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Producao de butanol a partir de glicerina utilizando bactérias do
género clostridium

Abstract

The n-butanol is very important for chemical industry, because can be used as intermediary reagent for
solvents and fuels production plasticizers, paints, cosmetics and detergents. The industrial pathway is
olefin hydroformylation reaction, as propylene (Oxo Process). The biodiesel-derived glycerin, defined
as 80 % on glycerol, had been produced in excess with the largest global biodiesel production.
However, this taking low glycerin prices, even unfeasibility of part of its production from other routes.
Thereby, further researches has made with effort to generate new applications for that residue,
including butanol production. The biotechnological pathway is more potentially viable, whereas the
co-products formed are interesting for industry as ethanol and acetone. Addictionaly, the industrial
pathway results in undesirable products as isobutanol, dibutyl ether and others heavy products. The
strain Clostridium acetobutylicum was selected for this study. The first step was activation of this
strain. The process was carried out in anaerobic chamber and, then, in shaker at 160 rpm and 37°C for
24h. Upon activated, the growth cells were transferred to penicillin bottles containing RCM
(Reinforced Clostridium Medium) and stored as stock cultures. In this study, were tested three cultures
media: i) Glycerol P.A. 20 g/L; ii) Crude glycerin; iii) Glucose 20 g/L. The process was carried out in
shaker at 160 rpm and 37 °C for 48 h. For cell growth and pH of the fermentation the samples were
collected at 0 h, 20 h, 24 h, 42 h and 48 h. Cell growth was determined using OD (Optical Density) at
600 nm. The cell growth was more intense in the media containing crude glycerin. The glycerin was
also the best substrate for butanol production. Therefore, the goal of this study is to evaluate the
capacity for Clostridium acetobutylicum to produce butanol from biodiesel-derived glycerin and to
compare these results with others carbon sources as glycerin P.A. and glucose. Additionally, to
analyse if the biodiesel-derived glycerin could be the only carbon source for biobutanol production.

Introducao

Os biocombustiveis estdo cada vez mais ampliando seu espago no mercado energético e,
principalmente, nas pesquisas cientificas. Fatores como redugdo da oferta de combustiveis fosseis e
poluicdo ambiental constante chamam a atencdo global para o aumento de fonte energéticas
sustentaveis que possam garantir esse suprimento no futuro.

O butanol, também conhecido como alcool butilico, tem férmula molecular C4H100 e peso molecular
74,12. Tem grande importancia industrial, pois € utilizado, principalmente, como intermediario para
producdo de solventes e combustiveis, além de plastificantes, tintas, cosméticos e detergentes
(Elekeiroz, 2010). A principal via de producao industrial é por hidroformilacéo de oleofinas (Processo
“0x0”), como, por exemplo, o propileno (Patakova et al., 2013).

A rota de obtencdo industrial apresenta algumas desvantagens, entretanto, devido & formacéo de co-
produtos indesejaveis, como o iso-butanol, dibutil-éter e produtos pesados (Ogata, 2004). Dessa
forma, a rota fermentativa se mostra potencialmente viével, pois tanto o produto de interesse quanto o0s
co-produtos formados podem ser utilizados na geracdo de outros quimicos de valor agregado
(Masiero, 2011).

A glicerina, nome comercial utilizado para produtos contendo o glicerol com 95% de pureza, pode ser
produzida por via quimica ou fermentativa. Atualmente, é obtida em quantidades excessivas como co-
produto da sintese de biodiesel. Isso, por sua vez, tem levado a uma queda nos precos da glicerina e,
inclusive, a exclusdo de parte da sua producdo a partir de outras rotas (Mota et al., 2011). Dessa
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forma, novos estudos tém surgido com o intuito de gerarem novas aplicacBes para esse residuo,
incluindo a producgdo de butanol, uma vez que ird aproveitar um importante co-produto industrial por
rota sustentavel para gerar um intermediario quimico de interesse.

Assim, o objetivo deste trabalho é avaliar a capacidade da bactéria Clostridium acetobutylicum em
produzir butanol a partir da glicerina e comparar estes resultados com outras fontes de carbono como
glicerol P.A. e glicose, além de verificar se a glicerina pode ser a Unica fonte de carbono para a
biossintese de butanol.

Metodologia

A cepa utilizada neste trabalho foi a Clostridium acetobutylicum NRRL B-528, a qual foi adquirida da
ARS Culture Collection pertencente a United States Department of Agriculture.

Para a etapa de ativacdo da bactéria foram testados trés tipos de meio: i) RCM (Reinforced
Clostridium Medium) — 38 g/L; ii) Tioglicolato' e RCM e iii) Glicose — 20 g/L e RCM. O inéculo foi
feito em camara anaerébica em frascos de penicilina contendo 50 mL de meio. O processo foi
conduzido em shaker a 160 rpm e 37°C por 24 h. Como foi verificada a ativacéo, foram transferidos 2
mL do meio ativado em meio RCM 38 g/L para a replicagdo das cepas em frascos de penicilina. Do
mesmo modo, o processo foi conduzido em shaker a 160 rpm e 37°C por 24 h e, entéo, as cepas foram
armazenas a 4°C. Estes ensaios foram realizados em triplicata.

Uma aliquota da cultura de células replicadas foi, entdo, transferida para trés tipos de meio
contendo os seguintes substratos: i) Glicerol P.A. 20 g/L; ii) Glicerina e iii) Glicose 20 g/L. A
composicao deste meio estd apresentado na Tabela 1. A glicerina foi adquirida de uma planta piloto de
biodiesel produzido pelo Petroleo Brasileiro S.A.

Tabela 1. Composi¢cdao do meio de cultivo.

Composicéao Concentragéo (g/L)
Peptona 10

Extrato de levedura 5

KoHPO, 3

Na,COs 1

CaCl, 0,2

MgCl,.6H.0 0,2

Na,S 0,02

(NH,),S0, 1

Fonte: Yadav et al., 2014.

Cada ensaio foi conduzido em shaker a 160 rpm e 37°C por 48 h, dividido nos seguintes intervalos: 0
h, 20 h, 24 h, 42 h e 48 h. A cada ponto foram retiradas aliquotas para analise do crescimento celular.

1 Meio liquido de Tioglicolato: Peptona de caseina (15 g/L), extrato de levedura (5 g/L), tioglicolato de sédio
(0,5 g/L), cloreto de sédio (2,5 g/L), L-cisteina (0,25 g/L) e agar bacterioldgico (0,75 g/L).
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Além disso, também houve acompanhamento do pH do meio a cada ponto. Estes ensaios foram feitos
em duplicata.

Resultados e Discussao

O crescimento celular e 0 comportamento do pH ao longo da fermentacdo estdo apresentados nas
Figuras 1, 2 e 3, as quais estdo correlacionadas a performance do glicerol P.A., da glicose e da
glicerina, respectivamente.
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Figura 1. Crescimento celular e pH do meio quando glicerol P.A. é a fonte de carbono.

Pode-se observar um salto no crescimento celular a partir das 24 h para 42 h, porém é pouco alterado
guando chega em 48 h, tendo o valor maximo de 1,1 g/L. J& o pH se manteve estavel ao longo de toda
a fermentag&o, atingindo o valor final de 6,9. Isso pode indicar que ndo houve a fase acidogénica, isto
é, que ndo houve producdo de acidos ao longo da fermentacdo ou houve em quantidades ndo
significativas. Ou ainda a fase solventogénica pode ter sido mais evidente.

1,2000 8,00
°
7,00
1,0000 4
™
6,00
=
0,8000
B ® 5,00
Q
<,
& 0,6000 é 4 A A 400 §
z
[}
S 3,00
S 0,4000
[}
2,00
0,2000
® 1,00
0,0000 0,00
0 10 20 30 10 50 60
Tempo (h)

® Concentracdo de células (g/L) A pH

Figura 2. Crescimento celular e pH do meio quando glicose é a fonte de carbono.

J& no caso da Figura 2, o perfil do crescimento celular se mostrou bem diferente quando a fonte de
carbono é a glicose. Nota-se que apds 20 h de fermentacdo a concentracdo de células se encontra bem
maior em relacdo ao consumo de glicerol. Entretanto, houve uma queda significativa na concentracao
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celular quando o processo atinge 48 h, tendo um valor maximo de 1,08 g/L. Além disso, o perfil do pH
também se diferenciou, visto que decresce ao longo do tempo. Isso demonstra a fase acidogénica foi
mais evidente e, com isso, pode-se inferir que houve producéo de acidos.

A Figura 3 apresenta o perfil do crescimento celular quando a glicerina foi consumida como fonte de
carbono.
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Figura 3. Crescimento celular e pH do meio quando glicerina é a fonte de carbono.

Pode-se observar que o crescimento celular apresenta melhores resultados quando a glicerina é
consumida, tendo seu valor maximo de 2,02 g/L. Assim como no consumo de glicose, ap6s 20 h a taxa
de crescimento é positiva, estagnando ap6s 42 h. Quanto ao pH, este se manteve estavel ao longo do
processo, indicando que também ndo houve a fase acidogénica ou foi pouco significativa e, com isso,
a fase solventogénica pode ter sido mais evidente.

Entretanto, para a confirmacdo das hipoteses relativas as fases acidogénica e solventogénica faz-se
necessario a analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para que os produtos sejam
identificados. Masierol et al., 2011 relataram que a transi¢do destas fases estdo relacionadas a presenca
de &cido butirico ndo dissociado.

Conclusoes

Analisando os trés substratos, a glicerina foi o que proporcionou melhores resultados no crescimento
celular. Apesar de o pH ndo ter sido alterado ao longo da fermentacdo nesse caso, ainda é preciso a
analise dos produtos obtidos.

Portanto, o maior crescimento celular conferido pela glicerina entra em consonancia com o objetivo
principal deste estudo, que se trata do aproveitamento desse residuo como fonte de carbono para a
producéo de butanol.
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