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RESUMO 

LIBERATO, Vanessa da Silva Saab. Minimização do meio de cultivo para produção de 

1,3-propanodiol a partir de glicerina bruta por Clostridium butyricum. Rio de Janeiro, 

2017. Dissertação (Mestrado em Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos) - 

Escola de Química, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2017. 

 

O 1,3-propanodiol (PDO) é um composto orgânico muito empregado como monômero 

na síntese de poliéteres, poliésteres e poliuretanos. Atualmente há grande interesse por sua 

obtenção através de rotas biotecnológicas. Um composto conhecido capaz de ser convertido a 

PDO através de micro-organismos selvagens é o glicerol. Este composto pode ser encontrado 

sob a forma de glicerina bruta, uma mistura de glicerol e impurezas provenientes do processo 

de produção do biodiesel. A glicerina bruta corresponde a cerca de 10% de todo produto gerado 

durante a síntese do biodiesel, sendo assim um resíduo abundante e de baixo custo. As rotas 

biotecnológicas de produção de PDO se propõem a serem alternativas mais baratas e 

ambientalmente amigáveis em comparação às rotas químicas. Porém, apesar do baixo custo da 

fonte de carbono utilizada na fermentação microbiana (glicerol), outros componentes 

indispensáveis para a célula, como o nitrogênio, podem vir a impactar negativamente os custos 

do processo. Esse é o caso do extrato de levedura, uma das principais fontes de nitrogênio 

empregadas em processos fermentativos. O presente trabalho se propôs a minimizar os 

componentes do meio de cultivo para produção de PDO, de modo a diminuir também os custos 

do processo. Planejamentos experimentais foram desenvolvidos partindo de um meio 

complexo, com nove componentes, sendo obtido um meio com apenas três componentes, em 

que se obteve um rendimento de até 0,72 mol de PDO/mol de glicerol. Apesar da diminuição 

de componentes presentes no meio de cultivo, o custo deste meio aumentou expressivamente. 

Diante desse quadro, foi estudada a substituição do extrato de levedura, componente mais caro 

do meio de cultivo, por milhocina, um resíduo agroindustrial de baixo custo. No meio de cultivo 

contendo 40 g/L de milhocina obteve-se 9,38 g/L de PDO após 24 horas de fermentação. O 

custo com o meio de cultivo também apresentou melhora, caindo de R$ 6,69 por litro, referente 

ao meio minimizado, para R$ 0,19 por litro. Dessa forma, a milhocina demonstrou ser uma 

excelente alternativa como fonte de nitrogênio e outros nutrientes para as células visando a 

produção de PDO. 

  

Palavras-chave: 1,3-propanodiol. Glicerol. C. butyricum. Milhocina.  



SUMMARY 

LIBERATO, Vanessa da Silva Saab. Minimization of the culture medium for the 

production of 1,3-propanediol from crude glycerin by Clostridium butyricum. Rio de 

Janeiro, 2017. Dissertation (Master in Technology of Chemical and Biochemical 

Processes) - School of Chemistry, Federal University of Rio de Janeiro, 2017. 

 

1,3-Propanediol (PDO) is an organic compound used as a monomer in the synthesis of 

polyethers, polyesters and polyurethanes. Currently there is great interest in its production 

through biotechnology routes. A known compound capable of being converted to PDO by wild 

microorganisms is glycerol, which can be found as crude glycerin, a mixture of glycerol and 

impurities from biodiesel production process. Crude glycerin corresponds to about 10% of all 

product generated during the synthesis of biodiesel, therefore an abundant and low cost residue. 

PDO production by biotechnology routes purpose to be cheaper and environmentally friendly. 

However, despite the low cost of main carbon source (glycerol), other indispensable 

components for cell, such as nitrogen, may have a negative impact on cost reduction. This is 

the case for yeast extract, which is one of the main nitrogen sources used in fermentation 

processes. The present work proposed to minimize the components of culture medium and to 

improve PDO production. Experimental designs were developed from a complex medium with 

nine components, obtaining a medium with only three components in which the yield was up 

to 0.72 mol of PDO/mol of glycerol. The cost of culture medium increased significantly despite 

the components reduction. So, corn steep liquor was used to substitute yeast extract, the most 

expensive component of culture medium. It was obtained 9.38 g/L of PDO after 24 hours of 

fermentation with 40 g/L of corn steep liquor. The cost of culture medium containing this 

residue was reduced from R $ 6.69 per liter to R$ 0.19 per liter. In this way, corn steep liquor 

seems to be an excellent source of nitrogen and other nutrients for cells in order to produce 

PDO. 

  

Keywords: 1,3-propanediol. Glycerol. C. butyricum. Corn steep liquor.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O 1,3-propanodiol, comumente chamado de PDO, é um composto alifático linear, que 

não possui coloração ou cheiro, líquido a temperatura ambiente e miscível em água, álcool e 

éter (NAZARETH, 2015). Trata-se de um importante intermediário químico na fabricação de 

poliéteres, poliuretanos e poliésteres. Também é empregado na indústria de alimentos, 

cosmética e farmacêutica (LEE et al., 2015). Atualmente, uma das principais aplicações do 

PDO é na fabricação de poli(tereftalato de trimetileno) (PTT). 

A produção de PDO vem crescendo rapidamente em todo mundo, sua ascensão 

vertiginosa está fortemente associada ao aumento da procura de seus derivados, que são 

utilizados na produção de produtos de alto valor agregado. Em 2012, a demanda global de PDO 

foi de 60,2 kt e espera-se que até 2019 chegue a aproximadamente 150 kt. Em termos 

monetários, a demanda global PDO deve aumentar de US$ 157 milhões, alcançado em 2012, 

para US $ 560 milhões em 2019 (LEE et al., 2015). 

Os processos convencionais de síntese química do PDO são baseados no uso da 

acroleína e do óxido de etileno. Esses processos inicialmente possibilitaram a síntese de PDO 

em escala industrial, mas possuem desvantagens, como condições extremas de processo e 

geração de substâncias tóxicas. Outro modo de sintetizar PDO é através de rota biotecnológica 

utilizando micro-organismos, como Citrobacter freudii, Klebsiella pheumonia, e Clostridium 

butyricum, além de micro-organismos geneticamente modificados (LEE et al., 2015). 

A obtenção de PDO por via biotecnológica, utilizando matéria-prima renovável, é 

especialmente atrativa quando comparada a produção por rota química, diretamente dependente 

de produtos fósseis. Entre os benefícios obtidos através dessa rota de produção estão, as 

condições brandas de processo, a não geração de intermediários tóxicos e o baixo custo da 

matéria-prima (NAZARETH, 2015). 

Uma substância de interesse a ser utilizada como substrato na produção de PDO 

através da bioconversão por micro-organismos é o glicerol. Atualmente o glicerol é obtido, 

principalmente, através da reação de transesterificação que dá origem ao biodiesel. Ele 

representa cerca de 10% em peso do produto total gerado da indústria do biodiesel, sendo 

considerado um rejeito industrial, além de um problema para os produtores devido à grande 

quantidade produzida. É estimado que dois terços da oferta mundial de glicerol seja proveniente 

da indústria do biodiesel nos dias atuais (LEE et al., 2015). A produção de biodiesel, por sua 

vez, vem crescendo a passos largos graças a uma série de estímulos governamentais e 
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ambientais para o emprego de um combustível de fontes renováveis. No Brasil, conforme a Lei 

nº 13.623/2016, a partir de 1 março de 2017 o teor de biodiesel presente no diesel fóssil passou 

de 7% para 8%, com previsão de aumento para os próximos dois anos. A proporção será elevada 

para 9% a partir de 1º de março de 2018 e a 10% em 1º de março de 2019, de acordo com a 

resolução estabelecida pelo governo. Com o aumento da concentração, a indústria brasileira de 

biodiesel prevê crescimento de quase 20% em 2017 ante o ano anterior (ANP, 2017; G1, 2017). 

O rápido crescimento da produção de biodiesel no mundo provocou uma drástica 

queda de preço do glicerol. Baseado em um relatório dos Estados Unidos, no ano de 2007, o 

preço do glicerol puro diminuiu exponencialmente de US$ 1,50/kg (antes do rápido crescimento 

na produção de biodiesel) para US$ 0,66/kg, enquanto o preço do glicerol bruto passou de US$ 

0,55/kg para US$ 0,11/kg (LEE et al., 2015). 

Além do glicerol, principal fonte de carbono na fermentação, outras substâncias são 

necessárias para a viabilidade da produção de PDO por micro-organismos. Como 30-40% dos 

custos totais de produção do PDO por rota biotecnológica estão associados ao meio de cultivo, 

o preço das fontes de carbono e nitrogênio para sua produção em escala industrial tornou-se um 

fator importante para a viabilidade econômica do processo. A eficiência de utilização dos 

substratos também afeta os rendimentos e consequentemente o custo. Portanto, a busca de 

fontes adequadas e econômicas de carbono e nitrogênio deve ser o primeiro passo para a 

industrialização (WANG, 2008). 

Sendo assim, o presente trabalho visou minimizar o número de componentes 

necessários na formulação do meio de cultivo para síntese de PDO a partir de glicerina bruta 

utilizando Clostridium butyricum. Além disso, minimizar o custo do meio de cultivo 

substituindo componentes relevantes por resíduo industrial, como por exemplo, a substituição 

do extrato de levedura pela milhocina. A milhocina é proveniente do beneficiamento do milho 

possuindo uma grande quantidade de nitrogênio e aminoácidos, além de outros nutrientes, em 

sua composição. Por ser um resíduo agroindustrial, apresenta baixo custo e vasta 

disponibilidade. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 1,3-PROPANODIOL 

 

O 1,3-propanodiol (PDO) é um composto alifático linear, sem coloração ou cheiro, 

líquido a temperatura ambiente, miscível em água, álcool e éter (NAZARETH, 2015). Possui 

três átomos de carbono em sua estrutura (Figura 1).  

 

 

Figura 1 - Fórmula estrutural do 1,3-propanodiol. 

 

As propriedades físico-químicas do PDO estão contidas na Tabela 1. 

 

Tabela 1 Propriedades físico-químicas do 1,3-propanodiol. 

PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS 

Nome IUPAC Propan-1,3-diol 

Outros nomes 1,3-propanodiol, trimetilenoglicol, 1,3-di-hidroxi-propano 

Número CAS 504-63-2 

Fórmula molecular C3H8O2 

Solubilidade em água 100 g L-1 

Massa molar 76.09 g mol-1 

Temperatura de ebulição 210-212 ºC 

Temperatura de fusão -28 ºC 

Índice de refração 1,436 (20 ºF) 

Densidade 1,0597 g cm-3 

Calor específico 0,53 BTU/lb/°F 

Viscosidade 52 cp 

Temperatura de fulgor 131 ºC 

Temperatura de autoignição 405 ºC 

Pressão de vapor 0,08 mmHg 

Fonte: NAZARETH, 2015. 
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2.1.1 Aplicação 

 

É um importante intermediário químico na fabricação de poliéteres, poliuretanos e 

poliésteres. É também amplamente utilizado em alimentos, cosméticos e na indústria 

farmacêutica. O PDO também pode ser utilizado como intermediário na síntese de biocidas e 

compostos heterocíclicos (LEE et al., 2015).  

Atualmente, o PDO é amplamente utilizado na fabricação de poli(tereftalato de 

trimetileno) (PTT) (Figura 2). O PDO é adequado para a produção de PTT porque não confere 

rigidez como o etileno glicol e também evita a flexibilidade do 1,4-butanodiol e do 1,6-

hexandiol. O PTT proveniente do PDO apresenta forma de bobina ou zig-zag que lhe confere 

uma característica melhor no alongamento e na recuperação de estiramento. Além disso, o 

poliéster à base de PDO possui temperatura de tingimento mais baixa, maior resistência aos 

raios UV e melhor resistência também à lavagem do que outros poliésteres disponíveis 

comercialmente (LEE et al., 2015). 

 

 

Figura 2 - Poli(tereftalato de trimetileno) (PTT) (LEE et al., 2015). 

 

2.1.2 Obtenção 

 

Os processos convencionais de síntese química do PDO são baseados no uso da 

acroleína e do óxido de etileno, esses processos inicialmente possibilitaram o uso do PDO em 

escala industrial. Muitos processos foram desenvolvidos visando à produção do PDO a partir 

de glicerol, nas formas bruta e pura. Segundo a literatura, o PDO pode ser obtido a partir do 

glicerol: por rota biotecnológica utilizando micro-organismos, como Citrobacter freudii, 

Klebsiella pheumonia, e Clostridium butyricum, e também através de reações químicas 

catalíticas, como a hidrogenólise (LEE et al., 2015). 

 

2.1.2.1 Rotas químicas 
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De forma geral, a obtenção do PDO através de síntese química requer altas 

temperaturas, elevada pressão, catalisadores caros, produz intermediários tóxicos e poluentes, 

e depende diretamente dos combustíveis fósseis (DA SILVA et al., 2014). 

Atualmente, o PDO é quimicamente obtido por meio de dois derivados do petróleo, a 

acroleína (rota Degussa-DuPont) e o óxido de etileno (rota Shell) (Figura 3). A primeira rota 

(Figura 3, esquema A) consiste na hidratação da acroleína a 3-hidroxipropioaldeído (3-HPA), 

seguida da hidrogenação catalítica do 3-HPA formado, obtendo-se o PDO. Durante o processo, 

a acroleína tem uma grande tendência a se polimerizar através da autocondensação. A reação 

de hidratação tem de competir com autocondensação da acroleína para produzir 3-HPA, 

fazendo com que o rendimento obtido nesse processo seja modesto. Na segunda rota (Figura 3, 

esquema B) o óxido de etileno, em presença de catalisador organometálico, reage com o 

monóxido de carbono produzindo hidroxialdeído. Por sua vez o hidroxialdeído é reduzido por 

hidrogenação, gerando PDO. A baixa eficiência de conversão dos processos, bem como sua 

natureza perigosa, tem estimulado o grande interesse na produção de PDO a partir de outras 

fontes, especialmente de glicerol. O principal processo de conversão química de PDO a partir 

do glicerol é a hidrogenólise catalítica (DA SILVA et al., 2014). 

 

 

Figura 3 - Síntese química do 1,3-propanodiol, partindo da acroleína como matéria-prima (tecnologia da Degussa) (A) e do 

óxido de etileno (tecnologia da Shell) (B) (DA SILVA et al., 2014). 

 

A hidrogenólise é um processo químico catalítico que consiste no rompimento da 

ligação química C-O do glicerol, após a adição simultânea de um átomo de hidrogênio nos 

fragmentos da molécula resultante (LEE et al., 2015) (Figura 4). Por se tratar de um composto 

saturado, com maior razão O/C quando comparado com grande parte das commodities 
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químicas, a conversão do glicerol em PDO através da hidrogenólise é uma das rotas químicas 

mais interessantes (DA SILVA et al., 2014). 

 

 

Figura 4 - Produção química do 1,3-propanodiol através da desidratação e hidrogenação do glicerol (processo de 

hidrogenólise) (DA SILVA et al., 2014). 

 

2.1.2.2 Rota biotecnológica 

 

A conversão biológica de glicerol em PDO é principalmente alcançada pelo processo 

de fermentação de bactérias anaeróbias ou por fermentação micro-aeróbia. A conversão 

bacteriana do glicerol a PDO é conhecida há mais de 130 anos, descoberta pelo químico 

austríaco August Freund, em 1881, ao utilizar Clostridium pasteurianum em cultura mista (LEE 

et al., 2015).  

A rota biotecnológica de produção do PDO a partir de matéria-prima renovável é uma 

alternativa especialmente atrativa quando comparada a produção por rota química, pois utiliza 

como substrato um resíduo industrial, apresenta condições brandas de processo e não gera 

subprodutos tóxicos. De acordo com a literatura, o glicerol é o único substrato possível de ser 

convertido a PDO por micro-organismos selvagens (NAZARETH, 2015). 

A Tabela 2 contém uma seleção de dados coletados da literatura em que se pode 

observar algumas das espécies produtoras, tipo de substrato, regime do processo e resultados 

de produção, rendimento e produtividade alcançados. 

 

2.1.2.3 Micro-organismos produtores 

 

Poucos micro-organismos estão habilitados a sintetizar PDO como enterobactérias dos 

gêneros Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Lactobacilus e espécies de Clostridium, entre 

outras (NAZARETH, 2015). Dentre os gêneros citados, os mais estudados para produção de 

PDO são Clostridium, Enterobacter e Lactobacillus (LEE et al., 2015). 
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Tabela 2 Resultados da produção de PDO a partir de glicerol encontrados na literatura. 

Substrato Tipos de espécie Processo 
PDO 

(g/L) 

Yp/s 

(g/g) 

Q 

(g/L.h) 
Referência 

Glicerol C. butyricum DSM 5431 Batelada 56.0 0.51 1.93 BIEBL et al. (1992) 

Glicerol C. butyricum VPI3266 
Batelada 

alimentada 
65.0 0.57 1.21 SAINT-AMANS et al. (1994) 

Glicerol C. butyricum VPI3266 Batelada 14.8 0.49 1.54 
GONZÁLEZ-PAJUELO et al. 

(2004) 

Glicerol 

bruto 
C. butyricum VPI3266 Batelada 15.8 0.51 1.59  

Glicerol C. acetobutylicum DG 
Batelada 

alimentada 
84 0.54 1.7 

GONZÁLEZ-PAJUELO et al. 

(2005) 

Glicerol C. diolis DSM 15410 
Batelada 

alimentada 
47.5 0.49 2.15 OTTE et al. (2009) 

Glicerol K. pneumonia HR526 
Batelada 

alimentada 
95.4 0.40 1.98 XU et al. (2009) 

Glicerol 
K. pneumonia HR526 (geneticamente 

modificada) 

Batelada 

alimentada 
102.1 0.43 2.13  

Glicerol K. pneumonia KG1 
Batelada 

alimentada 
98.8 0.42 3.29 ZHAO et al. (2009) 

Glicerol 
K. pneumonia KG1 (geneticamente 

modificada) 

Batelada 

alimentada 
90.9 0.53 2.16  

Glicerol E. coli K12 ER2925 (geneticamente Batelada 104.4 0.90 2.61 TANG et al. (2009) 
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PDO: concentração final de PDO produzido em 24 horas de fermentação.  

Yp/s: rendimento (gramas de PDO formado/ gramas de glicerol consumido).  

Q: produtividade (gramas por litro de PDO produzido/ horas de fermentação).

modificada) alimentada 

Glicerol C. butyricum VPI 1718 Batelada 11.3 0.60 0.94 CHATZIFRAGKOU et al. (2010) 

Glicerol C. saccharobutylicum NRRL B-643 Batelada 6.7 0.36 0.28 GUNGORMUSLER et al. (2010a) 

Glicerol 

bruto 
C. beijerinckii NRRL B-593 Batelada 10.0 0.48 0.42 GUNGORMUSLER et al. (2010b) 

Glicerol 

bruto 
C. pasteurianum MNO6 

Batelada 

alimentada 
27.0 0.21 1.20 JENSEN et al. (2012) 

Glicerol C. butyricum AKR102a 
Batelada 

alimentada 
93.7 0.52 3.3 WILKENS et al. (2012) 

Glicerol 

bruto 
C. butyricum AKR102a 

Batelada 

alimentada 
76.2 0.51 2.3  

Glicerol 

bruto 
C. butyricum VPI 1718 Batelada 65.5 0.52 1.15 CHATZIFRAGKOU et al. (2014) 

Glicerol C. butyricum DSP1 Batelada 27.5 0.55 1.18 
SZYMANOWSKA-

POWAŁOWSKA (2015) 

Glicerol 

bruto 
C. butyricum DSP1 Batelada 26.2 0.52 0.94  

Glicerol 
C. beijerinckii DSM 791 (geneticamente 

modificada) 
Batelada 17.5 0.55 0.72 WISCHRAL et al. (2016) 

Glicerol 

bruto 

C. beijerinckii DSM 791 (geneticamente 

modificada) 
Batelada 19.7 0.55 0.56  
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2.2 GLICEROL 

 

Trata-se de um composto orgânico pertencente a função álcool, também chamado de 

propano-1,2,3-triol. A presença dos três grupos hidroxila em sua estrutura é responsável pela 

solubilidade em água e sua natureza higroscópica. É um líquido viscoso e incolor, de sabor 

adocicado, inodoro, derivado de fontes naturais ou petroquímica. O nome glicerol, originário 

da palavra grega glykys, significa doce (BEATRIZ et al., 2011). Sua fórmula estrutural pode 

ser observada na Figura 5. 

 

 

Figura 5 - Fórmula estrutural do glicerol. 

 

É uma molécula de elevada flexibilidade, formando ligações tanto intramoleculares 

como intermoleculares através do hidrogênio. Utilizando os métodos da teoria de densidade 

funcional (DFT), estudos teóricos afirmam existir 126 formas possíveis de confôrmeros para o 

glicerol. Em fase aquosa, sua molécula é estabilizada por uma combinação de ligações de 

hidrogênio intramoleculares e pela solvatação intermolecular de suas hidroxilas. O confôrmero 

de maior estabilidade energética tende a ser o que possui duas ligações intramoleculares do 

hidrogênio, além da solvatação (BEATRIZ et al., 2011). As características físico-química do 

glicerol estão contidas na Tabela 3. 

O glicerol pode ser encontrado comercialmente sob a forma de glicerina, que consiste 

em uma mistura de glicerol e impurezas provenientes do processo de produção. A glicerina foi 

preparada pela primeira vez pelo químico sueco Carl W. Scheele, em 1779, através do 

aquecimento do azeite de oliva com litargírio (PbO, usado em cerâmicas como esmalte). Ele 

denominou sua descoberta como “o princípio doce das gorduras”, após lavar com água e obter 

uma solução adocicada, que deu origem a um líquido viscoso e pesado com a evaporação da 

água (BEATRIZ et al., 2011). 
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Tabela 3 Propriedades físico-químicas do glicerol. 

PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS 

Peso molecular (g/mol) 92,09 

Densidade (glicerol 100%) 25°C 1,262 Kg/mG 

Viscosidade 20 °C 939 cps 

Ponto de ebulição (101,3 KPa) 290°C 

Ponto de fusão 18°C 

Ponto de ignição 177°C 

Tensão superficial 20°C 63,4 mN/m 

Calor específico (glicerol 99,94%) 26°C 2,435 J/g 

Calor de evaporação 55°C 88,12 J/mol 88,12 J/mol 

Fonte: NAZARETH, 2015. 

 

Dentre as impurezas presentes no glicerol proveniente da produção de biodiesel, os 

principais componentes encontrados consistem em ácidos graxos, catalisadores, metanol, 

sabão, sais de potássio, metais pesados, sais de sódio, lignina e outras impurezas orgânicas 

(NAZARETH, 2015). 

A Tabela 4 mostra a composição do glicerol na forma bruta e purificada. 

 

Tabela 4 Composição química do glicerol bruto e purificado. 

PARÂMETRO GLICEROL BRUTO GLICEROL PURIFICADO 

Teor de glicerol (%) 60 - 80 99,1 - 99,8 

Teor de umidade (%) 1,5 - 6,5 0,11 - 0,8 

Cinza (%) 1,5 - 2,5 0,05 

Sabão (%) 3,0 - 5,0 0,56 

Acidez (pH) 0,7 - 1,3 0,10 - 0,16 

Cloreto (ppm) ND 1,00 

Cor (APHA) Escuro 34 - 45 

Adaptado de: LEE et al., 2015. 

 

Durante a produção do biodiesel, os tipos de ácido graxo e catálise utilizadas, 

influenciam diretamente as características físicas, químicas e nutricionais do glicerol bruto 

(YAZDANI e GONZALEZ, 2007). Por serem considerados compostos tóxicos e recalcitrantes, 

os sulfetos, sulfatos e cloretos encontrados na glicerina tem efeito significativo no metabolismo 
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das células (VIANA, 2011). Em contrapartida, também contém elementos que podem 

beneficiar o crescimento celular durante o processo fermentativo, como nitrogênio, fósforo, 

magnésio, cálcio, enxofre e sódio (ROSSI, 2012). A Tabela 5 mostra a composição do glicerol 

bruto obtido na produção de biodiesel em função da matéria prima utilizada. 

 

Tabela 5 Composição do glicerol bruto obtido na produção de biodiesel em função da matéria-prima utilizada (RIVALDI et 

al., 2008). 

Matéria-prima 

 Composição Mostarda* Mostarda** Canola Soja ROV 

ppm 

Ca 11,70 23,00 19,70 11,00 ND 

K ND ND ND ND ND 

Mg 3,90 6,60 5,40 6,80 0,40 

P 25,30 48,00 58,70 53,00 12,00 

S 21,00 16,00 14,00 ND 19,00 

Na 1,17 1,23 1,07 1,20 1,40 

% (p/p) 

C 24,00 24,30 26,30 26,00 37,70 

N 0,04 0,04 0,05 0,04 0,12 

*Ida Gold, **Pac Gold, ROV: resíduos de óleo vegetal (óleo usado), ND: não detectado 

 

2.2.1 Aplicação 

 

O glicerol é um dos compostos químicos mais valiosos conhecido pelo homem no que 

diz respeito à sua vasta possibilidade de utilização. Como pode ser visto na Figura 6 e na Tabela 

6, essa substância possui incontáveis aplicações na indústria, porém a demanda de mercado 

ainda é muito pequena comparada a enorme produção de glicerol da indústria do biodiesel 

(Tabela 7), que ainda apresenta expectativa de grande aumento.  
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Figura 6 - Mercado do glicerol (volumes e usos industriais) (BEATRIZ et al., 2011). 

 

Tabela 6 Classificação e uso dos tipos comerciais de glicerol purificado. 

GRAU TIPO DE GLICEROL USO 

I Grau técnico ~ 99,5% Composto intermediário de várias sínteses 

químicas, porém não é usado em alimentos ou 

medicamentos 

II Grau *USP 96 - 99,5% Alimentos, medicamentos e cosméticos 

III Grau Kosher ou 

USP/**FCC 99,5 - 

99,7% 

Bebidas e alimentos Kosher 

*USP—United States pharmacopeia. 

**FCC—Food chemical codex. 

Adaptado de: LEE et al., 2015. 

 

No Brasil, o glicerol é principalmente consumido pelas indústrias de cosmético, 

farmacêutica e de sabão (Tabela 8), utilizado geralmente como umectante na forma bruta 

(BEATRIZ et al., 2011). Porém o uso dos derivados de transformações químicas a partir do 

glicerol ainda é muito modesto, os principais são na produção de explosivos (na forma de 

nitroglicerina) e geração de resinas alquílicas (NAZARETH, 2015). 

É tido como uma ótima fonte de carbono para bactérias e leveduras, tanto sob 

condições de anaerobiose quanto em aerobiose, por ser intensamente assimilável por esses 

organismos, agindo como regulador do potencial redox e na reciclagem de fosfato inorgânico 
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intracelular (NAZARETH, 2015). 

 

Tabela 7  Aplicação do glicerol nos principais mercados mundiais. 

Aplicação em 

MERCADO (%) 

EUA 

(160.000 

t/ano) 

Europa 

(190.000 

t/ano) 

Japão 

(50.000 

t/ano) 

China 

(80.000 

t/ano) 

Fármacos 39,50 23,10 34,00 5,20 

Tabaco 15,80 2,50 5,30 7,30 

Triacetato de 

glicerina 
- 14,40 - - 

Alimentos 14,50 5,60 - - 

Poliéter álcool 10,50 13,10 11,60 5,20 

Tintas 9,20 13,10 19,50 49,00 

Celofane 2,00 4,40 3,80 1,50 

Dinamite 0,60 3,10 1,90 3,10 

Creme dental - - - 16,00 

Cosméticos - - - 6,30 

Miscelâneas 7,90 20,60 23,90 7,20 

Adaptado de: BEATRIZ et al., 2011. 

 

Tabela 8 Distribuição do consumo de glicerina em diferentes setores da indústria brasileira. 

Uso em % 

Cosméticos, saboaria, fármacos 28 

Revenda 15 

Ésteres 13 

Poliglicerina 12 

Alimentos e bebidas 8 

Resinas alquílicas 6 

Filmes de celulose 5 

Tabaco 3 

Papel 1 

Outros 10 

Adaptado de: BEATRIZ et al., 2011. 
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Dentro da produção de PDO, o glicerol possui ótimo potencial de conversão. Os 

rendimentos teóricos de formação de PDO a partir do glicerol estão expressos na Tabela 9, 

porém o metabolismo da célula sofre a influência de muitos fatores (descrito no item 2.4.1), 

diminuindo os rendimentos obtidos experimentalmente. 

 

Tabela 9 Máximo rendimento teórico de PDO a partir do glicerol. 

BALANÇO DE MASSA GLOBAL 

8 Glicerol = 7 PDO + 3 CO2 + 4 H2O 

Rendimento = 0,875 mol/mol 

BALANÇO SUJEITO A FORMAÇÃO DE DIFERENTES METABÓLITOS 

4 Glicerol = 3 PDO + acetato + CO2 + 2 H2O 

Rendimento = 0,750 mol/mol 

3 Glicerol = 2 PDO + acetato + formiato + H2O 

Rendimento = 0,667 mol/mol 

Adaptado de: NAZARETH, 2015 

 

2.2.2 Obtenção 

 

Em 1870, foi desenvolvido um método de recuperação da glicerina e do sal das lixívias 

provenientes do sabão. A contar de 1948, aproximadamente, o glicerol é sintetizado a partir da 

epicloridrina, obtida do propileno, uma matéria-prima petroquímica (Figura 7) (BEATRIZ et 

al., 2011). 

 

Figura 7 - Produção do glicerol a partir de matérias-primas petroquímicas (BEATRIZ et al., 2011). 
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Nos dias de hoje, o glicerol é majoritariamente obtido através da reação de 

transesterificação que dá origem ao biodiesel. Esse composto representa proporcionalmente 

cerca de 10% em peso do produto total gerado da indústria do biodiesel. A cada três moléculas 

de éster metílico de ácido graxo produzidas, uma molécula de glicerol é formada. Atualmente 

dois terços da oferta mundial de glicerol é proveniente da indústria do biodiesel (LEE et al., 

2015). O glicerol também pode ser produzido pela fermentação microbiana a partir do álcool 

alílico, ou pela hidrogenação de carboidratos (BEATRIZ et al., 2011). 

 

2.2.3 Biodiesel 

 

A vulnerabilidade política provoca instabilidade nos preços dos combustíveis fósseis 

no mercado mundial. Além dos preços instáveis, um grande esforço coletivo é necessário para 

conseguir reduzir as emissões de CO2 pela queima de combustíveis fósseis, uma vez que este 

gás de efeito estufa é um grande vilão no aquecimento global. Dessa forma, por razões 

ecológicas e econômicas, há um expressivo interesse na geração de biocombustíveis a partir de 

fontes renováveis. Entre os biocombustíveis mais utilizados ao redor do mundo está o biodiesel 

(LEE et al., 2015). 

Já é possível observar um acelerado crescimento do uso do biodiesel nos Estados 

Unidos e na Europa, graças as políticas governamentais de estímulo ao desenvolvimento e 

emprego de biocombustíveis. Em 2010 a Europa produziu cerca de 10 milhões de toneladas de 

biodiesel (Figura 8). Apesar da elevada produção no ano anterior, desde 2011 houve queda na 

produção do biocombustível, provocando aumento nas importações de outros países como 

EUA, Brasil, Argentina e países da Ásia. Esta baixa na produção acabou gerando um aumento 

expressivo na produção do biodiesel dentro desses países, passando de 10 milhões de toneladas 

no ano de 2011 (LEE et al., 2015). 
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A produção mundial de biodiesel apresentou um crescimento médio anual de 42% em 

2015 (LEE et al., 2015). No Brasil, conforme a Lei nº 13.623/2016, a partir de 1 março de 2017 

o teor de biodiesel presente do diesel fóssil passou a ser de 8%, com aumento previsto de 1% 

ao ano nos próximos dois anos (ANP, 2017). A Figura 9 mostra a produção no Brasil de 

biodiesel em metros cúbicos, entre 2005 e 2016. 

 

 

Figura 8 - Produção global e européia de biodiesel entre 2000 e 2012 (REJNA et al., 2016). 

 

O biodiesel é obtido através da esterificação de ácidos graxos vegetais ou gordura 

animal com álcool (metanol ou etanol) na presença de catalisador básico (KOH ou NaOH) 

(Figura 10). Para combustão em motores ele pode ser utilizado puro ou em mistura com o diesel 

de fontes fósseis. Em comparação com o combustível convencional, o biodiesel é caracterizado 

por emitir menos poeira, fumaça, hidrocarbonetos, dióxido e monóxido de carbono. Além disso, 

é menos tóxico e mais biodegradável, fazendo com que seja considerado um combustível mais 

amigável ao meio ambiente (LEE et al., 2015). 
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Figura 9 Produção mensal de biodiesel no Brasil em metros cúbicos. 

 

 

Figura 10 - Transesterificação de triglicerídeos com metanol (DA SILVA et al., 2014). 

 

Com o rápido crescimento da produção de biodiesel no mundo, o glicerol bruto, como 

principal subproduto dessa indústria, vem sofrendo uma drástica queda de preço. Baseado em 
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um relatório dos Estados Unidos, o preço do glicerol puro diminuiu exponencialmente de US$ 

1,50/kg (antes do rápido crescimento na produção de biodiesel em 2007) para US$ 0,66/kg, 

enquanto o preço do glicerol bruto passou de US$ 0,55/kg para US$ 0,11/kg. Esse cenário faz 

com que os produtores precisem investir muito dinheiro em alternativas para conseguir retirar 

os grandes excedentes de glicerol de suas indústrias (LEE et al., 2015). No Brasil, até janeiro 

de 2017, o preço do glicerol bruto exportado ficou em torno de US$ 0,17/kg (ALICEWEB, 

2017).  

Dessa forma o glicerol bruto vem a ser um substrato de grande interesse por seu baixo 

custo e pela iminente necessidade do direcionamento desse excedente da indústria do biodiesel. 

 

2.3 MILHOCINA 

 

O milho é um dos cereais mais cultivados do mundo, com origem na América, espalhou-

se em outros continentes após o Descobrimento por Cristóvão Colombo. Atualmente existem 

aproximadamente 150 espécies de milho conhecida, diferindo em cor, formato com grande 

diversidade (ABIMILHO, 2015).  

No Brasil, estima-se que a produção de milho para o período 2016/2017 alcance a marca 

histórica de 87,4 milhões de toneladas (FOLHA, 2017). O milho é considerado muito 

energético, possui cerca de 360 Kcal em 100 g, onde 70% são glicídios, 10% proteínas e 4,5% 

lipídeos. Rico em proteínas, gorduras, carboidratos, cálcio, ferro, fósforo e amido age como 

grande aliado no suprimento de necessidades nutricionais. Pode ser consumido diretamente ou 

como componente na fabricação de diversos produtos alimentícios (ABIMILHO, 2015). 

O grão do milho apresenta alguns componentes básicos: endosperma, película, água e 

germe (Figura 11). O endosperma representa a maior parte do grão do milho, composto 

majoritariamente por amido, cerca de 61%. Além de amido também se encontram no 

endosperma aproximadamente 7% de glúten (envolvendo os grânulos de amido), uma modesta 

porcentagem de gordura e outros componentes. A película é a camada que cobre o grão, depois 

de processada é utilizada na composição de rações animais. O germe é a parte vegetativa e fonte 

do óleo extraído do milho. A água corresponde a cerca de 16% da composição do milho  

(ABIMILHO, 2015). 
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Figura 11 Recorte vertical do milho representando seus componentes básicos. 

 

Durante seu beneficiamento, o milho passa por processos a seco e a úmido. No 

primeiro caso retira-se o germe do grão, que será utilizado principalmente na indústria de 

alimentos, sendo também empregado desde em produtos da indústria farmacêutica até em 

rações para animais. No segundo caso, água é utilizada no processo inicial de maceração do 

milho, resultando em um liquor rico em vitaminas, majoritariamente do complexo B 

(ABIMILHO, 2015). O liquor obtido na etapa de maceração, considerado um subproduto e 

rejeito agroindustrial, é conhecido como milhocina, água de maceração ou, do inglês, corn steep 

liquor (CSL). 

Por se tratar de um rejeito, a milhocina vem a ser extremamente barata. Segundo TAN 

et al. (2016), uma tonelada de milhocina custa cerca de US$ 200, aproximadamente R$ 627. 

Porém, pelo mesmo motivo de seu baixo custo, não existe qualquer tipo de padrão ou controle 

dos componentes presentes na milhocina. Sua composição varia muito de acordo com o tipo de 

milho, processamento do amido, e das variáveis do processo de um modo geral. Apesar disso, 

este subproduto tem por característica possuir uma grande quantidade de nitrogênio e 

aminoácidos, além de outros nutrientes, em sua composição. Em torno de 30% do nitrogênio 

do milho, e 6,9% de seus sólidos, são encontrados na milhocina. Seu pH pode variar entre 3,7 

a 4,1 (AMARTEY et al., 2000).  

 

Amido 

Endosperma 

Amido e glúten 

Película e fibras 

Germe 
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2.3.2 Aplicação 

 

O emprego da milhocina como fonte de nitrogênio em processos biotecnológicos é 

descrito a partir da década de 40, com maior relevância na indústria da penicilina. MOYER e 

COGHILL (1946), conseguiram aumentar significativamente seus rendimentos de penicilina 

ao suplementarem um meio de cultivo contendo Penicililium notatum-chrysogenum com 

milhocina. 

O ponto negativo da milhocina em processos fermentativos é o fato de sua composição 

ser variável. Apesar disso, tem grande potencial para ser utilizada nesses processos por sua 

riqueza de nutrientes a baixo custo, principalmente se comparada insumos como o extrato de 

levedura (TAN et al., 2016).  

É principalmente utilizada como complemento na ração animal, porém em alguns 

casos, devido à alta concentração de matéria orgânica presente, determinados tratamentos 

precisam ser empregados para se evitar o comprometimento de ecossistemas aquáticos, 

aumentando expressivamente o custo e inviabilizando o uso da milhocina (ZANOTTO, 2011).  

 

2.4 Clostridium spp. 

 

São bactérias em forma de bastonetes que medem 0,3-2,0 μm de diâmetro e 1,5-20 μm 

de comprimento. Se arranjam aos pares ou em cadeias curtas com as extremidades arredondadas 

ou pontiagudas. São pleomórficas e geralmente móveis por flagelos peritríquios. Formadoras 

de esporos ovais ou esféricos que deformam sua parede celular. Geralmente gram positivos 

(GOMES, 2013). 

A maioria das espécies é quimiorganotrófica, porém algumas são quimioautotróficas 

e quimiolitotróficas. Podendo ser sacarolíticas, proteolíticas, nenhum ou ambos (GOMES, 

2013). 

Metabolicamente são muito diversos, apresentando temperaturas ótimas entre 10º C e 

65º C. Estão difundidos no ambiente, podendo ser encontrados do solo até o trato gastrintestinal 

de animais e do homem, onde são capazes de sobreviver e multiplicar-se (GOMES, 2013). 

Possuem grande importância para o meio ambiente em vários aspectos e níveis, como por 

exemplo na: saúde e fisiologia humana e animal; na degradação anaeróbia de carboidratos 

simples e complexos (incluindo biomassa celulósica); na acidogênese e no ciclo de carbono na 

Terra; além da degradação / biorremediação de produtos orgânicos complexos. (TRACY et al., 

2012) 
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Estes organismos oferecem enormes vantagens no que diz respeito a diversidade e 

flexibilidade na utilização de substratos, tais como polissacarídeos, polipeptídeos, gorduras e 

ácidos nucléicos. Além de possuírem capacidades biossintéticas únicas e boa tolerância a 

metabólitos e substratos tóxicos (TRACY et al., 2012; WANG, 2008). 

 

2.4.1 Metabolismo 

 

Duas vias metabólicas competitivas são responsáveis por degradar o glicerol, uma 

oxidativa e a outra redutiva (Figura 12). Na oxidativa é observada a presença de duas enzimas, 

a glicerol deshidrogenase e a dihidroxiacetona quinase. A enzima glicerol desidrogenase faz a 

conversão do glicerol em dihidroxiacetona, liberando NADH2. A segunda enzima, a 

dihidroxiacetona quinase, transforma a dihidroxiacetona formada pela primeira enzima em 

dihidroxiacetona-fosfato através de fosforilação utilizando um ATP. Essa dihidroxiacetona-

fosfato por sua vez é direcionada para a via glicolítica, que será responsável por gerar ATP e 

NADH2. Na via redutiva o glicerol é desidratado através da enzima glicerol desidratase, dando 

origem ao 3-hidroxipropionaldeido. A segunda enzima participante da via redutiva, a 1,3-

propanodiol oxiredutase, converte o 3-hidroxipropionaldeído em PDO utilizando um NADH2 

e liberando um NAD+. A geração e balanceamento dos aceptores de elétrons, no caso NAD+, 

é feita pela complementação entre as vias oxidativa e redutiva. 

A distribuição dos metabólitos formados depende de vários fatores complexos que 

influenciam a fisiologia da célula, regulação gênica e etc. O maior rendimento de PDO é 

observado nas culturas que tenham como subproduto apenas o ácido acético, além de CO2 e H2, 

pois participa de forma positiva do metabolismo no que diz respeito a produção de PDO. Para 

melhorar ainda mais sua produtividade deve-se reduzir a evolução de H2 (DA SILVA et al., 

2014). 
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Figura 12 - Via metabólica do Clostridium butyricum a partir do glicerol. 1 = hidrogenase; 2 = Ferredoxina-NAD(P)+-

redutase; 3 = NAD(P)H-ferredoxina redutase; 4 = glicerol desidrogenase; 5 = DHA quinase; 6 = 1,3-propanodiol 

desidrogenase; 7 = glicerol desidratase; 8 = fosfotransacetilase; 9 = acetato linase; 10 = fosfotransbutilase; 11 = butirato 

quinase;12 = piruvatoferredoxina oxirredutase; 13 = gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase  (SÁ, 2011). 
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De acordo com a literatura, os principais subprodutos gerados através da fermentação 

do glicerol por C. butyricum são os ácidos butírico e acético, ocorrendo uma pequena 

quantidade também de etanol. Quando as duas moléculas de NADH2 produzidas durante a 

formação de uma molécula de piruvato são direcionadas a formação de etanol ou butanol, o 

rendimento de PDO é reduzido e a produção de biomassa é aumentada. O ácido butírico é 

gerado após condensação de duas moléculas de acetil-CoA em uma reação em cadeia que 

envolve duas etapas de oxidação-NADH2, formando ATP. A preferência por determinada via 

do metabolismo depende da fonte de nutriente limitante. Quando é o caso da fonte de carbono 

ser a limitante para a bactéria C. butyricum, a via utilizada é a do ácido butírico, pois apresenta 

o maior rendimento de energia, suprimindo assim a via do PDO. Já quando o fator limitante é 

um nutriente inorgânico e a fonte de carbono está em excesso, a via escolhida é a de formação 

do PDO e do ácido acético. As altas concentrações de glicerol, como fonte de carbono, 

favorecem a via redutiva. O mesmo vale para o oposto, em baixas concentrações de glicerol os 

metabólitos da via oxidativa são favorecidos (NAZARETH, 2015; DA SILVA et al., 2014). 

Além da fonte de nutriente limitante, outro fator que vem a ser importante na 

determinação dos produtos gerados durante o metabolismo é o pH. Estudos indicam que o pH 

ácido tem efeito positivo no direcionamento para via oxidativa, enquanto o pH próximo da 

alcalinidade induz a formação dos produtos da via redutiva (NAZARETH, 2015). 

De modo geral os principais fatores de impacto na formação de metabólitos são a 

concentração de substrato (e consequentemente de nutrientes), a temperatura e o pH do meio 

de cultivo (NAZARETH, 2015). 
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3 OBJETIVO 

 

Diante da importância da conversão da glicerina bruta proveniente da indústria do 

biodiesel em produtos rentáveis e do desenvolvimento de processos alternativos para a 

biossíntese do PDO, o presente trabalho teve como objetivo o estudo da produção de PDO a 

partir da glicerina bruta utilizando a bactéria anaeróbia Clostridium butyricum NCIMB 8082. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Minimização dos componentes do meio de cultivo; 

• Identificação e quantificação dos produtos biossintetizados; 

• Avaliação da substituição do extrato de levedura por milhocina. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAIS 

 

As substâncias utilizadas na composição dos meios de cultivo foram: KH2PO4 (Isofar 

- RJ, Brasil), NH4Cl (Vetec - RJ, Brasil), MgSO4.7H2O (Vetec - RJ, Brasil), CaSO4.2H2O 

(Vetec - RJ, Brasil), extrato de levedura (Sigma-Aldrich - SP, Brasil), ZnCl2 (Vetec - RJ, 

Brasil), FeSO4.7H2O (Vetec - RJ, Brasil), Na2SeO3.5H2O (Vetec - RJ, Brasil). 

Meio sintético Reinforced Clostridial Medium (Oxoid - Hampshire, UK) contém 10 

g/L de extrato de carne, 10 g/L de peptona, 5g/L de cloreto de sódio, 5 g/L de dextrose, 3 g/L 

de extrato de levedo, 3 g/L de acetato de sódio, 1 g/L de amido solúvel, 0,5 g/L L-cisteína HCl 

e 0,5g/L de ágar), de pH 6,8 +/- 0,2 a 25ºC. 

A glicerina bruta utilizada, com pureza de aproximadamente 82%, foi obtida a partir 

de uma planta piloto de geração de biodiesel da Petróleo Brasileiro S/A (Petrobras).  

Foram utilizadas membranas CHROMAFIL ® (Macherey-Nagel - GA, USA) de 0,45 

µm de diâmetro. 

O nitrogênio industrial foi obtido de Air Products Brasil LTDA (SP, Brasil). 

A solução concentrada de milhocina foi obtida da Ingredion Brasil Ing. Ind. LTDA 

(RJ, Brasil). Sua composição foi determinada através da análise realizada pelo Laboratório 

Agronômico S/C Ltda. (LAGRO). 

 

4.2 EQUIPAMENTOS 

 

Nos experimentos e análises realizadas foram utilizados os seguintes equipamentos: 

 

1. Centrífuga Eppendorf 5804R; 

2. Centrífuga IKA® mini G; 

3. Espectrofotômetro Bell SP 2000 UV; 

4. Espectrofotômetro Shimadzu UV-1800; 

5. Incubador com agitação (shaker) Tecnal TE-420; 

6. Medidor de pH Tecnal TEC-5; 

7. Balança analítica Ohaus Adventurer AR 2140 

8. Caixa de anaerobiose de própria adaptação; 

9. Capela de fluxo laminar Filtracom BioFlux II 90ª; 
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10. Autoclave vertical Prismatec modelo CS; 

11. Coluna Aminex® HPX-87H IonExclusion 300 nm x 7,8 nm Bio-Rad 

Laboratories; 

12. Detector de índice de refração Shimadzu RID-10A; 

13. Bomba Shimadzu LC-20ADSP; 

 

4.3 MICRO-ORGANISMO 

 

A bactéria empregada no presente trabalho foi Clostridium butyricum NCIMB 8082, 

obtida através da National Collection of Industrial, Food and Marine Bacteria (NCIMB – 

Aberdeen, Reino Unido). 

 

4.4 PRESERVAÇÃO 

 

As células foram conservadas a 4°C após 18 horas de crescimento em frascos de 

penicilina contendo 50 mL do meio Reinforced Clostridia Medium (Oxoid - Hampshire, Reino 

Unido) (Figura 13). 

 

 

Figura 13 - Frascos de penicilina contendo 50 mL do meio Reinforced Clostridia Medium. 

 

4.5 CULTIVOS 

 

Os cultivos eram realizados a partir dos frascos contendo as células preservadas em 

meio sintético (descrito no item 4.4), utilizando-se uma caixa hermética sob atmosfera inerte, 3 
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mL desse meio de cultivo em frascos de penicilina de 50 mL (Figura 14).  

 

 

Figura 14 - Caixa plástica adaptada para preservação da atmosfera inerte de gás nitrogênio e o material utilizado na 

inoculação. 

 

Após 18 horas em incubador rotatório, a 37°C e 150 rpm (Figura 15), o meio sintético 

contendo as células crescidas servia como inóculo para os experimentos, que serão 

posteriormente descritos.   

 

 

Figura 15 Frasco de penicilina de 50 mL contendo meio RCM e células crescidas após 18 horas de incubação. 
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4.5.1 Experimentos preliminares 

 

Previamente foram selecionados na literatura meios de cultivo adequados para a 

produção de PDO através da bactéria C. butyricum. Uma série de experimentos foram, então, 

realizados a partir dos meios coletados na literatura, a fim de selecionar o mais apropriado para 

o trabalho proposto. 

Inicialmente o meio estudado possuía 16 componentes (Tabela 10), que foi minorado 

através de dois estudos desenvolvidos (MARTINS et al., 2015; MARTINS et al., 2016), 

chegando ao momento em que se inicia o trabalho aqui exposto. 

 

Tabela 10 Composição do meio inicial (MARTINS et al., 2015). 

KH2PO4 

NH4Cl 

MgSO4.7H2O 

CaSO4.2H2O 

Ácido cítrico 

H3BO3 

CoCl2.6H2O 

ZnCl2 

MnCl2.4H2O 

NaMoO4.2H2O 

NiCl2.6H2O 

CuCl2 

FeSO4.7H2O 

Na2SeO3.5H2O 

Extrato de levedura 

10 g/L Glicerina bruta 
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4.5.2 Experimentos PB 12 

 

Os resultados do último estudo (descrito no item 4.5.1) foram analisados através do 

software Statistica 7.0 (StatSoft - SP, Brasil) e, com base nos dados obtidos, uma faixa de 

concentração foi determinada para cada uma das 8 variáveis a serem estudadas (Tabela 11), os 

valores de pH inicial e concentração de glicerol foram fixados em 8,5 e 10 g/L, respectivamente. 

O planejamento PB 12 consistiu em 12 ensaios específicos + 3 pontos centrais, todos com 

duplicata e em regime destrutivo. 

 

Tabela 11 Composição dos meios de cultivo do PB 12. 

 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 
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3
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H
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(m
g
/L
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1 3,00 0,00 0,30 0,00 0,00 0,00 20,00 0,30 

2 3,00 1,00 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 0,30 

3 1,00 1,00 0,30 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 

4 3,00 0,00 0,30 0,20 0,00 1,50 0,00 0,00 

5 3,00 1,00 0,00 0,20 1,00 0,00 20,00 0,00 

6 3,00 1,00 0,30 0,00 1,00 1,50 0,00 0,30 

7 1,00 1,00 0,30 0,20 0,00 1,50 20,00 0,00 

8 1,00 0,00 0,30 0,20 1,00 0,00 20,00 0,30 

9 1,00 0,00 0,00 0,20 1,00 1,50 0,00 0,30 

10 3,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,50 20,00 0,00 

11 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00 1,50 20,00 0,30 

12 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

13 2,00 0,50 0,15 0,01 0,50 0,75 10,00 0,15 

14 2,00 0,50 0,15 0,01 0,50 0,75 10,00 0,15 

15 2,00 0,50 0,15 0,01 0,50 0,75 10,00 0,15 

 

Devido às baixas concentrações dos componentes do meio, soluções estoque (solução 

de concentração conhecida de determinada substância) foram preparadas para todos os 
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compostos, salvo o extrato de levedura, com a finalidade de evitar erros de pesagem ao longo 

do processo.  

O pH dos meios de cultivo foi ajustado com NaOH. Para inoculação dos experimentos 

foram utilizados 5 mL da solução de Reinforced Clostridia Medium com as células previamente 

crescidas (descrito no item 4.5).  

Os experimentos foram conduzidos em frascos de penicilina de 50 mL em incubador 

rotatório a 37°C,150 rpm, por 24 horas (Figura 16). 

 

 

Figura 16 - Incubador rotatório utilizado no processo fermentativo. 

 

4.5.3 Experimentos DCCR 2³ 

 

Apenas 3 variáveis foram estudadas: KH2PO4, NH4Cl e extrato de levedura (Tabela 

12). A concentração de glicerol passou para 20 g/L e o pH permaneceu em 8,5, para todos os 

experimentos.  

O delineamento consistiu em 14 ensaios específicos + 3 pontos centrais, todos feitos 

em duplicata e em regime destrutivo. Os pontos axiais podem ser identificados nos ensaios de 
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9 a 14 e os pontos centrais nos ensaios de 15 a 17.  

O pH foi ajustado com NaOH e as soluções estoque (descrito no item 4.5.2) foram 

empregadas na preparação dos meios de cultivo. Foram utilizados 5 mL da solução de 

Reinforced Clostridia Medium com as células previamente crescidas (descrito no item 4.5) para 

a inoculação. Os experimentos foram conduzidos em frascos de penicilina de 50 mL em 

incubador rotatório a 37°C,150 rpm, por 24 horas. 

 

Tabela 12 Concentração dos componentes dos meios de cultivo referentes ao DCCR 23 

 X1 X2 X3 

Ensaios KH2PO4 (g/L) NH4Cl (g/L) Extrato de levedura (g/L) 

1 0,60 0,60 1,00 

2 0,60 2,38 1,00 

3 2,38 0,60 1,00 

4 2,38 2,38 1,00 

5 0,60 0,60 4,00 

6 0,60 2,38 4,00 

7 2,38 0,60 4,00 

8 2,38 2,38 4,00 

9 1,50 1,50 0,00 

10 1,50 1,50 5,00 

11 0,00 1,50 2,50 

12 3,00 1,50 2,50 

13 1,50 0,00 2,50 

14 1,50 3,00 2,50 

15 1,50 1,50 2,50 

16 1,50 1,50 2,50 

17 1,50 1,50 2,50 
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4.5.4 Experimentos DCCR 2² 

 

Os componentes do meio foram reduzidos à apenas duas variáveis: KH2PO4 e extrato 

de levedura. O pH e a concentração de glicerol permaneceram fixas em 8,5 e 20 g/L, 

respectivamente, em todos os experimentos.  

O delineamento consistiu em 8 ensaios específicos + 3 pontos centrais, feitos em 

triplicata e em regime destrutivo (Tabela 13). Os pontos axiais podem ser identificados nos 

ensaios de 5 a 8 e os pontos centrais nos ensaios de 9 a 11.  

O pH foi ajustado com NaOH e as soluções estoque (descrito no item 4.5.2) foram 

empregadas na preparação dos meios de cultivo. Foram utilizados 5 mL da solução de 

Reinforced Clostridia Medium com as células previamente crescidas (descrito no item 4.5) para 

a inoculação. Os experimentos foram conduzidos em frascos de penicilina de 50 mL em 

incubador rotatório a 37°C,150 rpm, por 24 horas. 

 

Tabela 13 Concentração dos componentes dos meios de cultivo referentes ao DCCR 22. 

 X1 X2 

Ensaios KH2PO4 (g/L) Extrato de levedura (g/L) 

1 3,23 5,73 

2 6,77 5,73 

3 3,23 9,27 

4 6,77 9,27 

5 5,00 5,00 

6 5,00 10,00 

7 2,50 7,50 

8 7,50 7,50 

9 5,00 7,50 

10 5,00 7,50 

11 5,00 7,50 
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4.5.5 Teste com milhocina 

 

Foi realizado um teste da viabilidade da substituição do extrato de levedura por 

milhocina (item 2.3). O meio empregado está descrito na Tabela 14.  

 

Tabela 14 Composição do meio de cultivo para o teste com milhocina. 

Experimento KH2PO4 NH4Cl CaSO4 MgSO4 Glicerol 
Extrato de 

Levedura 
Milhocina 

M20 1,00 g/L 1,00 g/L 0,02 g/L 0,30 g/L 20,00 g/L - 20,00 g/L 

M40 1,00 g/L 1,00 g/L 0,02 g/L 0,30 g/L 20,00 g/L - 40,00 g/L 

M60 1,00 g/L 1,00 g/L 0,02 g/L 0,30 g/L 20,00 g/L - 60,00 g/L 

M80 1,00 g/L 1,00 g/L 0,02 g/L 0,30 g/L 20,00 g/L - 80,00 g/L 

M100 1,00 g/L 1,00 g/L 0,02 g/L 0,30 g/L 20,00 g/L - 100,00 g/L 

Controle 1,00 g/L 1,00 g/L 0,02 g/L 0,30 g/L 20,00 g/L 1,00 g/L - 

 

A composição e propriedades da milhocina utilizada estão contidas na Tabela 15.  

O pH foi ajustado com NaOH e as soluções estoque (descrito no item 4.5.2) foram 

empregadas na preparação dos meios de cultivo. Foram utilizados 5 mL da solução de 

Reinforced Clostridia Medium com as células previamente crescidas (descrito no item 4.5) para 

a inoculação. Os experimentos foram conduzidos em frascos de penicilina de 50 mL em 

incubador rotatório a 37°C,150 rpm, por 24 horas. 
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Tabela 15 Especificação da milhocina utilizada de acordo com análise realizada pelo Laboratório Agronômico S/C Ltda. (LAGRO). 

Minerais Vitaminas Propriedades 

Nitrogênio 3,41% Biotina 0,30 mg/kg Carbono Orgânico Total 16,72% 

Fósforo Total 1,12% Cholina 3500,00 mg/kg Relação C/N 4,90 

Potássio 2,90% Inositol 6000,00 mg/kg pH 4,00 

Cálcio 2,00% Niacina 80,00 mg/kg Condutividade elétrica 1,52 mS/cm 

Magnésio 0,95% Ácido Pantotênico 15,00 mg/kg Densidade 1,15 g/cm 

Enxofre 0,25% Piridoxina 9,00 mg/kg   

Ferro 647,50 mg/kg Riboflavina 6,00 mg/kg   

Manganês 7,50 mg/kg Tiamina 3,00 mg/kg   

Cobre 2,50 mg/kg     

Zinco 152,20 mg/kg     

Boro 0,08%     

Sódio 0,08%     
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4.5.6 Esterilização 

 

Todos os componentes do meio de cultivo foram esterilizados em autoclave a 0,5 atm 

por 22 minutos.  

As ponteiras, frascos de penicilina e outros instrumentos utilizados no manuseio do 

meio de cultivo foram esterilizados em autoclave a 1 atm por 30 minutos. 

 

4.6 MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

Durante o processo fermentativo dois pontos foram retirados de cada ensaio, sempre 

em duplicata, para se fazer as análises necessárias. Um ponto foi coletado no início do processo, 

as 0 horas, e o outro ao final, após 24 horas. Os experimentos foram conduzidos em regime 

destrutivo, sendo que cada ponto corresponde a um frasco que é aberto e consequentemente 

descartado, para evitar exposição do micro-organismo ao oxigênio. 

 

4.6.1 Quantificação do crescimento celular 

 

O crescimento celular foi acompanhado através das medidas de absorbância feitas em 

espectrofotômetro a 600 nm, onde os valores lidos foram convertidos para mg p.s.células/mL 

utilizando-se o fator de conversão obtido pela curva de peso seco, Figura 17.  

A curva de peso seco foi obtida através de uma suspensão de células em solução salina 

(0,9% (p/v) de NaCl em água destilada), onde a absorbância ficou em torno de 0,700 nm. Desta 

suspensão foi retirada uma amostra de 20 mL, em seguida filtrada em papel de filtro Millipore 

0,22 µm, seca em luz de infravermelho por 30 minutos e, a posteriori, pesada. Da mesma 

suspensão foram feitas diferentes diluições com o propósito de se obter concentrações variadas, 

a absorbância de cada solução foi medida no espectrofotômetro a 600 nm, obtendo-se assim a 

curva de peso seco. 
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Figura 17 - Curva de peso seco. 

 

4.6.2 Determinação dos produtos da fermentação 

 

 Para a determinação do PDO e dos subprodutos da fermentação, como os ácidos 

acético e butírico, foram realizadas análises de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE). Nessa análise foram utilizadas a coluna Aminex ® HPX-87H Ion Exclusion de 

dimensões 300 nm x 7,8 nm (Bio-Rad Laboratories - SP, Brasil), o detector de índice de refração 

RID-10A (Shimadzu - SP, Brasil), a bomba LC-20ADSP (Shimadzu - SP, Brasil) e o software 

cromatográfico: LabSolutions (Shimadzu - SP, Brasil). A fase móvel empregada foi uma 

solução de H2SO4 a 5 mM com vazão de 0,8 mL/min, volume de injeção de 20 µL e temperatura 

de corrida 60°C. Todos os padrões adotados (Sigma-Aldrich - SP, Brasil) foram diluídos em 

água Mili-Q e injetados em triplicata para preparação da curva padrão, método que relaciona a 

área obtida no cromatograma com a concentração da substância. 

A análise era realizada mediante centrifugação de 2 mL de amostra a 6000 rpm por 10 

minutos separando as células do sobrenadante. A fase líquida (Figura 18) era então filtrada, 

com membranas (CHROMAFIL ® - GA, USA) de 0,22 µm de diâmetro e injetada para a 

quantificação através do uso da curva padrão. 

 



49 
 

 

Figura 18 Amostras preparadas para análise por CLAE. 

 

4.6.3 Determinação do pH 

 

O pH na etapa de preparação dos meios de fermentação, assim como nas fases inicial 

e final dos experimentos realizados, foram determinados através do medidor de pH Tecnal 

modelo TEC-5. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 PLANEJAMENTO PLACKETT & BURMAN DE 8 FATORES  

 

Com a finalidade de diminuir o número de componentes presentes no meio de cultivo 

para produção de PDO a partir de glicerina bruta e aumentar essa produção, o delineamento 

Plackett & Burman foi adotado. O software Statistica 7.0 (StatSoft - SP/ Brasil), foi empregado 

como ferramenta estatística, sendo possível gerar através dele a matriz do planejamento 

experimental e realizar a análise estatística dos resultados obtidos. 

Proveniente de estudos anteriores (descrito no item 4.5.1), oito variáveis foram 

estudadas em dois níveis, -1 e +1 (Tabela 16). O planejamento consistiu em doze ensaios e três 

pontos centrais, onde as faixas estudadas para cada variável foram determinadas de acordo com 

resultados obtidos previamente. A variável de resposta foi a quantidade de PDO produzido (g/L) 

em um período de 24 horas. 

O coeficiente de determinação (R²) do delineamento realizado foi de 0,75 para a 

produção de PDO a um nível de confiabilidade de 95% (p ≤ 0,05). Esse valor caracteriza um 

ajuste adequado dos resultados experimentais, explicando 75% da variância pelo modelo, 

tornando possível a análise dos resultados obtidos através do gráfico de Pareto. Essa análise 

indicou que a variável independente KH2PO4 era a mais relevante para a variável resposta 

estudada (concentração final de PDO). Além dela, a curvatura também foi considerada 

significativa, apontando um comportamento não linear das respostas. 

 No gráfico de Pareto (Figura 19) observa-se de forma clara e direta quais foram as 

variáveis consideradas estatisticamente significativas e quais não foram. Os valores dos efeitos, 

representados pelos retângulos azuis no gráfico de Pareto, devem ultrapassar a linha definida 

por p=0,05 para serem considerados estatisticamente significativos. O mesmo vale para a 

situação oposta, quando um efeito não é significante não ultrapassa o limite do grau de 

confiabilidade. Isto significa que os fatores representados pelo teste t de Student só são 

significativos quando rejeitam a hipótese nula, ou seja, no gráfico de Pareto são os fatores que 

ultrapassam a linha tracejada. Os valores descritos para cada variável no gráfico de Pareto 

representam a estatística do teste t de Student, e não possuem indicação de sinal (+ ou -) pois 

são utilizados em módulo nesse tipo de análise, eles também podem ser achados na tabela de 

coeficiente de correlação através do software Statistica. 
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Figura 19 - Gráfico de Pareto onde estão contidas as váriáveis significativas e não significativas dentro do planejamento 

Plackett & Burman realizado. 

 

Apesar das variáveis NH4Cl e Extrato de Levedura terem sido consideradas 

estatisticamente não significativas, no contexto biológico a fonte de nitrogênio possui grande 

importância na manutenção celular, por este motivo as duas variáveis foram inseridas no 

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) realizado na sequência. Os outros 

componentes do meio de cultivo estudados no planejamento Plackett & Burman que não 

apresentaram significância estatística foram retirados dos próximos planejamentos, pois suas 

concentrações mais baixas (nível -1) eram nulas. 

Nos ensaios realizados dentro do planejamento Plackett & Burman, observou-se um 

elevado consumo do glicerol, de aproximadamente 71% a 100%. Além disso, DA SILVA et al. 

(2014) avaliaram que maiores concentrações de glicerol presentes no meio favorecem a via 

redutiva de fermentação do glicerol (via de formação do PDO), enquanto que as baixas 

concentrações desse substrato priorizam a formação dos produtos da via oxidativa. Dessa forma 

estabeleceu-se um aumento da concentração de glicerol para os próximos planejamentos 

experimentais, fixando esse parâmetro em 20 g/L. 
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Os melhores resultados de conversão do glicerol em PDO foram observados nos 

ensaios 4 e 11 com 60% e 63%, respectivamente. De modo geral os rendimentos variaram entre 

0,41 a 0,63 mol de PDO/mol de glicerol. Segundo NAZARETH (2015), o balanço de massa 

global da síntese de PDO a partir de glicerol gera um rendimento máximo teórico de 0,87 

mol/mol. Porém, não são conhecidos micro-organismos capazes de converter integralmente o 

glicerol a PDO e CO2, na prática são gerados outros metabólitos que diminuem a rendimento 

dessa produção. Por exemplo, se apenas acetato for produzido além de PDO e CO2, o 

rendimento teórico cai para 0,75 mol/mol. Já se houver uma mistura de subprodutos como 

acetato e formiato, o rendimento teórico fica em torno de 0,67 mol/mol. O maior rendimento 

obtido no planejamento Plackett & Burman foi de 0,63 mol/mol, sendo considerado um bom 

resultado se comparado aos rendimentos teóricos e aos encontrados na literatura. 
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Tabela 16 Matriz codificada e real do delineamento Plackett & Burman com seus respectivos resultados de produção de PDO. 

ENSAIOS 
KH2PO4 

(g/L) 

NH4CL 

(g/L) 

MgSO4.7H2O 

(g/L) 

CaSO4.2H2O 

(g/L) 

EXTRATO 

(g/L) 

ZnCl2 

(mg/L) 

FeSO4.7H2O 

(mg/L) 

Na2SeO3.5H2O 

(mg/L) 

PDO¹ 

(g/L) 

Yp/s¹ 

(mol/mol) 

1 (1) 3,00 (-1) 0,00 (1) 0,30 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (1) 20,00 (1) 0,30 3,90 0,43 

2 (1) 3,00 (1) 1,00 (-1) 0,00 (1) 0,02 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (1) 0,30 4,20 0,49 

3 (-1) 1,00 (1) 1,00 (1) 0,30 (-1) 0,00 (1) 1,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 3,17 0,49 

4 (1) 3,00 (-1) 0,00 (1) 0,30 (1) 0,02 (-1) 0,00 (1) 1,50 (-1) 0,00 (-1) 0,00 4,60 0,60 

5 (1) 3,00 (1) 1,00 (-1) 0,00 (1) 0,02 (1) 1,00 (-1) 0,00 (1) 20,00 (-1) 0,00 4,50 0,53 

6 (1) 3,00 (1) 1,00 (1) 0,30 (-1) 0,00 (1) 1,00 (1) 1,50 (-1) 0,00 (1) 0,30 4,61 0,57 

7 (-1) 1,00 (1) 1,00 (1) 0,30 (1) 0,02 (-1) 0,00 (1) 1,50 (1) 20,00 (-1) 0,00 2,89 0,41 

8 (-1) 1,00 (-1) 0,00 (1) 0,30 (1) 0,02 (1) 1,00 (-1) 0,00 (1) 20,00 (1) 0,30 3,77 0,52 

9 (-1) 1,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (1) 0,02 (1) 1,00 (1) 1,50 (-1) 0,00 (1) 0,30 2,93 0,45 

10 (1) 3,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (1) 1,00 (1) 1,50 (1) 20,00 (-1) 0,00 4,25 0,55 

11 (-1) 1,00 (1) 1,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (1) 1,50 (1) 20,00 (1) 0,30 3,67 0,63 

12 (-1) 1,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 2,73 0,56 

13 (C) (0) 2,00 (0) 0,50 (0) 0,15 (0) 0,01 (0) 0,50 (0) 0,75 (0) 10,00 (0) 0,15 4,99 0,56 

14 (C) (0) 2,00 (0) 0,50 (0) 0,15 (0) 0,01 (0) 0,50 (0) 0,75 (0) 10,00 (0) 0,15 4,51 0,52 

15 (C) (0) 2,00 (0) 0,50 (0) 0,15 (0) 0,01 (0) 0,50 (0) 0,75 (0) 10,00 (0) 0,15 4,67 0,58 

¹após 24 horas de fermentação.
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5.2 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL DE 3 FATORES 

 

A otimização de um processo visa alcançar determinados parâmetros que resultem na 

obtenção máxima do produto desejado, com uma menor ou nenhuma formação de subprodutos, 

no menor intervalo de tempo, melhorando os resultados de produção e consequentemente 

diminuindo os custos. O Delineamento Composto Central Rotacional é amplamente empregado 

com a finalidade de se atingir a otimização. 

Após seleção realizada através do delineamento Plackett & Burman (descrito nos itens 

4.5.2 e 5.1), foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional buscando-se avaliar 

quais seriam as melhores concentrações dos componentes KH2PO4, NH4Cl e extrato de 

levedura para produção do PDO. O planejamento experimental foi desenvolvido com 14 

ensaios individuais mais 3 pontos centrais, totalizando 17 experimentos. Dos ensaios citados, 6 

consistiam em pontos axiais. Novamente a variável resposta foi a produção de PDO e o tempo 

de fermentação foi de 24 horas. 

A matriz codificada e real, além dos resultados da produção de PDO, estão expostos 

na Tabela 17. A concentração mais alta de PDO obtido nesse planejamento foi de 5,35 g/L. 

Esse resultado foi ligeiramente mais alto que o maior valor de PDO alcançado no planejamento 

anterior (4,99 g/L), porém utilizando-se um meio de cultivo bem mais simples. 

O resultado foi analisado a um nível de confiança de 95% (p ≤ 0,05), através dos 

valores t de Student exibidos no gráfico de Pareto (Figura 20). O coeficiente de determinação 

(R²) foi de 0,84, ou seja, o modelo se ajusta a 84% da variância estudada, considerado adequado 

em um processo fermentativo. 

De acordo com os resultados analisados, nenhuma interação entre os termos lineares 

foi estatisticamente significativa. Os fatores quadráticos também não mostraram significância, 

impossibilitando a geração do modelo quadrático e consequentemente o ponto ótimo nas 

condições de produção de PDO nas faixas estudadas não foi encontrado. Apenas os fatores 

lineares KH2PO4 e extrato de levedura foram considerados significativos.  
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Tabela 17 Matriz codificada e real do primeiro DCCR realizado com seus respectivos resultados da produção de PDO. 

ENSAIOS EXTRATO DE LEVEDURA (g/L) KH2PO4 (g/L) NH4CL (g/L) PDO¹ (g/L) Yp/s¹ (mol/mol) 

1 (-1) 1,00 (-1) 0,60 (-1) 0,60 2,38 0,40 

2 (-1) 1,00 (-1) 0,60 (1) 2,38 3,05 0,60 

3 (-1) 1,00 (1) 2,38 (-1) 0,60 4,30 0,55 

4 (-1) 1,00 (1) 2,38 (1) 2,38 4,03 0,52 

5 (1) 4,00 (-1) 0,60 (-1) 0,60 3,27 0,58 

6 (1) 4,00 (-1) 0,60 (1) 2,38 3,38 0,59 

7 (1) 4,00 (1) 2,38 (-1) 0,60 4,84 0,62 

8 (1) 4,00 (1) 2,38 (1) 2,38 4,67 0,65 

9 (-1,68) 0,00 (0) 1,50 (0) 1,50 3,00 0,57 

10 (1,68) 5,00 (0) 1,50 (0) 1,50 5,00 0,54 

11 (0) 2,50 (-1,68) 0,00 (0) 1,50 3,09 0,70 

12 (0) 2,50 (1,68) 3,00 (0) 1,50 5,35 0,59 

13 (0) 2,50 (0) 1,50 (-1,68) 0,00 4,11 0,61 

14 (0) 2,50 (0) 1,50 (1,68) 3,00 3,91 0,50 

15 (PC) (0) 2,50 (0) 1,50 (0) 1,50 3,63 0,52 

16 (PC) (0) 2,50 (0) 1,50 (0) 1,50 4,36 0,59 

17 (PC) (0) 2,50 (0) 1,50 (0) 1,50 3,89 0,63 

¹após 24 horas de fermentação.
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Figura 20 - Gráfico de Pareto resultante do primeiro Delineamento Composto Central Rotacional realizado. 

 

A maior parte dos nutrientes inorgânicos presentes no meio inicial, considerados 

relevantes para o metabolismo celular, foram considerados estatisticamente não significativos. 

Segundo BIEBL et al. (2001) em processos no qual a fonte de carbono está em excesso e existe 

a limitação de um nutriente inorgânico ou inibição por produto, a via de formação de PDO e 

ácido acético é favorecida pois causam menor inibição. Dessa forma, apesar do DCCR 

desenvolvido não ter sido capaz de alcançar o ponto ótimo, o aumento na produção de PDO 

aponta para a possibilidade de resultados ainda melhores, mesmo com a diminuição dos 

componentes do meio de cultivo. 

Por ter sido considerada estatisticamente não significativa, e sua ausência não ter 

impactado negativamente a produção de PDO, a variável NH4Cl foi retirada do planejamento 

estatístico. Já as variáveis significativas, KH2PO4 e extrato de levedura, tiveram suas faixas 

deslocadas de acordo com a análise dos resultados. 
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5.3 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL DE 2 FATORES 

 

Através do primeiro Delineamento Composto Central Rotacional (descrito nos itens 

4.5.3 e 5.2) não foi possível alcançar a condição ótima da produção de PDO. Diante disso um 

novo DCCR foi desenvolvido considerando apenas os dois fatores estatisticamente 

significativos do planejamento experimental realizado anteriormente. 

As faixas estudadas foram deslocadas para uma maior concentração das duas variáveis 

de acordo com a tendência observada na análise dos resultados do DCCR 2³. 

A matriz codificada e real, além dos resultados da produção de PDO, estão expostos 

na Tabela 18. A concentração mais alta de PDO obtida nesse planejamento foi de 6,56 g/L. O 

que caracteriza um aumento considerável em relação a maior concentração alcançada no último 

DCCR 2³ (5,35 g/L), apesar de utilizar um meio ainda mais simples com apenas 3 componentes 

(KH2PO4, extrato de levedura e glicerina bruta). 

 

Tabela 18 Matriz codificada e real do segundo DCCR realizado com seus respectivos resultados de produção de 

PDO e rendimento. 

ENSAIO EXTRATO (g/L) KH2PO4 (g/L) PDO¹ (g/L) Yp/s¹ (mol/mol) 

1 (-1) 5,73 (-1) 3,23 5,20 0,60 

2 (-1) 5,73 (1) 6,77 5,95 0,54 

3 (1) 9,27 (-1) 3,23 4,55 0,51 

4 (1) 9,27 (1) 6,77 6,16 0,56 

5 (-1,68) 5,00 (0) 5,00 5,95 0,55 

6 (1,68) 10,00 (0) 5,00 5,52 0,65 

7 (0) 7,50 (-1,68) 2,50 4,31 0,55 

8 (0) 7,50 (1,68) 7,50 6,56 0,59 

9 (PC) (0) 7,50 (0) 5,00 5,65 0,60 

10 (PC) (0) 7,50 (0) 5,00 5,71 0,66 

11 (PC) (0) 7,50 (0) 5,00 6,01 0,72 

¹após 24 horas de fermentação. 

 

Os resultados foram analisados a um nível de confiabilidade de 95% (p ≤ 0,05), 

exibindo coeficiente de determinação de 0,92, o que significa responder a 92% da variância do 

modelo na faixa estudada, caracterizando um bom ajuste.  

Através do gráfico de Pareto (Figura 21), conclui-se que apenas a variável KH2PO4 

(L) foi estatisticamente significativa. É observado que apenas uma variável foi considerada 
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significativa, além de não exibir perfil quadrático, convergindo para a impossibilidade da 

geração de modelo através da faixa estudada. 

 

 

Figura 21 - Gráfico de Pareto resultante do segundo Delineamento Composto Central Rotacional realizado. 

 

Apesar de exibir uma solução máxima no campo Valores Críticos, do software 

Statistica, a determinação do ponto ótimo foi inconclusiva ao demonstrar uma linha de 

tendência que exibia uma maior produção de PDO a medida que se aumentavam as 

concentrações dos dois fatores estudados. Essa característica demonstrou a impossibilidade, em 

termos econômicos, da otimização do processo descrito, pois a maior concentração avaliada no 

DCCR 2² foi de 10 g/L para extrato de levedura e 7,5 g/L para KH2PO4, números já 

considerados altos para implementação do processo em escala industrial. Principalmente em 

relação ao extrato de levedura, que representa 89,4% do custo do meio de cultivo complexo de 

onde este estudo partiu (descrito no item 4.5.1), como pode ser observado na Tabela 19. Para 

preparar 1L do meio já minimizado, seriam gastos R$ 7,90 apenas na aquisição do extrato de 

levedura necessário. Além disso, de acordo com os resultados obtidos neste planejamento, seria 
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preciso aumentar ainda mais a concentração dos componentes avaliados no meio de cultivo 

para o alcance de maiores concentrações de PDO. 

 

Tabela 19 Composição do meio complexo para produção de PDO e preço por quilo de cada um dos componentes. 

SUBSTÂNCIA MARCA R$/KG CONCENTRAÇÕES 

Extrato de levedura Sigma R$ 790,00 a 2,50 g/L 

KH2PO4 Vetec R$ 102,00 a 1,50 g/L 

NH4Cl Vetec R$ 45,00 a 1,50 g/L 

MgSO4.7H2O Vetec R$ 28,90 a 0,15 g/L 

CaSO4.2H2O Vetec R$ 62,00 a 0,01 g/L 

Ácido cítrico Vetec R$ 28,90 a 0,25 g/L 

H3BO3 Vetec R$ 42,80 a 4,00 g/L 

CoCl2.6H2O Vetec R$ 790,00 a 1,50 mg/L 

ZnCl2 Vetec R$ 31,00 a 0,75 mg/L 

MnCl2.4H2O Sigma R$ 589,00 a 0,75 mg/L 

NaMoO4.2H2O Vetec R$ 377,00 a 0,08 mg/L 

NiCl2.6H2O Vetec R$ 192,80 a 0,20 mg/L 

CuCl2 Vetec R$ 744,00 a 0,15 mg/L 

FeSO4.7H2O Vetec R$ 25,70 a 10,00 mg/L 

Na2SeO3 Vetec R$ 974,00a 0,15 mg/L 

Glicerina bruta - R$ 0,58b 10,00 g/L 

Fonte:  a http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html, acessado em janeiro de 2017. 

b http://aliceweb.mdic.gov.br, acessado em fevereiro de 2017. 

 

Tendo em vista o alto impacto do extrato de levedura no custo final do meio de cultivo, 

uma nova proposta surgiu com o intuito de tornar o processo mais interessante do ponto de vista 

econômico: a substituição do extrato de levedura por milhocina, um subproduto do 

processamento do milho (descrito nos itens 2.3 e 4.5.5). 
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5.4 AVALIAÇÃO DA SUBSTITUIÇÃO DO EXTRATO DE LEVEDURA POR 

MILHOCINA 

 

A milhocina é muito rica em nutrientes fundamentais para a célula (descrito nos itens 

2.3 e 4.5.5), além de possuir grande disponibilidade por ser considerada um rejeito 

agroindustrial. Com a intenção de se avaliar a viabilidade do uso da milhocina em substituição 

ao extrato de levedura, foram realizados testes com diferentes concentrações da mesma. 

As concentrações de milhocina testadas foram de 20, 40, 60, 80 e 100 g/L. Foi 

selecionado para o teste com a milhocina um meio sintético simples, previamente desenvolvido, 

usado como controle em estudos paralelos (descrito no item 4.5.5).  

Os resultados do teste de substituição do extrato de levedura por milhocina estão 

descritos na Tabela 20. Como pode ser observado através da tabela de resultados, apenas os 

ensaios de concentração 20 e 40 g/L de milhocina cresceram, além do controle com extrato de 

levedura. Uma explicação para esse fato seria a grande quantidade de componentes presentes 

na milhocina, que em maiores concentrações (acima de 40 g/L) podem ter causado inibição do 

crescimento. 

 

Tabela 20 Resultados do teste de substituição do extrato de levedura por milhocina 

Ensaio PDO¹ (g/L) 

M20 5,55 

M40 9,38 

M60 0,00 

M80 0,00 

M100 0,00 

Controle 3,14 

    ¹após 24 horas de fermentação.  

 

Apesar dos problemas apresentados ao utilizar-se concentrações de milhocina maiores 

que 40 g/L, os ensaios M20 e M40 exibiram uma boa produção de PDO. No ensaio M40 a 

produção de PDO foi 42% maior que o melhor resultado obtido nos planejamentos realizados 

neste estudo.  

Os bons resultados observados ao utilizar-se concentrações abaixo de 40 g/L de 

milhocina parecem indicar que as propriedades nutricionais associadas a este produto 

favorecem a produção de PDO (descrito nos itens 2.3 e 4.5.5). 
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5.5 ANÁLISE ECONÔMICA 

 

Os resultados do planejamento experimental indicam que para se obter uma maior 

produção de PDO, utilizando-se o micro-organismo C. butyricum NCIMB 8082 e nas condições 

testadas, seria necessário realizar um novo DCCR deslocando a faixa estudada para 

concentrações maiores ou iguais a 10 g/L dos compostos avaliados (KH2PO4 e extrato de 

levedura). Isto se mostraria inviável do ponto de vista econômico, considerando-se os elevados 

preços dos insumos envolvidos, principalmente do extrato de levedura. O custo envolvido para 

o preparo de 1 L do meio de cultivo, referente ao utilizado no ensaio de maior produção de PDO 

no DCCR 2², quando comparado ao custo para o preparo do meio de cultivo inicial (Tabela 21) 

resulta em um aumento de cerca de 202%. 

Diante do impasse econômico, propôs-se como alternativa capaz de diminuir 

expressivamente os custos envolvidos no preparo do meio de cultivo, o emprego da milhocina 

em substituição ao extrato de levedura. A utilização deste resíduo da indústria de processamento 

do milho mostrou-se bastante interessante, pois além de aumentar a produção de PDO em cerca 

de 200%, nas condições do ensaio, apresentou implicações econômicas muito significativas, 

considerando que o custo para o preparo de 1 L de meio, utilizando reagentes de grau analítico, 

foi reduzido em cerca de 78% (Tabela 21).  

É importante destacar que o micro-organismo utilizado no presente trabalho não foi 

geneticamente modificado.
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Tabela 211 Comparativo do custo e da composição dos meios estudados. 

Composto Marca R$/Kg Meio inicial PB 12 DCCR 2³ DCCR 2² Ensaio M20 Ensaio M40 
Controle teste 

milhocina 

Extrato de 

levedura 
Sigma R$ 790,00 a 2,50 g/L 0,50 g/L 2,50 g/L 7,50 g/L - - - - 1,00 g/L 

KH2PO4 Vetec R$ 102,00 a 1,50 g/L 2,00 g/L 3,00 g/L 7,50 g/L 1,00 g/L 1,00 g/L 1,00 g/L 

NH4Cl Vetec R$ 45,00 a 1,50 g/L 0,50 g/L 1,50 g/L - - 1,00 g/L 1,00 g/L 1,00 g/L 

MgSO4.7H2O Vetec R$ 28,90 a 0,15 g/L 0,15 g/L - - - - 0,30 g/L 0,30 g/L 0,30 g/L 

CaSO4.2H2O Vetec R$ 62,00 a 0,01 g/L 0,01 g/L - - - - 0,02 g/L 0,02 g/L 0,02 g/L 

Ácido cítrico Vetec R$ 28,90 a 0,25 g/L - - - - - - - - - - - - 

H3BO3 Vetec R$ 42,80 a 4,00 g/L - - - - - - - - - - - - 

CoCl2.6H2O Vetec R$ 790,00 a 1,50 mg/L - - - - - - - - - - - - 

ZnCl2 Vetec R$ 31,00 a 0,75 mg/L 0,75 mg/L - - - - - - - - - - 

MnCl2.4H2O Sigma R$ 589,00 a 0,75 mg/L - - - - - - - - - - - - 

NaMoO4.2H2O Vetec R$ 377,00 a 0,08 mg/L - - - - - - - - - - - - 

NiCl2.6H2O Vetec R$ 192,80 a 0,20 mg/L - - - - - - - - - - - - 

CuCl2 Vetec R$ 744,00 a 0,15 mg/L - - - - - - - - - - - - 

FeSO4.7H2O Vetec R$ 25,70 a 10,00 mg/L 10,00 mg/L - - - - - - - - - - 

Na2SeO3 Vetec R$ 974,00a 0,15 mg/L 0,15 mg/L - - - - - - - - - - 

Glicerina bruta - R$ 0,58b 10,00 g/L 10,00 g/L 20,00 g/L 20,00 g/L 20,00 g/L 20,00 g/L 20,00 g/L 

Milhocina Ingredion R$ 1,00c - - - - - - - - 20,00 g/L 40,00 g/L - - 

Produção de PDO 

em 24h 
- - 3,78 g/L 4,99 g/L 5,35 g/L 6,56 g/L 5,55 g/L 9,38 g/L 3,14 g/L 

R$/L de meio - - R$ 2,22 R$ 1,06 R$ 2,36 R$ 6,69 R$ 0,19 R$ 0,21 R$ 0,96 

Fonte:  a http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html, acessado em janeiro de 2017. 

b http://aliceweb.mdic.gov.br, acessado em fevereiro de 2017. 

 c custo da milhocina é de R$ 1,00/kg, consultado em fevereiro de 2017 na empresa Ingredion Brasil Ing. Ind. LTDA.
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6 CONCLUSÕES 

 

O meio de produção de PDO foi minimizado de 9 componentes, no início do presente 

trabalho, para 3 componentes. Se for comparada a maior concentração de PDO produzida a 

partir do meio complexo que deu origem ao estudo (com 16 componentes, descrito no item 

4.5.1), com as maiores concentrações de PDO produzidas através dos meios simples do DCCR 

2² e do teste de milhocina, houve um aumento de cerca de 74% e 148%, respectivamente. 

O melhor resultado em termos de rendimento utilizando extrato de levedura foi de 0,72 

mol/mol, alcançado no ensaio 11 do segundo Delineamento Composto Central Rotacional 

realizado (DCCR 2²). O meio de cultivo possuía 5,0 g/L de KH2PO4, 7,5 g/L de extrato de 

levedura e 20 g/L de glicerol. Apesar dos problemas inerentes ao custo, foi possível através dos 

planejamentos experimentais desenvolvidos, alcançar um maior rendimento do processo com a 

diminuição expressiva dos componentes do meio de cultivo, cumprindo o propósito definido 

neste trabalho. 

Além disso também foi avaliada a possibilidade de substituição de um dos elementos 

maios onerosos do meio de cultivo, o extrato de levedura, por milhocina. Esse subproduto do 

beneficiamento do milho, se mostrou uma excelente alternativa como fonte de nitrogênio e 

outros nutrientes para as células.  
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7 SUGESTÕES 

 

➢ Estudar a substituição do extrato de levedura por milhocina no meio minimizado; 

 

➢ Estudar o uso da milhocina como único componente além da glicerina bruta; 

 

➢ Otimizar a produção de PDO utilizando milhocina como fonte de nitrogênio. 
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APÊNDICE A - Tabela ANOVA - PB 12 
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APÊNDICE B - Tabela ANOVA DCCR 2³ 
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APÊNDICE C - Tabela ANOVA DCCR 2² 

 

 


