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Resumo

Os processos biotecnoldgicos sdo relativamente recentes na industria quimica, com seu
principal emprego atualmente na producdo de bioetanol. Mas ha muito potencial para o
desenvolvimento de rotas bioquimicas para obten¢do de compostos intermedidrios; tanto de
substancias atualmente obtidas a partir de combustiveis fésseis, quanto de novos compostos que
podem abrir rotas alternativas na producdo dos mais diversos materiais. Este é um segmento cada
vez mais explorado, mas cada composto intermediario apresenta seus desafios particulares para o
desenvolvimento dos processos biotecnoldgicos, de forma que alguns ja estdo consolidados no
mercado, enquanto outros parecem distantes da viabilidade. Este trabalho revisa o
desenvolvimento de bioprocessos destes compostos intermediarios dando énfase a trés em
especifico: acido succinico, 1,4-butanodiol e 1,3-propanodiol. Serdo avaliados os principais
obstaculos que foram ou ainda precisam ser superados, o atual estdgio de desenvolvimento e como
ele se compara com a produgdo convencional, as rotas alternativas e as tecnologias e pesquisas
mais promissoras. Também é realizada uma avaliacdo do potencial brasileiro de bioproducdo
destes. Observou-se que o 4cido succinico possui o mais avancado bioprocesso, ja superando a rota
petroquimica, enquanto que o 1,4-butanodiol possui apenas uma rota biotecnolégica desenvolvida
e sua produgdo ainda estd em estagios iniciais, mas é bastante promissora. O 1,3-propanodiol é
naturalmente produzido, mas enfrenta dificuldades mercadoldgicas devido ao seu alto custo perto
de outros compostos que podem substitui-lo. Nestes trés casos, ha reducdo de impacto ambiental
com a bioprodug¢do, mas apenas o acido succinico apresenta clara vantagem em custos. O Brasil
aparece como produtor em potencial, mas esbarra na fraca demanda interna para estes produtos,
de forma que teria de competir como exportador.

Palavras-chave: biotecnologia, acido succinico, 1,4-butanodiol, 1,3-propanodiol, compostos
intermedidrios, fermentacao
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1 Introducao

A produgdo por rota biotecnoldgica é uma realidade na industria e um setor que ainda tem
muito a ser explorado. O principal incentivo para que maiores investimentos em bioproducao de
compostos quimicos essenciais fossem realizados era o alto valor do petréleo, que acabava por
afetar toda a cadeia produtiva. O preco do petrdleo reduziu nos ultimos anos, a exploragao de gas
de xisto (especialmente nos Estados Unidos) e a intensificacdo do uso de gas de sintese deram novo
folego para a industria petroquimica, mas a biotecnologia mostra-se tdo promissora que em alguns
casos consegue ser tdo ou mais competitiva. E os combustiveis fésseis, por mais que se busque
melhores formas de aproveitd-los, sdo finitos, fazendo com que a biotecnologia seja cada vez mais
relevante para sustentar a industria.

Uma maior independéncia da exploracdo de petréleo é apenas uma das vantagens. A utilizacdo
da biomassa geralmente resulta em menor impacto ambiental e ainda pode dar destino aos
residuos organicos abundantes. Além de biomassa lignocelulésica, o Brasil tem grande potencial na
geracao de glicerol, especialmente com a crescente producdo de biodiesel, que em 2017 deve ficar
em torno de 70% maior do que a produgdo de 2010 (ABIOVE, 2017). No longo prazo, o
desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes e adaptados ao uso da biomassa residual local
poderia impulsionar um novo setor na industria do pais.

Devido a grande quantidade de compostos diferentes que estdo sendo estudados nesta area,
este trabalho fard uma breve introdugao a situacdo geral da bioproducdo de intermedidrios para,
entdo, focar a pesquisa no acido succinico (AS), 1,4-butanodiol (BDO) e 1,3-propanodiol (PDO).
Compostos intermedidrios sdo aqueles que sdo produzidos com o intuito de servirem como
matéria-prima para outros processos industriais, mesmo que sua aplicacdo ndo se limite
exclusivamente a este propdsito. Estas trés substancias ddo origem a produtos importantes da
indUstria, competem em mercados diversificados e possuem ampla bibliografia quanto ao
desenvolvimento de bioproducdo direta utilizando biomassa; porém, apresentam diferentes
caracteristicas e desafios.

Nesta revisdo, também serd realizada uma compara¢do destes relativamente recentes
processos biotecnoldgicos com a producdo tradicional, que é realizado através da rota
petroquimica, para analisar os possiveis ganhos, seja em eficiéncia produtiva, seja no aspecto
ambiental. Para isso, serdo revisadas as analises de impacto ambiental do ciclo produtivo ja
disponiveis na literatura e serd levado em consideragdo questdes como o uso de substancias téxicas
e complexidade de processo.

O levantamento dos procedimentos para desenvolver os métodos atuais de bioprodugado, assim
como as suas alternativas tecnoldgicas, nos permitirda conhecer os principais obstaculos e as
melhores vias para o aprimoramento da biotecnologia aplicada a estes compostos. Com isso, serdo
apresentadas propostas em desenvolvimento que julga-se serem mais promissoras, tendo como
critério a capacidade de superar ditos obstaculos e de utilizar de forma mais eficiente matéria-
prima biomadssica de baixo custo. Por fim, serd avaliado o potencial de producdo por rota
biotecnoldgica destes compostos no Brasil, considerando a demanda local pelo material e a
capacidade de penetracdo no mercado.

1.1 Objetivos Gerais

Este trabalho busca revisar os principais processos de bioproducdo de compostos
intermedidrios, elucidando os empecilhos e as solu¢des encontradas e analisando a capacidade de
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insercdo destes bioprocessos no mercado em comparacdo com a producdo convencional. Sera dado
foco em trés compostos em especifico: AS, BDO e PDO.

1.2 Objetivos Especificos

O

Situar o atual estagio de produgdo de compostos intermedidrios via biotecnologia;
Revisar o desenvolvimento dos bioprocessos utilizados pela industria quimica para
obtencdo dos trés compostos em questdo, identificando os problemas e as solugdes

relatados na literatura;

Comparar os bioprocessos com a produgdo convencional em termos de impacto
ambiental, complexidade e custos, quando possivel;

Identificar alternativas e linhas de pesquisa promissoras para a bioproducao;

Analisar a possibilidade de producdo com base em biomassa destes compostos
intermedidrios no Brasil.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Bioprocessos para compostos intermediarios

2.1.1 Situagdo da bioprodugdio de compostos intermedidrios

A producdo de intermedidrios quimicos por via biotecnoldgica tem sido alvo de crescente
interesse na industria por reunir algumas grandes vantagens. Apresenta a capacidade de resguardo
da volatilidade do preco do petrdleo, abre a possibilidade para novos processos mais eficientes, vai
ao encontro da agenda ecolégica de sustentabilidade e pode dar destino a uma vasta gama de
residuos de biomassa. Nao surpreendentemente, a literatura a respeito dos processos metabdlicos
e industriais para producdo comercial é bastante recente, mas cada vez mais rica.

Haveren et al. (2008) consideram a biomassa como a Unica fonte confidvel da indUstria quimica
no longo prazo, o qual foi um dos motivos que os levaram a realizar uma analise da producdo por
rota biotecnolégica de compostos intermedidrios idénticos aos tradicionais. Sua visdo da derrocada
dos combustiveis fésseis pode demorar mais que o esperado, gracas aos avangos na extracao de
gas de xisto e na producdo de gas de sintese a partir do carvdao, mas ainda assim sdao recursos
destinados ao esgotamento. Assim, a biomassa, e especialmente a lignoceluldsica (que segundo os
autores pode representar até 75% da biomassa total), poderia ser a fonte de todos ou quase todos
0s compostos basicos e intermediarios atuais.

Sua andlise se inicia com o eteno, que pode ser facilmente obtido através da desidratacdo do
bioetanol, que por sua vez possui producdo crescente. Nao ha limita¢des tecnoldgicas, apenas de
custo, pois a producdo é baseada mais na fermentacdo da glicose do que da lignocelulose, o que
poderia ser menos oneroso. Mesmo assim, o polietileno feito a partir do bioetanol ja é uma
realidade, sendo inclusive produzido pela empresa Braskem, mas o grupo de Haveren (2008)
destaca que a partir do bio-etileno existe também a possibilidade da producdo de bio-PVC, que,
assim como o polietileno, é um dos termoplasticos mais utilizados no mundo.

Outro composto basico de grande utilidade e potencial é o propileno, que é naturalmente
metabolizado por uma ampla gama de espécimes, mas em quantidades tdo reduzidas que Haveren
e colaboradores (2008) vislumbram producdo via biotecnologia deste composto provavelmente
apos 2040. A maior possibilidade é que o bio-propileno seja proveniente do propanol advindo de
bio-1,2-propanodiol ou reducdo de acetona, butanol e etanol obtidos da fermentacao.

A producdo de glicdis como o 1,2-propanodiol e PDO sdao de grande relevancia, mas seu
desenvolvimento a partir de rotas biotecnoldgicas concorre ndo apenas com a rota petroquimica
como também com processos termoquimicos de conversdo de compostos provenientes de
biomassa — apesar de que o PDO ja é metabolizado com sucesso (Haveren et al., 2008). O 2,3-
butanodiol (2,3-BDO) é outro composto mencionado no artigo de Haveren e colaboradores (2008)
de interesse para a industria e cuja bioproducdo é promissora e em desenvolvimento desde o inicio
dos anos 2000.

E interessante notar que neste estudo publicado em 2008 sobre a producdo a partir de
biomassa ha pouco foco na rota biotecnoldgica direta. Isto é, a perspectiva do periodo era a
obtencdo de bio-compostos através de processos termoquimicos de derivados basicos de biomassa
e de glicerol (como a hidrogendlise catalitica para producdo de propanodiol), enquanto que a
utilizacdo de microrganismos capazes de transformar diretamente para os produtos intermediarios
é citada apenas no caso do PDO e do 2,3-BDO. A possibilidade de fermentacdo para produgao de
BDO ou AS sequer é levantada, demonstrando que esta biotecnologia avan¢ou rapidamente nos
ultimos dez anos.
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Erickson e colaboradores (2012) publicaram outra avaliacdo do entdo estado da biotecnologia
para producdo de compostos bdsicos e intermediarios. O acido latico e o PDO, produzidos
principalmente por Ingeo e DuPont, e o hidroxialcanoato da Metabolix sdo exemplos de sucesso da
biotecnologia, e a este pequeno grupo podemos incluir o AS. Os autores contribuem ao demonstrar
que, apesar da crescente consciéncia ambiental dos consumidores, a questdo da economia e da
performance do produto sdo tdo ou mais importantes para a continuidade dos projetos de
bioproducgdo. Nesse aspecto, assegurar crescentes fontes de biomassa a baixos custos, reduzir o
custo do processo de conversao e utilizagdao desta biomassa no investimento e obter produtos de
performance igual ou melhor que os de base petroquimica sdo essenciais. E possivel adicionar que,
até o momento, continua-se buscando processos mais eficientes para utilizacdo da lignocelulose e
aparenta ser este um dos empecilhos tecnoldgicos e econémicos para um grande salto no
segmento.

Neste mesmo artigo, os autores ainda citam uma lista de compostos cujos processos
biotecnoldgicos iniciaram recentemente e sdo, relativo ao momento da publica¢do, promissores no
médio prazo: acido acético, isobutanol, isopreno, BDO e AS; sendo que estes dois uUltimos serdo
analisados com mais profundidade ao longo deste trabalho. De fato, enquanto a producdo do bio-
BDO ainda é muito incipiente, ja em 2010 a producgado de bio-AS tornou-se equivalente a derivada
de combustiveis fosseis (Pinazo et al., 2015) e tem crescido desde entdo. Os autores também
comentam que a pesquisa nesta drea estd muito focada em obter compostos idénticos aos
tradicionais, e que existe uma via diferenciada a ser desenvolvida de substancias de alto valor
agregado, mas baixa demanda por volume, além de compostos ainda ndo explorados na industria.

Como os processos de recuperagao dos produtos ja sdo amplamente conhecidos, as pesquisas
nesta drea sdo voltadas para o desenvolvimento de rotas metabdlicas eficientes, microrganismos
mais capazes e para melhor aproveitamento de substratos. O processo para obteng¢do destas novas
rotas consiste em trés passos: previsdo, selecdo e ranqueamento dos caminhos metabdlicos;
identificacdo de enzimas para complementar estes caminhos; adaptacdo e otimizacdo do
microrganismo para o metabolismo construido (Shin et al., 2013). Devido a complexidade e a
quantidade de reacGes e processos disponiveis para serem averiguados, além das caracteristicas de
inimeras enzimas disponiveis, o processo de previsdo é realizado com o uso de softwares
especificos, e o procedimento de alteracdo genética ndo serd o foco deste estudo, mas sim seus
resultados praticos.

Em geral, o processo escolhido de fermentagdo é anaerdbio ou, no maximo, microaerdbio, pois
existem ganhos muito superiores em produtividade e taxa de conversdo quando comparado com a
via aerdbica. O processo respiratdrio é mais apropriado para gera¢do de energia e, assim, favorece
o crescimento celular em detrimento da produtividade dos compostos desejados, além de também
ter custos inerentes na oxigenagdo e no resfriamento. Isso ndo significa que processos aerdbios
sejam invidveis: a metabolizacdo de PDO e acido gliconico na presenca de oxigénio pode ser
realizada em nivel comercial e de forma competitiva (Weusthuis et al., 2011).

Visando o aprimoramento da bioconversdo para produgdo em massa, Weusthuis et al. (2011)
estudaram a possibilidade de transformar processos aerébios em anaerébios, obtendo assim os
beneficios da maior produtividade e eficiéncia da fermentacdo. A viabilidade da producdo sem
oxigénio (ou com consumo reduzido) depende do nivel de reducdo do produto e da quantidade de
adenosina trifosfato (ATP) necesséria, de forma que pode-se contornar a necessidade de oxigénio
ao manter um equilibrio de oxidacdo e reducdo e ao fornecer fontes alternativas de ATP. Isto pode
ser obtido, segundo os pesquisadores, utilizando-se substratos em um estado de maior redugéo (ou
oxidagdo) que os agucares usuais, ou adicionando co-substratos que possam servir como doadores
de elétrons quando a metabolizacdo do produto gerar um déficit eletrénico. Weusthuis e
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colaboradores admitem que estas medidas podem ndo ser suficientes, e que a manipulacdo
genética para que ocorra regeneracao de NADPH pode ser necessaria.

2.1.2  Compostos intermedidrios promissores

Mais recentemente, Becker et al. (2015) revisaram a producdo de acidos organicos por fontes
renovaveis. Do estudo, concluiu-se que o bio-acido glicélico é bastante promissor, pois sua
producdo atual é inferior a 10% do tamanho de mercado estimado e sua biossintese foi alcangada
em pelo menos quatro cepas de microrganismos diferentes, incluindo a amplamente utilizada
Escherichia coli. Aprimoramentos para a produgdo em escala comercial ainda sdo necessarios, e
estdo sendo perseguidos pelas empresas Metabolic Explorer e Roquette. Acido piravico,
naturalmente presente no metabolismo microbiano e com produgao quimica pouco eficiente, ja é
obtido em altas concentragdes por algumas espécies, mas ainda sem producdo comercial.

O acido 3-hidroxipropiénico é considerado como de grande potencial, mas sua produgdo por
biomassa ainda é incipiente, apesar de mais de dez anos de pesquisa. Sua principal fonte é o
glicerol, o que é muito relevante se considerarmos a situacdo de crescente oferta devido ao
biodiesel. Outro composto com mercado em crescimento é o acido itacénico, que pode na década
de 2020 superar as 400 mil toneladas anuais e ja possui base biotecnolégica consolidada, sendo
obtido a partir da fermentacdo com fungo do género Aspergillus. Porém, o processo precisa de
aprimoramentos para elevar eficiéncia e produtividade (Becker et al., 2015).

Utilizado na sintese de poliésteres, plasticos e vidro artificial, além de outras aplicacGes
diversas, o acido itacénico ainda esta nos estagios iniciais de penetracdo no mercado. Estimativas
mais otimisitas, porém, calculam que no cenario ideal a demanda global possa superar as 3,2
milhdes de toneladas anuais no longo prazo (Becker et al., 2015). Atualmente, mais de 80 mil
toneladas da substancia sdo produzidas através da fermentagao com Aspergillus terreus, em um
processo que ja vem sendo aprimorado desde a década de 1960 (Okabe et al., 2009).

Nos ultimos anos, importantes avancos foram obtidos na bioprodugdo de 2,3-BDO, gracas a
alteragGes genéticas que reduziram a metabolizacdo de produtos secundarios, assim elevando a
produtividade. O composto é precursor do aditivo combustivel metil-etil-cetona e outros derivados
gue, somados, podem representar até 32 milhdes de toneladas anuais (Kim et al., 2017). Ele é
resultado da fermentacdo de diversos microrganismos, de géneros como Klebsiella, Bacillus e
Enterobacter, e diferentes espécies tém sido alvo de estudos para a bioprodugao desde o final da
década de 1990. Mas modifica¢cdes genéticas em cepas de Saccharomyces cerevisiae, um dos
microrganismos mais utilizados na bioengenharia, conseguiram eliminar ou diminuir os entraves
para a producdo eficiente do 2,3-BDO.

Mas ainda existe um caminho muito longo a ser percorrido até que a biotecnologia consiga
substituir a maior parte dos processos petroquimicos. Um dos polimeros mais consumidos no
mundo, a poliamida (em suas diferentes formas), poderia ser obtida através de diaminas
metabolizadas de fontes renovaveis. De acordo com Chung et al. (2015), a produg¢do de diaminas
essenciais para a poliamida-4,10 e poliamida-5,10 ja foi alcangada por rota metabdlica, mas a
diamina mais requisitada e consumida (1,6-hexanodiamina) ainda esta longe de ser uma realidade
nas biorrefinarias, assim como o 4cido tereftalico para a formacao de resina polietileno tereftalato
(PET). O desenvolvimento de um bioprocesso para substituir a produgdo petroquimica pode levar
varios anos, e a quantidade de compostos atualmente utilizados (e que virdo a ser empregados no
futuro) nos da a dimensdo da dificuldade de se obter uma indudstria quimica amplamente baseada
na biotecnologia; mas os significativos avancos obtidos nas ultimas décadas e os numerosos grupos
de pesquisas envolvidos nos parecem descrever um segmento promissor.
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2.1.3  Acido Succinico, 1,4-Butanodiol e 1,3-Propanodiol

Entre diversos compostos, podemos destacar trés que apresentam diferentes desafios, avangos
recentes e mercados promissores. O AS, cuja bioproducdo é alvo de interesse de empresas do
mundo todo; o BDO, que recentemente inaugurou sua primeira biorrefinaria; e o PDO, que ainda
tenta alcangar melhor competitividade junto ao consumidor final.

A californiana Genomatica é a responsavel pelo desenvolvimento do mais eficiente processo
de produgdo em escala comercial do BDO a partir de biomassa. A empresa realizou uma parceria
com a italiana Novamont, cedendo sua tecnologia proprietdria para que fosse construida em 2016
a primeira planta de bio-based BDO, e uma parceria semelhante também foi acordada em 2013
com a Basf, mas a unidade exclusiva ainda ndo tornou-se realidade.

O mercado de BDO é de tamanho considerdvel. Em 2016 alcancou quase quatro milhGes de
toneladas e deve chegar a quase cinco milhées em 2021 (RNR, 2017), sendo um intermedidrio para
compostos amplamente utilizados na industria. Entre os mais conhecidos estd o polibutileno
tereftalato (PBT), muito usado no segmento automotivo e construcao civil, e o tetraidrofurano
(THF). Mesmo assim, a producdo ainda se da quase que exclusivamente a partir de combustiveis
fosseis, com a biorrefinaria da Novamont possuindo capacidade para apenas 30 mil toneladas
anuais.

AS, nome mais popular do 4cido butanodidico, € um composto intermedidrio que pode ser
empregado em diversos segmentos de mercado; desde o setor alimenticio até o de limpeza e
construcdo civil. Considerado uma substancia sem riscos pela agéncia americana de alimentos e
farmacos (FDA) e pela Anvisa, o AS é um acidulante empregado em alimentos de sabor delicado, e
tem uma participagdo importante no segmento apesar de ser mais caro que outros acidulantes.

Diferentes polimeros empregados no setor automotivo podem ter sua origem no AS, pois a
partir do mesmo é possivel sintetizar o BDO, e polimeros biodegradaveis como o polibutileno
succinato (PBS) também podem ter o AS como matéria-prima. Estima-se que o mercado de
aplica¢Oes possiveis do composto tem potencial para superar os dez bilhdes de délares (NOVOMER,
2017). Entre outras aplica¢Oes, o AS também pode ser empregado na producdo de poliuretanos e
como um plastificante livre de ftalatos, que por sua vez pode ser utilizado em brinquedos e
embalagens para alimentos. A Figura 2.1.1 demonstra compostos que podem ter origem no AS.
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Figura 2.1.1 - Compostos comerciais derivados do AS (adaptado de Werpy e Petersen, 2004).

A metabolizacdo de AS é realizada por uma grande variedade de microrganismos, sendo
inclusive um dos subprodutos da fermentac¢do do etanol, juntamente com glicerol e acido acético
(Nghiem et al., 2017). Porém, durante muito tempo o bioprocesso ndo era economicamente viavel,
e a producdo se dava quase que exclusivamente a partir de anidrido maleico, como explicitado mais
adiante. Mas, em 2010, a producdo do composto a partir de biomassa ja se igualava a petroquimica
e rapidamente a ultrapassou (Pinazo et al., 2015), sendo a capacidade instalada atualmente
superior a 50 mil toneladas anuais, em um mercado que em 2015 estimou-se ser de 58,5 mil
toneladas (MAM, 2016).

A transformacdo da producdo convencional para a fermentacdo comecou ainda na década de
1990, quando o governo norte-americano incentivou o desenvolvimento de processos baseados
em matéria-prima renovavel para combater a volatilidade do preco do petrdleo. O AS entdo foi um
dos primeiros alvos desta iniciativa (Nghiem et al., 2017). Atualmente, o mercado deste acido de
origem renovavel é abastecido pela Succinity, uma joint venture entre BASF e Corbion Purac;
Reverdia, outra joint venture, entre DSM e Roquette; BioAmber e Myriant.

Quanto ao PDO, sabe-se que é naturalmente metabolizado durante a fermentacdo desde o
século 19 (Biebl et al., 1999), mas o interesse em sua producdo em larga escala é muito mais
recente. O composto tornou-se um intermedidrio valioso pois é utilizado para a producdo de
politrimetileno tereftalato (PTT), um polimero empregado na industria téxtil e automotiva, além de
poder competir com o BDO na producao de poliuretanos e de ter mercado nos segmentos de
adesivos, revestimentos, cosméticos, solventes e outros.

O PTT tornou-se a principal aplicagdo do PDO e sua penetragdo no mercado parece essencial
para a expansdo de sua bioproducdo. Ele possui propriedades que sdo superiores ao de outros
poliésteres como PET e PBT mas, apesar disso, o polimero teve dificuldade na competicao devido
ao maior custo de produc¢do do PDO e maior complexidade na polimerizacao e utilizacdo do PTT
quando comparado ao popular PET. Essa situacdo comecou a mudar quando métodos quimicos
mais baratos de obtencdo de PDO foram desenvolvidos e, posteriormente, também investiu-se em
métodos biotecnoldgicos (Kurian, 2005).
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2.2 Acido Succinico

2.2.1  Microrganismos para fermentagéo de Acido Succinico

O AS é produzido naturalmente no metabolismo de grande parte dos microrganismos, mas a
guestdo crucial para a implementagdao em escala comercial estd na capacidade de isola-lo e de
sintetizd-lo em quantidade economicamente viavel. Algo que se tornou uma possibilidade quando
se isolou a bactéria Anaerobiospirillum succiniciproducens, que é capaz de produzir até 50 g.L"! da
substancia e, mais tarde, quando outras espécies ainda mais eficazes e resistentes também foram
encontradas (Nghiem et al., 2017).

De acordo com McKinlay et al. (2007), o rendimento tedrico da via metabdlica anaerébia é de
1,71 mol de AS por mol de glicose, ou 1,12 g.g%icose, € ainda com a vantagem de absorver gas
carbOnico no processo. Mas para tornar o processo viavel, foi necessario reduzir a formacao de
outros subprodutos, otimizar a captacdo do AS e resolver o problema da reducao do pH da solucdo
gue ocorre com o aumento da concentragdo do composto. Em busca disso, microrganismos mais
eficientes na produgdo foram isolados e geneticamente melhorados, mais notavelmente a
Mannheimia succiniciproducens, a Basfia succiniciproducens e mesmo a E. coli, que acabou se
tornando o biocatalisador da primeira planta de fermentacdo de AS.

Diferentemente de outras produtoras do AS, a E. coli consegue atingir maior densidade celular
enquanto mantém alta produtividade, ao mesmo tempo em que necessita de nutrientes e sistemas
de recuperacdao menos complexos e onerosos, podendo utilizar diferentes tipos de aglicares como
substrato (apesar de sua preferéncia por glicose). Outra bactéria normalmente empregada no meio
industrial, a Corynebacterium glutamicum, também foi geneticamente modificada e apresentou
bons resultados na producgdo de AS a partir de glicose e com baixas quantidades de produtos
secundarios (Nghiem et al., 2017). A Figura 2.2.1 representa de forma simplificada o metabolismo
otimizado para producgdo de AS.
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Figura 2.2.1 - Cadeia de reagdes para a produgdo enzimatica de AS pela E. coli selvagem e as rea¢des que
podem ser geneticamente eliminadas para otimiza¢do (adaptado de BIOAMBER, 2009 e MAU, 2007 apud
Vaswani, 2010).
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Devido ao ja mencionado problema da redu¢do do pH do meio inerente da producdo de acido,
tornam-se necessarios métodos de neutralizacdo, que logicamente implicam em elevagdo de
custos. Assim, buscando evitar gastos, buscou-se por microrganismos capazes de tolerar maiores
niveis de acidez, como Saccharomyces cerevisiae e fungos do género Yarrowia, mas que por sua vez
apresentaram dificuldades para a manipulagdo genética. Atualmente, existe uma gama diversa de
microrganismos desenvolvidos capazes de produzir o AS, mas é dificil encontrar uma comparacao
objetiva quanto as melhores culturas, uma vez que as condi¢cdes de cultivo sdo muito variadas
(Nghiem et al., 2017). Mesmo assim, serdo descritos os processos utilizados nas principais empresas
produtoras, avaliados quanto a sua eficacia e potencialidades.

2.2.2 Bioprocessos atuais

Myriant, BioAmber, Reverdia e Succinity sao as grandes bioprodutoras no momento. A Myriant
utiliza um processo com amonia e o carboidrato de preferéncia é a glicose. Um esquema da sua
planta com capacidade anual de 13,6 mil toneladas em Lake Providance, nos Estados Unidos, esta
apresentado na Figura 2.2.2.
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Figura 2.2.2 - Esquema simplificado da unidade de producdo de AS da Myriant (adaptado de Shmorhun,
2015a).

A Myriant faz uso da bactéria E. coli geneticamente modificada para produzir quase que
exclusivamente AS, e sua fonte de carboidrato é o grdo de sorgo. O grao deve ser moido e passar
por tratamento enzimdtico (alfa-amilase seguida de glucoamilase) para entdo tornar a glicose
disponivel. Uma fonte alternativa é a dextrose de milho (Shmorhun, 2015b).

O crescimento da cultura bacteriana ocorre em uma série de batelada de trés estagios, para
entdo servir de indculo para a batelada em que efetivamente ocorrera a producdo de AS. Gas
carbdnico e amodnia sdo adicionados ao caldo, e o resultado é a formacgdo de succinato de amoénia,
gue é armazenado em um tanque e posteriormente filtrado em dois estdgios (filtracdo e
ultrafiltracdo) para a remogdo das células, sélidos e compostos de alto peso molecular. A solugdo
concentrada é acidificada com acido sulfurico para que haja a formagao do AS e de sulfato de
amonio, que sdo separados via técnica cromatografica em um leito mével simulado (SMB, na sigla
em inglés). A purificagdo do AS é completa com mais uma etapa de nanofiltracdo e outra de
cromatografia de troca ibnica em trés estagios (troca catidnica, aniGnica e absorcdo de carbono)
(Shmorhun, 2015b).
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A BioAmber também emprega uma variacdo geneticamente modificada da Escherichia coli para
a fermentacgdo, que produz succinato diamonico, em um ambiente anaerdbico abastecido com gds
carbonico. Outras espécies podem ser utilizadas, mas requerem nutrientes mais complexos e caros.
Nos primeiros projetos da empresa, a amonia é usada como agente neutralizante e fonte de
nitrogénio, e a recuperacao do succinato diamdnico ocorre primeiramente através de evaporacao,
para depois reagir com um alcanol (metanol, etanol, propanol ou butanol) e CO2 para obter
succinato dialquilico. Uma etapa de hidrogenacao seria capaz de formar os derivados finais, que
podem ser o BDO, THF ou gama-butirolactona (GBL). O uso desta E. coli permite que diferentes
tipos de substratos sejam empregados: glicose, sacarose e glicerol, entre outros. No caso, o0 mais
utilizado é a glicose proveniente de trigo (Vaswani, 2010).

Para a producdo em larga escala alguns detalhes relevantes podem ser mencionados. A etapa
de destilagdo reativa, onde ocorre a reacdo do sal de AS (o succinato diamonico) com etanol ou
outro dlcool, requer pressdo elevada (entre 6,9 e 13,8 MPa) e temperatura entre 100°C e 200°C,
para entdo seguir para a nova etapa de destilacdo que tem por objetivo remover dgua, dlcool,
acetato e outros liquidos condensdveis. Com o AS na forma esterificada de succinato dietila, a
BioAmber pode optar entre uma hidrogenac¢do catalitica para produzir BDO, THF e/ou GBL,
conforme ja mencionado, ou uma oxi-desidrogenacao catalisada para a producdo de acido maleico
(Vaswani, 2010). Neste caso, a amOnia consegue ser recuperada e reciclada junto de parte do gds
carbonico.

O processo de recuperacdo por acidificacdo e precipitagdo, como o empregado pela Myriant, é
descrito por diversos autores. Cheng et al. (2012) realizaram uma compilagdo dos métodos de
recuperacdo do AS e descreveram o processo por precipitacio como comercialmente viavel, ja
sendo usado por algum tempo para isolar acido latico e citrico, mas relativamente ineficiente e
carente de melhorias por consumir muita energia na reciclagem de reagentes. O que ndo é
mencionado neste estudo, e parece relevante, é a possibilidade de ndo realizar a reciclagem do
sulfato de amonia, reduzindo assim os custos, e revender o composto para a industria de
fertilizantes (o que obviamente também possui suas desvantagens, como a elevagdo nos custos de
matéria-prima e a necessidade de obtencdo de acesso ao mercado.

Quanto a utilizacdo da aménia, existem dois problemas. Ao usar um acido forte para separar o
AS, inevitavelmente forma-se um sal de aménia ao final do processo, mas o lado positivo é que o
mesmo pode ser comercializado no mercado de fertilizantes, conforme ja mencionado. Caso o
acido ndo seja utilizado, operagdes de grande consumo energético (como a destilagdo reativa)
acabam se tornando necessarios. O outro problema é a interferéncia negativa que a amonia pode
exercer sobre os microrganismos responsaveis pela fermentacao, reduzindo a eficiéncia do
processo. Estes contratempos incentivam novas formas de produgdo, e a BioAmber passou a
investir em métodos mais eficientes.

A empresa agora langa mdo de um processo diferente, que tem como produto o succinato
dissddico, pois utiliza o hidréxido de sdédio em vez de amoénia durante a fermentagdo. Uma
peculiaridade deste método é que permite a utilizacdo de eletrodidlise de membrana bipolar
(EDBM, na sigla em inglés), que realiza a separagdo do succinato dissédico em AS e hidréxido de
sodio, que pode ser reciclado de volta para a fermentacdo. Assim, ndo hd a questdo de procurar um
destino para subprodutos, mas existem custos elevados no investimento e na substituicdo das
membranas, além de que o sddio também pode ter efeito inibidor sobre a fermentacéo (Jansen e
Gulik, 2014).

Em seu estudo sobre a viabilidade econdmica do processo de recuperagao com precipitagao a
base de etanol e acido sulfurico, Orjuela et al. (2013) demonstraram que estes dois componentes
juntos podem representar mais de 49% no custo da producdo do AS. Apesar de ndo aplicar o
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processo sugerido neste artigo, a adigdo de etanol certamente representa maior custo na
recuperacdo do AS, de forma que pode ser acertada a decisdo da empresa em mudar para um
processo que utilize a eletrodidlise, mesmo que este procedimento também tenha custos
particulares. Ainda assim, Jansen e Gulik (2014) comentam que a BioAmber possa estar projetando
migrar para a producdo direta de AS em caldo de pH acido, de forma similar ao que ja é feito pela
Reverdia, mas desta vez utilizando a levedura Candida krusei.

Ndo sdo divulgadas informac¢des detalhadas do processo produtivo da Succinity, mas sabe-se
gue é utilizada a bactéria Basfia succiniciproducens, que tem esse nome por ter sido isolada pelos
pesquisadores da empresa alema BASF, e que o processo utilizado baseia-se no magnésio, e ndo na
amonia. Neste procedimento, o hidréxido de magnésio realiza a fungao de controlar o pH e formar
o sal de AS (succinato de magnésio) apds a fermentacdo realizada pela cultura geneticamente
modificada de B. succiniciproducens. Acido cloridrico é utilizado para a formacdo do AS e do cloreto
de magnésio, que podem ser separados por precipitacdo, e o MgCl pode ser reciclado via
cragueamento térmico, resultando em éxido de magnésio e acido cloridrico. Esse processo tem a
vantagem de ndo interferir na performance da fermentacdo, o que pode ocorrer com o uso de
amonia, mas possui custos consideraveis no craqueamento do MgCl e é mais suscetivel a corrosdo
(Jansen e Gulik, 2014).

A Reverdia parece empregar o procedimento mais simples, e também mais eficiente, derivado
de sua tecnologia proprietdria para a fermentacao em condi¢des de baixo pH. Isso foi alcancado
através da manipulacdo genética do Saccharomyces cerevisiae, conforme demonstrado na Figura
2.2.3.
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Figura 2.2.3 - Demonstra¢do do ciclo produtivo do AS pela S. cerevisiae geneticamente modificada
(adaptado de Tweel, 2010).

E possivel observar que uma estratégia utilizada no aprimoramento do microrganismo, que
permitiu a producdo mais eficiente do AS, foi a combina¢do do caminho oxidativo com o redutivo.
Outra vantagem é a resisténcia a niveis elevados de acidez, fazendo com que a fermentagdo ocorra
mesmo a pH 3, tornando desnecessaria a adicdo de amonia, hidroxido de magnésio ou de sédio, ou
outro composto para neutralizagdo. Por consequéncia, ndo ha formacdo de sal e o processo de
recuperacdo é muito mais simples. De acordo com a prdpria companhia, uma vez terminada a
fermentacdo, é realizada a centrifugacdo para separacdao das células e sdlidos, seguida de
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evaporacdo e cristalizacdo. A recuperacdo estd completa apds mais um estagio de dissolu¢do e nova
cristalizacdo, nao sendo entdao necessario utilizar filtra¢do, troca idnica, craqueamento ou outro
tipo de procedimento que agregaria custo ao processo (Reverdia, 2017). Além disso, devido ao pH
reduzido, existe menor risco de contaminacdo. A Tabela 2.2.1 apresenta de forma simplificada os
biprocessos das quatro principais produtoras.

Microrganismo Neutralizante Recuperacgado (principal
processo)
MYRIANT E. coli Amonia H,SO,4 e Cromatografia
BIOAMBER E. coli Amonia / NaOH Alcool e Destilacio Reativa /

Eletrodialise

SUCCINITY B. Succiniciproducens MgOH HCl e Precipitacdo

REVERDIA S. cerevisiae Nenhum Evaporacdo e Cristalizacdo

Tabela 2.2.1 — Agente de neutralizagao e principal processo de recuperagao empregado pelas quatro
principais produtoras de Bio-AS, além dos respectivos microrganismos que realizam a fermentacéo.

De fato, o método empregado pela Reverdia aparenta ser o mais promissor. Mesmo levando
em consideracdo o fato de que o custo da matéria-prima (que no caso da Reverdia, também é a
glicose) é um grande fator na determinacdo do preco do produto, a diminuicdo de etapas
certamente contribui para dar mais competitividade ao processo. Um dos maiores interesses na
producdo de compostos com origem renovavel é a preservacdo ambiental, que é observada em
outros métodos, mas é ainda mais notdvel sob a producao direta via fermentacdao em pH 4cido,
apresentando vantagem na reduc¢do do uso de energia ndo renovavel e na emissdo liquida de gases
do efeito estufa (Cok e Tak, 2014). A Figura 2.2.4 representa uma simples comparagdo do processo
da Reverdia com os que utilizam bactérias.

Saccharomyces cerevisiae
glicose + CO, = H2AS (4cido succinico) + ATP (energia)
Bactérias
glicose + CO, + KOH = K>AS (sal succinico) + ATP (energia)
K2AS (sal succinico) + H2S04 (acido sulftrico) = K2S0a4 + H2AS (acido succinico)

Figura 2.2.4 - Comparacdo feita pela Reverdia entre o processo de cristalizacdo direta e o baseado na
fermentagdo bacteriana sob neutralizagdo (adaptado de Smidt, 2011).

2.2.3 Comparativo com produgdo tradicional

Ainda que perdendo espaco, o processo de obtenc¢do do AS a partir do anidrido maleico ainda
é muito utilizado na industria, e esta representado na Figura 2.2.5. Inicia-se com uma reacdo
simples de hidrogenagdo com um catalisador que geralmente é uma liga de niquel, zircénio,
aluminio ou silicio. A reagdo é altamente seletiva (entre 98 e 99%) para a formagdo de anidrido
succinico. A segunda etapa consiste na hidratacdo do anidrido para, enfim, obter-se o acido
desejado (Vaswani, 2010).
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Figura 2.2.5 - Esquema da transformacdo de anidrido maleico em AS (adaptado de Vaswani, 2010).

O catalisador utilizado na hidrogenagdo costuma ser niquel ou, algumas vezes, o paladio, e as
condi¢cGes de operagdo incluem aquecimento entre 120°C e 180°C, além de pressurizagdo que pode
chegar a 4 MPa (Pinazo et al., 2015). O anidrido maleico, por sua vez, é obtido da oxidacdo parcial
do n-butano.

Uma comparacdo aprofundada entre as vias petroquimica e biotecnolégica foi realizada por
Pinazo et al. (2015). Constatou-se que a produgdo a partir do anidrido maleico é muito superior no
gue tange ao aproveitamento mdssico dos materiais; a massa de residuo corresponde a menos de
um terco da massa de AS produzido, enquanto que mesmo nos métodos mais recentes de produgdo
por biomassa este residuo é quase sete vezes maior do que a massa do produto; cerca de 76% da
massa de insumos usada na conversdo de anidrido maleico em AS é transformada, contra apenas
13% nas biorrefinarias. Deve-se ressaltar que estes valores foram obtidos considerando a 4dgua do
bioprocesso como sendo reaproveitada e o sulfato de aménio como um co-produto valorizado. Se
fosse considerado que a dgua e o sulfato de amoénio sdo residuos ndao aproveitados, este
rendimento massico cairia para apenas 3%.

O método petroquimico ainda tem a vantagem de ndo precisar utilizar areas de terras férteis
para obter sua matéria-prima, apesar de que nao sdo considerados os impactos da extracao do
petréleo que dara origem ao n-butanol. Nos outros critérios, porém, observa-se grande vantagem
no uso da biomassa.

Ao comparar o consumo de energia, Pinazo et al. (2015) observou que o consumo total por
tonelada de AS é bastante préoximo em ambos os processos, mas a rota bioquimica leva uma
pequena vantagem. Sdo 55,1 GJ por tonelada de AS a partir do anidrido maleico, contra 50,2 GJ no
bioprocesso mais econémico e 53,8 GJ no segundo mais dispendioso (se a biorrefinaria optar por
utilizar biomassa de segunda geracdo a partir do sorgo, que inclui material de pior qualidade, ha
aumento no consumo energético para 87,4 GJ, mas parece ser um caso particular). A eficiéncia
energética mostra diferencas mais claras: 23% na via petroquimica, contra valores entre 28% e 32%
na producdo com biomassa. Estes valores estdo simplificados na Tabela 2.2.2. Além disso, como ja
mencionado, a opg¢ao pela fermentacdo ainda substitui o consumo de combustiveis fésseis.

BIORREFINARIA ANIDRIDO MALEICO
Aproveitamento Massico 3% a13% 76%
Energia GJ/tonelada 50,2 a 53,8 55,1
Eficiéncia Energética 28% e 32% 23%

Tabela 2.2.2 — Comparagdo entre bioprodugdo de AS e a produgdo tradicional com base em anidrido
maleico, com base nos dados apresentados por Pinazo et al. (2015). Exclui-se os dados referentes ao uso de
grdo de sorgo de segunda geragdo para a bioproducao.
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2.2.4  Perspectivas tecnoldgicas

As pesquisas para melhoria no processo seguem basicamente quatro direcdes: a manipulacao
genética para obter microrganismos melhor adaptados a produgdo do AS; métodos alternativos de
controle da fermentacdo; escolha e aproveitamento de substrato e processo de recuperacgdo do AS.

Naturalmente, ndo sao revelados certos detalhes nas condi¢des de produgdo nas grandes
biorrefinarias de AS. Estima-se que a produtividade minima deva ser de 2,5 g.L'*.h? (Yan et al.,
2014), enquanto que a fermentacdo ocorre em batelada ou batelada alimentada. Mesmo sem ter
parametros precisos para comparac¢do de produtividade, podemos citar algumas pesquisas que
buscam oferecer opgdes para melhorar ainda mais o bioprocesso.

Yan et al. (2014) demonstraram que a utilizagdo de um leito de fibras para imobilizagdo das
células eleva a densidade celular e sua longevidade, levando a uma concentragdo celular que pode
ser dez vezes superior que a fermentacdao com microrganismos livres. Seus estudos utilizaram a
Actinobaccilus succinogenes e obtiveram como resultado produtividade maxima, conversao e
concentracdo (2,77 g.L1.h?, 0,89 g.g! e 98,7 g.L'Y, respectivamente) melhores do que sem
imobilizacdo. Mas este é apenas mais um dentre outros estudos demonstrando a capacidade de se
utilizar o biorreator de leito fibroso e outros meios de imobilizagcdo para melhorar o processo. Outra
proposta levantada por Cao et al. (2013) é investigar a producdo em reator continuo; apesar de
mais complexo, o reator continuo tem potencial para maior produtividade, mas sdo necessarios
mais estudos.

Atualmente usa-se majoritariamente a glicose, pois é o carboidrato que é melhor aproveitado
pelos microrganismos na fermentacdo. Porém, a necessidade de extrai-la da biomassa para poder
formar o caldo acarreta em custos relevantes as biorrefinarias. A perspectiva de conseguir adaptar
a produgdo para outras fontes de carbono é bastante grande, especialmente no caso do glicerol.
Estudos ja demonstraram a viabilidade da produgdo do AS a partir de xilose e glicerol, e a
possibilidade de biorrefinarias serem capazes de produzir comercialmente e competitivamente o
AS utilizando um composto abundante e de baixo custo como o glicerol pode impulsionar
consideravelmente este mercado.

Vlysidis et al. (2011) realizaram experimentos para a producdo a partir de glicerol e, apesar do
bom rendimento, a produtividade ficou muito aquém do desejado (apenas 0,27 g.L*.h'1). Também
usando glicerol como substrato, Li et al. (2017) testaram a via aerdbica com o fungo Yarrowia
lipolytica e conseguiram melhores resultados (1,46 g.L'1.h!), mas ainda inferiores aos apresentados
pelas bactérias atualmente empregadas na via anaerdbica com glicose.

Considerando os desafios presentes, a tecnologia desenvolvida pela Reverdia parece apontar
para uma dire¢do promissora. Por terem obtido sucesso na criagdo de uma cultura capaz de manter
a fermentacdo em ambientes de pH reduzido, eliminou-se a necessidade de agentes neutralizantes
ou de desenvolver uma estratégia de remocado in situ, o que por sua vez permitiu que as etapas
mais dispendiosas de separac¢do fossem desnecessarias. Parece plausivel, entdo, afirmar que os
futuros desenvolvimentos na produgao de AS via biotecnoldgica estardo ligados a manipulagdo
genética visando a fermentagdao em pH acido e na adaptagao a fontes de carbono como o glicerol.

2.2.5 Perspectivas de mercado para o Brasil

Enquanto que, inicialmente, o preco estimado do AS de biomassa nao era considerado
competitivo, podendo superar os nove dolares por quilo, a situagdo atual é totalmente diferente.
A melhora tecnoldgica permitiu que os custos fossem reduzidos e estes sdo, atualmente, inferiores
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aos do processo petroquimico. Este uUltimo varia principalmente com base no valor do petréleo,
gue mesmo estando em relativa baixa ainda mantém o preco do anidrido maleico elevado demais
para competir com a biomassa. Considerando valores de 2013, o custo para produzir AS via
biotecnologia é, no pior cendrio, 48% do custo via petroquimica, e apenas 25% na melhor projecdo
(Pinazo et al., 2015). Esta diferenga de pregos certamente foi muito reduzida, uma vez que o barril
de petrdleo hoje esta praticamente a metade de seu preco de 2013, mas mesmo que este fato se
traduzisse em uma queda de também 50% no custo do anidrido maleico, ainda haveria
desvantagem com relagao ao bio-AS.

Com o mercado em expansdo, as empresas estdo investindo para ampliar a capacidade
produtiva de AS com fontes renovaveis. A BioAmber, que tem sua origem na primeira unidade de
producdo do acido via bioprocesso, estd planejando construir mais duas plantas com essa finalidade
na América do Norte e no sudeste da Asia. Também existe a expectativa que a Myriant consiga
firmar uma parceria com a China National BlueStar para construir uma unidade com capacidade
para 100 mil toneladas, enquanto a BASF/Purac estuda construir sua segunda planta (Nghiem et
al., 2017).

O mercado brasileiro tem acesso a grandes quantidades de glicerol e biomassa de baixo custo,
como o bagaco de cana, de forma que a obtencdo de substrato para a fermentacdo seria
relativamente facil. Como segundo maior produtor mundial de biodiesel, a oferta de glicerol torna-
se abundante, mas sua aplicacdo na producdo de AS esbarra na menor produtividade quando
comparado com a glicose. O desenvolvimento de microrganismos e processos que pudessem dar
melhor rendimento a produtividade com este substrato certamente colocaria o Brasil no mapa para
investimentos em biorrefinarias de AS.

Apesar desta situacdo favoravel na obtencdo de matéria-prima, as condi¢bes atuais para
producdo do AS no Brasil ndo sdo animadoras. O maior entrave é justamente o mercado doméstico,
que nao teria vazao para justificar a producdo. De acordo com a Associacdo Brasileira da Industria
Quimica (ABIQUIM), ndo existe nenhum produtor de AS no pais e a Receita Federal ndo tem
registros de importac¢do deste composto, o que indica que ndo ha demanda por ele.

A possibilidade de usar o AS para substituir o anidrido maleico também n3o parece promissora
no cenario nacional. Apenas a Elekeiroz produz este anidrido no pais, em uma unidade com
capacidade para 30 mil toneladas ao ano (ABIQUIM, 2017), e as importacOes da substancia nos
ultimos anos variaram entre 9 mil e 13 mil toneladas. Além disso, o preco do anidrido maleico a
partir do n-butanol ainda é baixo o bastante para dificultar a conversao a partir do bio-AS a custos
competitivos, de forma que uma biorrefinaria de AS visando este mercado teria de competir apenas
com as importagdes. Uma opcado poderia ser a produgao para exportacao, mas as grandes empresas
produtoras ja estdo buscando expandir suas unidades nos principais mercados, como a Asia,
conforme apresentado na Figura 2.2.6.
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Tamanho de mercado do acido succinico, por regido (2016-2021)

Europa Ocidental:

. O maior mercado

projetado para
2016-2021

- Asia-Pacifico:
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projetado para 2016-
2021

Na Asia e no Pacifico, o segmento de PBS
é previsto que tenha o crescimento mais
rapido do periodo até 2021

Figura 2.2.6 - Projecdo dos principais mercados para AS de 2016 a 2021 (adaptado de MAM, 2016).
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2.3 1,4-Butanodiol

2.3.1 Desenvolvimento de bioprocessos

O desenvolvimento de um bioprocesso para o BDO é muito recente. A maior parte da producao
mundial é feita a partir do acetileno (Vaswani, 2012) e a alternativa para se obter um BDO baseado
em fontes renovaveis, além do método da empresa Genomatica, é simplesmente a producdo de
compostos intermediarios como o AS via biotecnologia e sua posterior conversdo. Para chegar a
um processo biotecnoldgico direto e economicamente vidvel, diversas abordagens foram tentadas
ao longo dos anos.

Tachibana e colaboradores (2010) demonstraram a possibilidade de obtencdo do BDO a partir
de furfural, que por sua vez havia sido obtido de residuo de celulose. A estratégia consiste na
oxidacdo do furfural em acido fumarico seguida de uma reacdo de hidrogenagcdo com um
catalisador que direcionaria para AS ou BDO. A proposta, além de ndo ser um processo
biotecnoldgico, apresenta diversos contratempos como a necessidade de elevadas pressdes (13
MPa), a utiliza¢do de catalisadores a base de paladio e rédio e baixas taxas de conversdo (apenas
29,6%).

Com as dificuldades em conseguir um bioprocesso direto, uma das alternativas exploradas para
a geracdo de BDO por fontes renovaveis é a hidrogenacdo de AS. A BioAmber ja utiliza um processo
catalisado para obter a substancia com base em seu bio-AS; a conversdo pode ser feita em um Unico
estagio através de catalisadores baseados em metais nobres, especialmente o rénio e o ruténio
(Kang et al., 2016).

O primeiro relato de uma rota direta de produg¢do do BDO via fermentagdo veio de um grupo
de cientistas da empresa Genomatica. Por ndao ser um composto naturalmente produzido por
nenhum microrganismo conhecido, os pesquisadores tiveram de fazer altera¢Ges genéticas na E.
coli ndo apenas para alcangar o composto, como também para reduzir a concentracdo de produtos
secundarios. Como o BDO pode ser obtido a partir do AS, que por sua vez faz parte do ciclo
metabdlico, a proposta dos autores foi manipular a bactéria para que fossem produzidas enzimas
capazes de catalisar a hidrogenac¢do do succinato e do acido alfa-cetoglutdrico, que é outra
substancia naturalmente metabolizada (Yim et al., 2011). As rea¢des estdao demonstradas na Figura
2.3.1:
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Figura 2.3.1 - Sequéncia de reagGes enzimaticas para obten¢do do BDO a partir do succinato e do alfa-
cetoglutanato. As enzimas responsdveis por cada etapa estdo numeradas: 1) 2-oxoglutarato descarboxilase;
2) succinil-CoA sintetase; 3) succinato CoA-dependente semialdeido desidrogenase; 4) 4-hidroxibutirato
desidrogenase; 5) 4-hidroxibutiril-CoA transferase; 6) 4-hidroxibutiril-CoA redutase; 7) alcool desidrogenase.
As etapas 2 e 7 sdo as Unicas que ocorrem naturalmente em E. coli (adaptado de Yim et al., 2011).
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Apds testes que asseguraram a capacidade da E. coli geneticamente alterada de produzir estas
enzimas, que por sua vez se mostraram capazes de produzir o BDO em quantidade minimamente
satisfatoria, tratou-se de canalizar o consumo de carboidrato para esta rota, eliminando-se as
reacdes concorrentes que nao fossem prejudicar o crescimento celular. As modificacdes também
permitiram que substratos que ndo sdo naturalmente aproveitados pela E. coli, como a sacarose,
fossem utilizados para a produgdo. A glicose apresentou o melhor rendimento, mas mesmo
misturas de diferentes carboidratos derivados de biomassa hidrolisada ndo tiveram queda
significativa na eficiéncia. A primeira bioproducdo do BDO alcancou 18 g.L?, obtida em condicdes
microaerdbicas, sendo este um valor consideravel para uma primeira inova¢do, mas ainda
insuficiente para ser comercialmente viavel (Yim et al., 2011).

Ao longo dos anos, a Genomatica seguiu aprimorando seu procedimento, obtendo resultados
gque permitiram a associacao para producgao juntamente da BASF, em 2013, e para a elaborac¢do de
uma biorrefinaria exclusiva com a italiana Novamont. Os nimeros mais recentes divulgados relatam
um rendimento superior a 0,40 ggpo.g “giicose (830% do tedrico), produtividade acima de 3,5 g.L .h e
concentracdes superiores a 125 g.Lt. Subprodutos foram drasticamente reduzidos, com etanol em
concentracdo inferior 1 g.L'Y. Um dos problemas a serem confrontados é a distribuicdo desigual de
oxigénio e gas carbbnico em um biorreator de grande escala, especialmente quando deseja-se
manter condi¢des microaerdbicas, mas a E. coli geneticamente modificada mostrou-se resistente a
estes efeitos (Burgard et al., 2016).

O processo de recuperagao é simples e é descrito pela propria Novamont. Uma vez concluida a
fermentacdo, um processo de pasteurizacdo inativa as células, que sdo removidas do caldo através
de filtracdo (e reaproveitadas como fonte para biogas), enquanto que outras moléculas maiores e
alguns sais sdo coletados em nano e ultrafiltracdo. Os sais remanescentes sdo removidos por
cromatografia de troca ibnica, e apds uma ultima etapa de destilacdo o BDO estd adequado para
comercializagdo (BBWN, 2016).

2.3.2 Alternativas tecnoldgicas

Uma abordagem diferente foi levantada por Liu e Lu (2015), alguns anos apds a Genomatica
anunciar a viabilidade de seu processo com a E. coli. Utilizando uma variacdao modificada desta
mesma espécie, os autores sugeriram tratar de forma separada o desenvolvimento celular e a
metaboliza¢do dos produtos, fornecendo substratos diferentes para cada sistema. Nesta proposta,
a producdo do BDO seria realizada pelo chamado “reator enzimatico”, que seria regulado por
“controladores genéticos”; ou seja, a manipulacdo genética da E. coli geraria um sistema
metabdlico que regularia a acdo enzimatica responsavel pela sintese do BDO, conforme
demonstrado na Figura 2.3.2.
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Figura 2.3.2 - Esquema representativo da particdo de sistema em rotas paralelas de utilizagao de
substratos (adaptado de Liu e Lu, 2015).

Para a producdo enzimatica do composto o substrato fornecido foi a d-xilose, enquanto que
para a manutencao celular foram disponibilizadas fontes de carbono variadas. Para isso, os autores
removeram os genes responsaveis pela quebra da d-xilose que estavam ligados ao crescimento
celular, mantendo a atividade normal para a utiliza¢do de glicose. A extracdo do BDO foi realizada
com uma sequéncia de centrifugacdo, evaporacdo e extracgdo liquida com acetato etilico. A técnica
foi considerada bem-sucedida na producdo do BDO, com rendimento superior ao apresentado
guando a autorregulacdo era substituida por indutores externos, mas ainda se mostrou muito
deficiente para a producdo em maior escala — sua taxa de conversdo era apenas 0,07 molspo.mol 4.
silose € foram necessarias 24 horas para que BDO comecgasse a ser produzido.

Um outro processo foi descrito por Tai e colaboradores (2016) para a obtencdo do BDO a partir
do hidrolizado de biomassa lignocelulésica, como xilose e arabinose. Inicialmente, um tratamento
com enzimas transforma este material em 2,5-dioxopentanoato, que com mais duas etapas de
reacao enzimatica se transforma no BDO, em um processo que desde a pentose original até o
produto final necessita de apenas seis etapas. Um esquema com os diferentes trajetos analisados
pelos autores para obter compostos de alto valor com biomassa é apresentado na Figura 2.3.3.
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Figura 2.3.3 - Esquema com as multiplas reacdes para obtencéo de glutamato, BDO e glutaconato a partir
de diferentes fontes de carboidrato (adaptado de Tai et al., 2016).

O estudo destes autores se concentrava no ciclo do acido tricarboxilico (TCA) da E. coli,
representado no diagrama, mas é possivel observar que o método de obtenc¢do do BDO é realizado
a revelia do mesmo. Nenhuma andlise dos custos para a produc¢do do BDO via este processo foi
realizada e, apesar de os experimentos para producdao em maior escala terem apresentados
resultados insuficientes para a producdo comercial (um maximo de 3,88 g.L* de BDO e rendimento
de 0,37gsno.8 xilose, COrrespondente a 62% do tedrico, foi obtido), o sucesso na formacdo do BDO
em apenas seis etapas pode ser um avang¢o para o desenvolvimento da tecnologia para novas
biorrefinarias do composto.

Para o futuro desenvolvimento desta estratégia também seria necessdrio reduzir ainda mais a
concentracdo de produtos secunddrios e melhorar o rendimento. Ainda assim, as tentativas de
produgdao de BDO a partir de lignocelulose sdao importantes para abrir caminho para a utiliza¢do
desta abundante matéria-prima, ndo sé para o BDO como em outros compostos intermedidrios,
como o proprio AS analisado neste trabalho. Mas parece coerente afirmar que seriam necessarios
mais estudos sobre os custos do processo, especialmente em comparagdo com o processo da
Genomatica, que faz uso da glicose.

2.3.3 Tecnologia futura

A biotecnologia na produc¢do do BDO ainda é incipiente, existindo espac¢o para que novas
propostas aparecam e possam ser comercialmente aproveitadas no médio prazo. Como até agora
a Genomatica foi a Unica a desenvolver um bioprocesso vidvel, encontram-se grandes incentivos
para que pesquisadores e empresas encontrem alternativas para entrar neste promissor mercado.
Sob esta perspectiva, o recente estudo publicado por Wang et al. (2017) chama atencao.
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Uma nova rota para producdo também com E. coli foi estabelecida pelos autores
(representada na Figura 2.3.4), tomando como base a xilose e com taxa de conversdo tedrica
maxima de 0,6 gspo.g Liese- Para alcanca-la, Wang e colaboradores (2017) repetiram a abordagem
de pesquisas anteriores, como as de Liu e Lu (2015) e Tai et al. (2016), e manipularam
geneticamente a bactéria para a produgdo de enzimas até entdo exdgenas, e que realizam as etapas
de transformacdo de xilose em BDO de forma paralela ao ciclo normal do metabolismo celular.
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Figura 2.3.4 - Representacdo da sequéncia de reaces enzimaticas para a obtencdo do BDO a partir da
xilose. As setas cinzas representam o caminho natural que foi interrompido pela remocdo dos genes ligados
as enzimas responsaveis pela reagao indesejada. As setas laranjas correspondem as etapas artificialmente
adicionadas pelos cientistas. As siglas representam os genes que foram alterados ou incluidos para que
produzissem as enzimas desejadas (Wang et al., 2017).

O processo inicia com a oxidacdo da xilose para acido xilonico, e precisa de mais cinco reacoes
catalisadas por enzimas para alcancar o produto desejado. As cinco primeiras etapas ndo sao
naturais do metabolismo celular, sendo realizadas gracas a manipulacdo e inclusdo de genes
capazes de produzir enzimas responsaveis por estas transformacdes.

Wang et al. (2017) apontam a principal deficiéncia do processo: a enzima diol desidratase
responsavel pela penultima etapa teve de ser extraida da Klevsiella oxytoca, e ndo é muito adaptada
para a desidrata¢do do 1,2,4-butanotriol (1,2,4-BTO), sendo 32 vezes mais lenta do que para a
desidratacdo do 1,2-propanodiol, sua funcdo original. A eliminacdo deste gargalo é essencial para
haver uma possibilidade de producdo economicamente vidvel de BDO. O grupo entdo promoveu
alterac¢Oes proteicas para ajustar os centros ativos da enzima e outras manipulacdes para deixar a
enzima melhor adaptada a interagir com o 1,2,4-BTO. O resultado foi a producdo de BDO com
concentracdo até 0,209 g.L!, um valor ainda muito baixo.

Apesar de todos os esforcos, a etapa de desidratacdo do 1,2,4-BTO continua muito limitante,
uma vez que a producdo do 1,2,4-BTO alcancada foi de 1,506 g.L'%, ou seja, cerca de 7,2 maior que
a concentracdo obtida de BDO. Mesmo assim, a demonstracdo de mais um bioprocesso para
obtencdo do bio-BDO abre porta para novos desenvolvimentos, e a rota apresentada com apenas
seis reacdes entre a xilose e o produto final € um avancgo significativo quando comparado ao
processo da Genomatica que precisa antes passar pelo TCA. Se for solucionado o problema da
desidratacdo na quinta etapa, ou alternativas forem apresentadas, futuros aprimoramentos
poderiam levar este processo a ser viavel em larga escala.

Um dos problemas inerentes destas propostas de producdo de BDO em bypass (ou seja, de
forma separada do ciclo metabdlico), e poucas vezes destacado, é a maior concentracdo de
subprodutos, o que logicamente dificultard a recuperacdo do composto. Neste ponto, a rota
metabdlica originalmente proposta por Yim et al. (2011) leva a vantagem de direcionar o
metabolismo celular para o produto desejado. Porém, ambos os processos poderiam ocorrer
simultaneamente e melhorar ainda mais a produtividade.
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Como qualquer desenvolvimento nesta area requer alteracdes genéticas, Andreozzi e
colaboradores (2016) realizaram um estudo sobre as possibilidades de manipulacdo em bactérias
do género E. coli para producdo do BDO. Utilizando analise computacional, foram selecionadas as
20 enzimas de maior potencial para afetar positivamente a eficiéncia de bioprocessos e/ou reduzir
a formacao de produtos secunddrios indesejados. Também foi determinado que as enzimas que
lidam com as etapas finais do TCA sdao as mais promissoras, além daquelas capazes de alterar o
fluxo de carbono proveniente de carboidratos para aumentar a produtividade de BDO. Apesar de
gue a analise detalhada da manipulacdo genética ndo é o foco do presente estudo, ndo se pode
deixar de ressaltar a relevancia da publicacdo do grupo de Andreozzi, uma vez que até o momento
boa parte das rotas metabdlicas propostas sofrem com as limitacées em produtividade e taxa de
conversdo, de forma que a colaboracdo dos autores pode acelerar o desenvolvimento de um
bioprocesso alternativo ao da Genomatica.

2.3.4 Comparativo com o método tradicional

A producdo atual é baseada na utilizacdo de combustiveis fosseis, sendo o método Reppe o
mais tradicional. O método consiste primeiro na reacdo de acetileno com formaldeido sob
aquecimento (100 a 110°C) na presenca de um catalisador para a formac¢ado de 2-butino-1,4-diol,
que precisa ser hidrogenado para entdo formar o BDO. Este é o método mais utilizado,
especialmente nos Estados Unidos. No Japdao é mais empregado o processo desenvolvido pela
Mitsubishi: butadieno e acido acético sdo convertidos em 1,4-diacetoxi-2-buteno na presenga de
um catalisador e sob aquecimento, seguido de um processo de hidrogenacdo para obter 1,4-
diacetoxibutano. Este composto interage com uma resina de troca i6nica, e a depender do tempo
de residéncia e temperatura pode formar diferentes misturas de BDO e THF (LookChem, 2017).
Outros dois processos sao a hidrogenagao de anidrido maleico e o processo da empresa Lyondell,
gue consiste em uma etapa de isomerizacdo de éxido de propileno para alcool alilico e depois uma
etapa de hidroformilacao (Aghaziarati et al., 2007).

O método Reppe possui vantagens como o baixo custo do acetileno e utilizacdo de catalisadores
baseados em metais de menor valor, como o cobre. Originalmente empregado em reator de leito
fixo, a periculosidade do acetileno quando submetido a altas pressGes tem incentivado a migragdo
para o leito fluido, que trabalha a pressdes inferiores. Apesar de ainda ser muito utilizado, ndo é o
mais seguro tanto para os trabalhadores quanto para o meio-ambiente (Haas et al., 2005).

A escolha por hidrogenacao do anidrido maleico tem a vantagem de ser baseada em compostos
de baixo valor, como o préprio anidrido e o butano do qual tem origem. Porém, ndo existe o ganho
por economia de combustiveis fosseis que as rotas metabdlicas oferecem.

Por ser um processo extremamente recente, ainda nao foram realizados estudos comparativos
entre a biorrefinaria da Novamont e os métodos tradicionais. Apesar de ndo terem sido
encontrados dados a respeito do preco do bio-BDO, ndo ha motivos para crer que seja muito
superior ao de origem petroquimica, tendo em vista o recente investimento feito na Italia ao
dedicar uma planta exclusivamente para produzi-lo. Pode-se ressaltar que o AS produzido via
biotecnologia consegue custos ainda inferiores aos de origem petroquimica, e assim é possivel crer
gue o bio-BDO é capaz do mesmo.

De acordo com a Novamont, o bioprocesso é capaz de reduzir em mais de 50% a pegada de
carbono. Forte et al. (2016) realizaram um estudo comparativo do impacto ambiental entre a
producdo tradicional via método Reppe e uma biorrefinaria hipotética na Itdlia utilizando biomassa
de trigo. A analise levou em conta todo o ciclo de vida do produto, desde a producdo do trigo até o
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portdo da refinaria, e os resultados demonstraram que mesmo nas estimativas de pior cendrio o
bio-BDO demonstrou menor impacto em todos os critérios. As caracteristicas que mais pesaram
negativamente para a rota petroquimica foram a utilizacdo de combustiveis fosseis e o uso de
acetileno e formaldeido como matéria-prima, uma vez que ambas as substancias sdo produzidas
por processos industriais bastante poluentes e de grande consumo energético. A Figura 2.3.5
demonstra as emissdes desta biorrefinaria hipotética em compara¢do com o método Reppe sob
diferentes critérios.
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Figura 2.3.5 - Comparacdo do impacto ambiental para a produgdo de 1kg de BDO via fermentacdo e via
método Reppe. Os critérios de comparacdao sdo: Mudancga Climatica (CC), Degrada¢do de Ozbnio (OD),
Acidificagdo do Solo (TA), Eutrofizagdo de Agua Doce (FE), Eutrofizacdo Marinha (ME), Formacio de Oxidantes
Fotoquimicos (POF), Formacdo de Material Particulado (PMF), Consumo de Agua (WD) e Consumo Féssil (FD)
(adaptado de Forte et al., 2016).

2.3.5 Mercado no Brasil

Nos registros da ABIQUIM ndo consta uma Unica empresa produtora de BDO no pais. E mesmo
os valores de importagdo nao sdo significativos: a Receita Federal tem registro de apenas 600
toneladas do composto entrando no pais durante todo o ano de 2016. Qualquer produgdo de BDO
brasileiro, entao, teria de ser voltada para o mercado externo, que por sua vez teria de abastecer
mercados longinquos, pois ndo ha demanda pelo composto na América do Sul — Argentina e
Uruguai, por exemplo, ndo registraram nenhuma entrada de BDO importado em 2016 (Penta-
Transaction, 2017). A Figura 2.3.6 demonstra as regides do planeta onde o foco de interesse na
producdo do composto se distribui.
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Figura 2.3.6 - Distribuicdo global da capacidade produtiva do BDO. A América Latina ndo possui
produgdo relevante do composto (MCGROUP, 2017).

Uma alternativa seria a consolida¢cdo de uma estrutura industrial completa para aproveitar o
BDO produzido, uma vez que o préprio é um composto intermediario e nos parece mais eficiente
reduzir as distancias entre intermediario e aproveitamento final. Uma das principais aplicagdes do
BDO é a producgdo do PBT, um polimero importante para a industria (especialmente a automotiva),
e em 2016 o Brasil importou quase oito mil toneladas deste material. O volume nao justificaria o
investimento se fosse voltado apenas para o mercado interno, mas a grande parte deste material
vem da Europa e da China e é razoavel supor que uma producao local poderia obter vantagens
competitivas para abastecer o mercado regional.

Em 2013 a Braskem iniciou uma parceria com a Genomatica para a producao de bio-butadieno,
e com licenciamento exclusivo para producdo nas Américas (FOC, 2014). Em 2015, a Braskem
noticiou que teve sucesso em produzir o composto via fermentacdo em escala laboratorial
(Braskem, 2015), porém ndo ha nenhum planejamento divulgado para a criacdo de uma
biorrefinaria voltada para o BDO, tampouco existem razbes para crer que a Braskem faria a
producao no Brasil e ndo em uma unidade no exterior.


https://mcgroup.co.uk/researches/butanediol-bdo
http://braskem.com.br/detalhe-noticia/genomatica-e-braskem-confirmam-producao-direta-de-butadieno-renovavel-em-laboratorio
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2.4 1,3-Propanodiol

2.4.1 Desenvolvimento e aprimoramento de bioprocessos

Enquanto que outros intermedidrios importantes sao normalmente fermentados a partir da
glicose, o bio-PDO é obtido a partir do glicerol, o que pode atualmente ser considerado uma
vantagem. Em 2000, a DuPont inaugurou sua unidade de biomateriais cujo primeiro produto
desenvolvido foi PTT de bio-PDO, e em 2007 uma joint venture entre DuPont e Tate & Lyle iniciou
a producdo do composto através de E. coli geneticamente modificada para transformar glicose em
glicerol, e do glicerol para o PDO (Silva et al., 2014). Com a produgdo de biodiesel em volumes muito
maiores do que na década passada, o glicerol tornou-se mais acessivel e o bio-PDO ganhou muito
potencial.

Alguns detalhes desta tecnologia proprietaria da DuPont ndo estdo disponiveis, mas, de acordo
com Nakamura e Whited (2003), a concentragao de PDO obtida pela fermenta¢do aerébica é de
135 g.L! e produtividade de 3,5 g.L .h"}, com aproveitamento de 51% da massa de glicose. O
método utilizado para recuperagdo do PDO ndo foi divulgado pela companhia (Hermann e Patel,
2007), tornando inviavel que comparag¢ées com outros processos sejam realizadas de forma
confidvel. Sabe-se, porém, que a planta da DuPont utiliza a glicose derivada do milho, e que a E. coli
€ a responsavel tanto pela transformacdo da glicose em glicerol quanto do glicerol em PDO (Kurian,
2005). Apesar de esta unidade existir por cerca de dez anos, comprovando a viabilidade da
bioproducao do PDO, ndo ha registro de outras empresas do setor que tenham construido plantas
similares, apenas projetos e plantas-piloto.

Para ocorrer o processo de fermentacdo do glicerol em PDO, é preciso que o metabolismo
percorra tanto a rota oxidativa quanto redutiva. Em situacdo anaerdbica, o glicerol é oxidado e
desidrogenado para entrar no ciclo de crescimento celular, gerando subprodutos como acido latico
e 2,3-BDO, e excesso de NADH. Este NADH precisa ser reconvertido a NAD* e, para isso, o glicerol
passa por um processo redutivo em dois estagios. No primeiro, a enzima glicerol desidratase o
converte em 3-hidroxipropionaldeido (3-HPA), para no segundo ocorrer a reducdo (com conversdo
de NADH em NAD*) em PDO (Nakamura e Whited, 2003). Na Figura 2.4.1 estd representada a cadeia
de reacGes metabdlicas derivadas do glicerol.
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Figura 2.4.1 - Esquema da conversao de glicerol em PDO e diversos outros subprodutos no metabolismo
celular. As reacBes que levam ao PDO estdo marcadas de cinza escuro, e o quadro sombreado representa o
metabolismo aerdbico. Os quadros transparentes indicam as enzimas, cujos nomes estdo abreviados.
AbreviagGes: GDHt — glicerol desidratase; 1,3-PD DH — 1,3-propanodiol desidrogenase; GDH — glicerol
desidrogenase; DHAK — diidroxiacetona cinase; DHA — diidroxicetona; DHAP — diidroxiacetona fosfato; PEP —
fosfoenolpiruvato; AAs — amino acidos; sn-G-3-P — sn-glicerol-3-fosfato; TCA — ciclo do acido tricarboxilico;
PPP — via das pentoses-fosfato; LDH — lactato desidrogenase; ALDH — aldeido desidrogenase; ADH — alcool
desidrogenase; BDH — 2,3-butanodiol desidrogenase (adaptado de Celinska, 2010).

Para alcancar eficiéncia compativel com o nivel industrial, cientistas da DuPont e Genencor
International selecionaram as variacdes de enzimas mais resistentes a inibicao por glicerol e PDO,
e conseguiram isso ao utilizar genes de Salmonella enterica para formar uma enzima modificada.
Genes de S. cerevisiae e K. pneumoniae também foram empregados na modificagdo da E. coli, assim
como genes responsaveis por reacoes indesejadas foram eliminados. A escolha pelo metabolismo
aerdbico tem o intuito de reduzir a produgdo de subprodutos acidos (Nakamura e Whited, 2003).

De fato, a utilizacao de oxigénio pode melhorar o processo ao beneficiar o crescimento celular
e reduzir producdo de inibidores. Chen e colaboradores (2003) demonstraram que as condi¢oes
microaerdbicas podem ser até duas vezes mais eficazes do que a fermentagdo anaerdbica. Cheng
et al. (2004), por sua vez, observaram que a elevagdo do nivel de oxigénio pode diminuir o efeito
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inibitério ao reduzir a producgdo de etanol e acetato, mas tem como resultado final uma queda no
rendimento por desfavorecer a produg¢do do PDO por acumular acido latico e 2,3-BDO.

A producdo de compostos secundarios, apesar de poder ser reduzida, ndo pode ser
completamente evitada e, por isso, os estdgios de purificacdo do PDO sdao uma parte relevante e
onerosa do processo. Dependendo do nivel de pureza requisitado, a recuperagao pode representar
mais de 50% do custo de producdo (Xiu e Zeng, 2008; Silva et al., 2014).

A recuperacdo do PDO é dificultada pelas proprias caracteristicas do composto, que é bastante
hidrofilico e possui temperatura de ebulicdo relativamente elevada (214°C). Originalmente, a
recuperacdo envolve uma etapa de remocdo dos sélidos (centrifugacdo ou filtracdo), outra para
separacdo primaria do PDO e remocdo de impurezas, e um ultimo processo de evaporagdo a vacuo
ou cromatografia liquida. A separac¢do primaria pode incluir: evaporagao para retirar agua, etanol
e acido acético; eletrodialise para dessaliniza¢do; precipitacdo e cristalizacao de sais e proteinas;
extracdo por solvente ou reativa; cromatografia de troca idnica; adsor¢gdao em carvao ativado ou
peneira molecular; pervaporagao (Xiu e Zeng, 2008).

O problema da evaporacdo é que, apesar de ser simples, requer muita energia e precisa antes
de uma etapa de remocao de sais e proteinas. Isto pode ser feito com eletrodidlise, mas com perdas
significativas de PDO no processo. A cromatografia, por sua vez, consegue boa separagdo, mas
acaba por diluir o PDO ainda mais, além de alto consumo energético, enquanto que a extragdo
liquido-liquido ou reativa ndo sdo eficazes o bastante (Xiu e Zeng, 2008). Pode-se perceber que, de
fato, a purificagdo é parte complexa do processo e encontrar meios mais eficazes e menos onerosos
é essencial para a competitividade do bio-PDO no mercado. Como ja mencionado, ndo é informado
o processo empregado pela DuPont.

Existem diferentes propostas para o processo de purificacdo na literatura. Anand et al. (2011)
sugeriram a utilizacdo de um estdgio de microfiltragdo para retirada da biomassa do caldo de
fermentacdo e de carvdao ativado para remogdo das proteinas sollveis e outras impurezas. A
obtencdo do PDO final seria alcancada apds destilacdo a vacuo, gerando os cristais de sais
inorganicos, seguida de cromatografia em silica gel como fase estacionaria e mistura de cloroférmio
e metanol como fase mével. O método é eficaz ao obter PDO com 98% de pureza, mas possui
problemas de uso de substancias perigosas como cloroférmio e metanol e uma perda de quase 25%
do PDO ao longo do processo. Outra proposta é a utilizacdo do método de salting out com K3;PO4 e
extracao liquida com etanol, separando o caldo em duas fases, com o topo contendo PDO, solvente
e outros coprodutos que podem ser separados por destilacdo (Wischral et al., 2017).

2.4.2 Alternativas tecnoldgicas atuais e para o futuro

Apesar de ser naturalmente produzido, desenvolver alternativas de bioprocessos requer a
superagao de barreiras complicadas. O primeiro gargalo a ser resolvido na manipulagao genética
para produzir PDO é a manutengdo do balango de oxidagao e redu¢dao ao mesmo tempo em que se
reduz a metabolizacdo de subprodutos inibitdrios. A desativacdo de processos que levam a
substancias indesejadas pode elevar a eficiéncia no consumo do glicerol, mas ao mesmo tempo
estes processos podem ser necessarios para manter o equilibrio de oxirreducgao. A inibicdo também
é um sério problema, porque o préprio PDO e o 3-HPA podem ser téxicos para as células. A
atividade enzimatica pode, também, ser dependente de vitamina B12 em produtores naturais,
sendo este nutriente um custo que ndo pode ser menosprezado (Celinska, 2010).

A decisdo da DuPont por reduzir as duas etapas (transformacdo de glicose em glicerol e do
glicerol em PDO) em apenas um estagio nos parece acertada, apesar da maior complexidade. E
possivel comparar com um estudo publicado por Mendes et al. (2011), em que foi realizada a
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fermentacdo em dois estagios utilizando S. cerevisiae para conversdao da glicose e Clostridium
acetobutylicum para fermentagdao do glicerol, com resultados muito abaixo dos aceitaveis para
producdo em escala comercial, com produtividade maxima de 0,16 g.L'1.h %,

Apesar de que a comparagao seria mais apropriada se fosse empregada também a E. coli para
a produgdo em dois estdgios, é valido demonstrar os problemas inerentes de se produzir desta
maneira. Este método apresenta problema com a inibigdo por excesso de glicose e na inoculagao
de uma nova cultura no biorreator, e o meio no qual ocorre a transformacgao da glicose em glicerol
pode ndo ser vidvel para a outra etapa e requerer adaptacdes como a retirada de oxigénio e reducao
do nivel de glicose, além de limitar as opg¢des de biocatélise (Mendes et al., 2011).

Porém, com o glicerol cada vez mais abundante, mais promissor do que condensar as duas
etapas de produgdo é eliminar a necessidade da primeira. Este procedimento tem sido muito
investigado, em especial a fermentacdo anaerébica com bactérias dos géneros Clostridium,
Enterobacter e Lactobacillus (Lee et al., 2015). A dificuldade esta em conseguir niveis de producdo
iguais ou melhores que da produc¢do com glicose, como realizado pela E. coli da DuPont, sendo um
dos problemas o fato de que os microrganismos vidveis para o processo sofrem com a interferéncia
de subprodutos inibitdrios derivados do piruvato, que também é metabolizado do glicerol.

Bactérias como a Klebsiella pneumoniae podem naturalmente produzir PDO a partir do glicerol
tanto sob condi¢des microaerdbias quanto anaerdbicas. Um estudo de Rossi et al. (2013)
demonstrou que o cultivo em batelada sob microaeracdao consome o glicerol mais rapidamente e
possui rendimento de 0,33 molppo.Mol ™ gicerol, cOntra 0,46 Molppo.Molgicerol do processo anaerdbico.
Em processo de batelada alimentada os resultados ficam mais préximos sob ambas as condic¢des,
mas ainda com vantagem para as condicGes anaerdbicas, que obtiveram maior produtividade (2,6
g.L1h?l). Mas Cheng et al. (2004) demonstraram que, sob determinadas circunstancias, a
microaeracdo pode ter efeitos positivos com K. pneumoniae: testes realizados em que a
fermentacdo anaerdbica foi sucedida por um segundo periodo de fermentag¢do microaerdbica
mostraram maior concentracdo final de PDO do que o processo unicamente anaerdbico; 70 g.L?
ante59g.L%.

A solucgdo para isto passa em grande parte pela manipulagdo genética. Zhang et al. (2006)
conseguiram anular os genes responsaveis pela conversdo do piruvato em etanol em K.
pneumoniage e atingiram uma taxa de conversdo para PDO de praticamente 0,7 molppo.mol giicerol
(quase 0,58 gppo.g giicerol). Resultados semelhantes foram obtidos quando outros subprodutos sdo
reduzidos ou eliminados pela interrupcao dos caminhos metabdlicos. A remocdo de produtos
inibidores in situ também pode ter efeitos positivos (Lee et al., 2015).

Até o momento, a melhor performance de bioprocesso para PDO de glicerol foi obtida em um
estudo publicado por Wilkens et al. (2012), em que os pesquisadores encontraram uma cepa de
Clostridium butyricum capaz de fermentar anaerobicamente glicerol, em batelada alimentada, com
elevada eficiéncia. Quando utilizado glicerol puro, uma concentracdo de 93,7 g.L' de PDO foi
registrada, o que ainda se mostra inferior quando comparado aos 135 g.L! da E. coli desenvolvida
pela DuPont. Porém, a produtividade média de 3,3 g.L'1.h? foi muito semelhante. Os autores
também realizaram testes com glicerol residual cru, proveniente da produgao de biodiesel, obtendo
concentracdo de 76,2 g.L't de PDO e produtividade média consideravel de 2,3 g.L'2.hl. N3o houve
notavel diferenca de produtividade entre glicerol puro e residual até ser atingida a concentracdo
de 60 g.L!, e em ambos os casos a conversdo final foi semelhante: 0,52 gppo.g  giicerol COM puro e 0,51
8pp0.8 glicerol cOM glicerol residual cru.

Outras espécies de Klebsiella e Clostridium conseguiram resultados até melhores no
rendimento, mas ficaram aquém quando considerada a produtividade. Destaca-se o fato de que o
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microrganismo utilizado pelo grupo de Wilkens (2012) nao foi geneticamente modificado, sendo o
melhor produtor natural encontrado até o momento, de forma que acredita-se ter grande potencial
para a bioprodugao do PDO no futuro. Mas deve-se destacar que a C. butyricum é uma bactéria
estritamente anaerdbica, o que acarreta em maior dificuldade ao emprega-la em uma biorrefinaria.

O maior desafio a ser superado no desenvolvimento de biorrefinarias de PDO parece ser
encontrar uma solu¢do para a formag3do de produtos secundarios indesejados. Acido latico, acido
butirico e etanol sdo apenas alguns dos subprodutos da fermentag¢dao que tem impacto inibitério.
Reduzir a producdo destas substincias e/ou remové-las do caldo de forma eficiente pode nio
apenas melhorar a eficiéncia do processo como um todo como também facilitar o processo de
recuperacao.

Além dos microrganismos ja citados, o uso de bactérias do género Lactobacillus tem sido
estudado, mas sem ainda alcancar elevadas concentragdes de PDO. Ainda assim, existe potencial
para futuros desenvolvimentos com este microrganismo, devido a sua alta taxa de conversdo. Kang
e colaboradores (2014) obtiveram rendimento de 0,72 gppo.8  giicerol (€ cONcentracdo de 16,23 g.L?)
em fermentagdo batelada sob pH controlado em 4,5, utilizando Lactobacillus panis geneticamente
modificada. O interessante deste estudo foi também o substrato utilizado: os autores empregaram
rejeito liquido de baixo valor da producado de bioetanol, geralmente usado para ragdo animal, e ndo
realizaram adicdo de nutrientes mais dispendiosos ao caldo para atingir estes valores. Apesar de
que a concentracdo de PDO ndo atingiu nivel comparavel com a producdo da DuPont, esta
tecnologia pode ser um instrumento relevante para o aproveitamento de glicerol residual.

E possivel observar que existem diversos angulos diferentes de pesquisa com diferentes
bactérias, mas a E. coli geneticamente modificada é atualmente uma das melhores bactérias para
a producdo em escala comercial, de forma que se busca adaptar a célula para que seja capaz de
aproveitar diretamente o glicerol em vez de iniciar a producdo partindo da glicose. Apesar de nao
ser uma produtora natural do PDO, a bactéria possui grande maleabilidade na manipulacao
genética e possui relagdo proxima com a K. pneumoniae, que por sua vez produz o PDO
naturalmente (Celinska, 2010). Dabrowski e colaboradores (2012) recombinaram os genes de E. coli
com C. butyricum e obtiveram uma concentracdo de 3,7 g.L™ de PDO, a partir do glicerol, com taxa
de convers3o de 0,3 gprpo.8 glicerol, © Przystalowska et al. (2015) utilizaram genes de Citrobacter
freundii, para obter quase 0,48 grpo.g giicero;; NUIMero ainda inferior ao do processo com glicose mas
consideravelmente préximo.

O grupo de Przystalowska (2015) cita os empecilhos no processo, alguns comuns a outros
experimentos: alta sensibilidade com relagdo aos parametros do processo (configuracdo de pas de
agitacdo, por exemplo), acimulo de 3-HPA e inibicdo por excesso de glicerol. Para contornar estes
ultimos, os pesquisadores sugerem elevar a producdo de enzimas para consumo do 3-HPA e a
utilizacdo de processo em batelada alimentada para manter a concentragdo de glicerol a niveis
aceitaveis. Estas ndo foram medidas tomadas pelos autores, cujo foco do estudo era a viabilidade
da producgdo e ndo sua otimizagdo, de forma que sdao necessarios mais estudos para que se possa
confirmar a existéncia de potencial para a producdo de PDO a partir de glicerol via E. coli.

Chatzifragkou et al. (2011) conseguiram bons resultados com C. butyricum, alcancando
rendimento de 0,55 gppo.g giicerol € cONcentracdo de PDO de 67,9 g.L! em batelada alimentada. O
grupo também realizou experimentos com fermentagdo continua e obtiveram resultados
inferiores: em reator CSTR e glicerol industrial como substrato, a concentracdo final foi de apenas
30,1 gL, e conversdo de 0,52 gppo.g gicerol. O processo em batelada alimentada novamente
mostrou-se mais indicado, mas neste mesmo estudo os autores foram capazes de demonstrar que
a produtividade é praticamente a mesma em caldos esterilizados e nao-esterilizados.
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2.4.3 Comparagdo com a rota quimica

A maior parte do PDO produzido é proveniente de acroleina ou éxido de etileno, ambos
dependentes do petréleo. Assim como a producdao metabdlica, estes métodos consistem na
transformagdo da matéria-prima em 3-HPA como intermedidrio, para que ocorra entdo sua
hidrogenagcdo em PDO. Ambos estdo representados na Figura 2.4.2.

Processo a partir de acroleina

H,0 H
NN oHTN N0 = HO"N"NoH

Hidrocarbonilagao de 6xido de etileno

H H
A 22 TNy e HTN"N0H

+CO

Figura 2.4.2 - Representacdo das reagGes quimicas para producdo do PDO a partir de acroleina e éxido
de eteno (adaptado de Haas et al., 2005).

O processo de transformacdo da acroleina em PDO foi desenvolvido pela Degussa-Huels na
década de 1990, e posteriormente vendido para a DuPont. A acroleina tem custo relativamente
baixo, por ser facilmente obtida da oxida¢do de propeno, mas é um tanto problematica devido a
sua tendéncia de polimerizar-se e a ser perigosa para a saude (Lee et al., 2015). Apenas duas etapas
sdo necessarias: a hidratacdo da acroleina em 3-HPA e a hidrogenacao.

Para o primeiro passo, este processo tem a vantagem de ocorrer em temperaturas moderadas,
necessariamente abaixo dos 100°C, o que por outro lado acaba por demandar a utilizagao de
catalisador de grande atividade. Estes catalisadores podem ser resinas de troca ibnica especiais,
contendo altas concentragdes de grupos bifuncionais acidos e bdasicos. Uma solugdo tampado
também deve ser empregada para manter o pH entre 2,5 e 5 (Haas et al., 2005).

A hidrogenacdo costuma ocorrer em reator trifasico, podendo-se optar entre diferentes
catalisadores metalicos, como o niquel de Raney, platina ou ruténio em carvao ativado, ou dxidos
de titanio, aluminio ou silicone. Catalisadores mais baratos como o niquel apresentam risco de
contaminacgdo e acabam gerando a necessidade de etapas de purificacdo, de forma que a escolha
por metais nobres se torna preferivel. Ao fim do processo sdo gerados subprodutos carbonilicos,
incluindo compostos alifaticos saturados que podem ser contaminantes problematicos na
polimerizacdo do PDO, e a solugdo para isso é uma outra etapa adicional de hidrogenacdo a
temperaturas entre 110°C e 150°C (Haas et al., 2005).

O processo que utiliza 6xido de etileno como ponto de partida foi desenvolvido também na
década de 1990 e é atualmente empregado pela holandesa Shell. A reacdo com hidrogénio e
monoxido de carbono pode dar origem a diferentes produtos e, por isso, é crucial a escolha de um
catalisador de boa seletividade e a manutencdo de temperaturas brandas. Este catalisador pode
ser baseado em rddio ou, no caso da Shell, em cobalto, e é utilizado para que ocorra a
hidroformilagao para 3-HPA. A hidrogenagao para PDO pode ocorrer no mesmo estagio ou em um
estagio posterior (Haas et al., 2005).
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Apesar do emprego de metais nobres (ou de etapas de adicionais de purificacdo) que elevam o
custo do processo, a possibilidade de operar em condi¢ées brandas de aquecimento e pressao
tornam os processos de certa forma atraentes. Pode-se observar também que nesse aspecto existe
similaridade com o bioprocesso: condi¢cGes amenas de processo, porém alto custo na recuperacao
devido a subprodutos problematicos. A conversao final de matéria-prima em PDO nos processos
guimicos varia entre 85% e 90% (Haas et al., 2005), o que lhes rende certa vantagem, mas a
biocatdlise possui o lado positivo de ndo requerer metais nobres ou substancias perigosas. Os
ganhos ambientais, também, ndo podem ser negligenciados.

De acordo com a propria DuPont, o seu bioprocesso gera cerca de 40% menos emissdes de
gases de efeito estufa do que a rota petroquimica (Kurian, 2005). Por ser uma estimativa da
companhia fabricante, uma avaliacdo independente pode representar um valor baseado em
critérios mais aprofundados. Urban e Bakshi (2009) realizaram um estudo comparativo do impacto
ambiental de uma biorrefinaria genérica com a conversdo de agucar de milho em PDO através de
E. coli e do impacto da produgdo baseada em déxido de etileno. Diferentes métodos de avaliagdo
foram empregados, e no pior cenario as emissdes gasosas do bio-PDO representam cerca de 45%
menos que a produgao petroquimica e consumo energético aproximadamente 55% inferior. Na
melhor estimativa, a bioprodugao emite apenas 30% dos gases e consome 32% da energia. O
contraponto estd no potencial de eutrofizagdo, que varia entre valores de 18% a quase 190%
superiores ao da produgdo tradicional.

2.4.4  Produgdo no Brasil

Para determinar a possibilidade de bioproducdao no Brasil, primeiramente verificou-se a
capacidade da demanda pelo composto. A principal aplicacdo do PDO é a polimerizacdo em PTT,
um material relativamente novo no mercado e que ainda busca conquistar espaco, sendo um
concorrente do PET e do PBT.

A resina PET é amplamente utilizada no pais, mas a sua producdo local é apropriada para a
aplicacdo em garrafas (ABIQUIM, 2017), um mercado em que ndo parece haver competitividade do
PTT em virtude do baixo custo necessario. A competicdo se daria em aplicacbes em que as
caracteristicas mecanicas superiores do PTT seriam um diferencial, como por exemplo, em fibras
sintéticas (podendo inclusive ser empregado na industria téxtil). Assim, o PTT produzido localmente
poderia ser um substituto de importacdes de PET, que nos Ultimos anos variaram entre 45 mil e
159 mil toneladas anuais em dados da Receita Federal (sem distingdo entre aplica¢do final). O PBT
ndo é produzido no Brasil e é considerado um plastico de engenharia, podendo representar um
mercado mais aberto ao PTT, mas o volume do material utilizado no pais é relativamente baixo,
variando entre 7,7 e 10 mil toneladas anuais nos ultimos quatro anos.

Pode-se concluir que a bioproducado de PDO no Brasil teria de ser voltada para transformacao
em PTT, uma vez que teria grande concorréncia em suas outras aplicaces (em solventes,
revestimentos e compdsitos). Uma consequéncia desta dificuldade é que ndo ha registro de
producdo ou importacdo de PDO no pais em quantidade relevante durante 2016 e 2017, seja de
bioproduc¢do ou nao.

O PTT também ainda é praticamente inexistente no mercado brasileiro, mas isso pode mudar
com o inicio de uma produgdo nacional que consiga custos competitivos, o que acreditamos que
pode ser feito com o advento de novas tecnologias. A possibilidade de obtencdao do PDO
diretamente do glicerol é um grande diferencial que pode agregar valor diretamente na cadeia
produtiva do biodiesel. O aperfeicoamento tecnoldgico para que seja viavel o bioprocesso partindo
do glicerol em vez de glicose parece ser uma questao de tempo, e uma vez acontecendo, o Brasil
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tem motivos para se tornar um produtor mesmo que, inicialmente, em quantidades moderadas.
Esta previsdo é compartilhada por estudo publicado pela Grand View Research em 2015, que
colocou o Brasil como um dos principais mercados para a producdo de PDO no futuro préximo (GVR,
2015).
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3 Conclusoes

Foram analisados os métodos vigentes de producdo de trés compostos intermedidrios em
diferentes estagios de inser¢do mercadoldgica. O bio-AS ja alcancou competitividade superior ao
de origem petroquimica, com diferentes processos ja desenvolvidos e com alternativas promissoras
sendo pesquisadas. O BDO ndo é naturalmente produzido e é bastante desafiador para a
elaboracdo de bioprocessos, e até agora apenas uma empresa, a Genomatica, conseguiu
desenvolver um método viavel de bioprodugdo. O PDO pode ser obtido a partir do glicerol, mas as
dificuldades de otimizacdo do metabolismo e de purificacdo geram custos que até agora tém
complicado o deslanchar de sua bioprodugao.

As comparagOes com os processos tradicionais indicaram o que ja era esperado, que ¢é a
consideravel vantagem ambiental em substituir os derivados de combustiveis fdésseis pela
biomassa, apesar da complexidade nas etapas de separagao em alguns processos. Neste aspecto,
podemos ressaltar a tecnologia desenvolvida pela Reverdia para bioproducao do AS, que nao
requer agentes neutralizantes e simplifica a recuperagdo. A dispensa de utilizagdo de metais nobres
ou de substancias perigosas também sdo fatores positivos que incentivam o desenvolvimento
destes bioprocessos, apesar de que o método tradicional é relativamente simples. A comparagao
de custos foi apenas possivel no caso do Bio-AS, uma vez que nao foram encontrados dados o
suficiente sobre o custo e/ou precgo do bio-BDO e bio-PDO, e também deve-se mencionar que é
possivel que as biorrefinarias recebam alguma espécie de subsidio governamental para que se
tornem competitivas, apesar de que nao foi possivel determinar se é este o caso para as unidades
em questao.

Uma dificuldade comum entre os compostos analisados é a presenca de subprodutos inerentes
do metabolismo celular, que desviam recursos e podem atuar como inibidores, além da
necessidade de separa-los do produto final. Isso faz com que a manipulagdo genética seja essencial
para que estes processos sejam viaveis tanto do ponto de vista econdmico quanto operacional. As
pesquisas neste campo podem viabilizar a producdo de compostos ndo obtidos naturalmente,
como no caso do BDO, eliminar ou ao menos reduzir a formacdo de subprodutos e intensificar a
producdo das substancias desejadas. Estas pesquisas abrem um leque de possibilidades tdo grande
e possuem diversas abordagens, de forma que ndo seria possivel elaborar neste trabalho.

Existe viabilidade de produgdo destes compostos no Brasil, aproveitando a grande oferta de
biomassa e o excedente de glicerol. Esse potencial produtor pode se tornar muito maior se forem
bem-sucedidas as tentativas de desenvolver a producdo de AS e PDO diretamente do glicerol, o que
poderia dar destino lucrativo para o residuo da producdo de biodiesel no pais. Enquanto que ja
existe um acordo entre a brasileira Braskem e a Genomatica para bioproduc¢do do butadieno, ndao
ha nenhuma garantia de que a parceria renderia uma biorrefinaria de BDO no Brasil. Os principais
empecilhos no pais sdo alheios aos bioprocessos e matérias-primas: a falta de mercado consumidor,
a necessidade de construcdo de uma cadeia produtiva para aproveitar estes compostos e a de abrir
canais de exportacao indicam que estes bioprocessos teriam um inicio timido no Brasil.
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