalmente o 1,3-propanodiol foi purificado por
cromatografia em gradiente usando silica gel como fase estaciond-
ria e cloroférmio-metanol como fase movel, atingindo 75,47% de
eficiéncia na purificagdo do 1,3-PDO com 98% de pureza. Segundo
os autores, 0 método proposto faz uso de equipamentos simples e de
facil manutencio, barateando os custos de purificacdo em relagdo a
outros métodos, podendo contribuir para solucionar um dos pontos
criticos para a produ¢@o microbiana do 1,3-propanodiol.

CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O interesse industrial pelo 1,3-propanodiol € recente e foi im-
pulsionado apds o desenvolvimento do processo de sintese quimica
desse diol, o que possibilitou sua produ¢do economicamente vidvel,
criando uma demanda pelo mesmo. A sintese quimica do 1,3-PDO
depende de derivados do petrdleo, cujos pregos tem apresentado alta
instabilidade e vem se mantendo em patamares muito altos; aliado
ao fato de os combustiveis fosseis ndo serem renovaveis, o interesse
pela producdo biotecnoldgica do 1,3-PDO recebeu um grande impulso
devido ao excesso de glicerol gerado como subproduto das inddstrias
de biodiesel. A bioconversdo microbiana do glicerol apresenta exce-
lentes perspectivas, sendo uma alternativa vidvel e ambientalmente
correta ao possibilitar a substitui¢do da matéria-prima féssil por fonte
renovavel. Apresenta ainda a vantagem de ser produzido a partir de
um subproduto das biorrefinarias de biodiesel, valorizando a cadeia
produtiva deste biocombustivel.

O Brasil, em relac@o a outros paises, apresenta grandes vantagens
na implantag@o da produgdo biotecnoldgica do 1,3-PDO, devido a
possibilidade de adaptagdo das usinas de etanol para fermentagdo do
glicerol, se beneficiando da infraestrutura existente para a producio
deste biocombustivel no pafs. Como a safra de cana dura apenas parte
do ano, as usinas de etanol permanecem paradas durante a entressafra,
mantendo custos com manutenco. O glicerol poderia ser armazena-
do durante a safra da cana-de-acticar para ser fermentado durante a
entressafra, possibilitando manutencio de empregos durante todo o
ano e produzindo um intermedidrio quimico com mercado amplo e
crescente. O Brasil apresenta know-how em fermentacdes em grande
escala, adquirido através de décadas de produgdo e uso do etanol
combustivel, estando em melhores condi¢oes tecnoldgicas que outros
paises para implementar a cadeia de produgdo do 1,3-propanodiol
através da fermentagdo do glicerol.
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