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RESUMO

Os sistemas de biorrefinarias que integram processos de conversao de biomassa para a produgao de combustiveis, energia
e produtos quimicos a partir de recursos renovaveis estdo cada vez mais ganhando espago no desenvolvimento industrial,
devido a crescente busca por inovacao e sustentabilidade de processos, visto & menor disponibilidade de combustiveis
fosseis. As biomassas lignoceluldsicas sdo residuos com vasta abundancia e baixo custo no mercado, o que as torna
atrativas fontes de carbono para as industrias de produtos quimicos e energéticos. O 2,3-butanodiol (2,3-BD) é considerado
um produto quimico e um combustivel promissor com extensas aplicagdes na industria. Além disso, pode ser produzido
a partir da conversdo biotecnologica com fontes de carbono alternativas. Dessa maneira, no presente trabalho, foi feita
uma pesquisa sistematica da literatura, nas bases de dados Science Direct e Google académico, incluindo artigos, teses e
trabalhos académicos entre os anos de 2004 at¢ 2020, a fim de revisar o desenvolvimento geral de processos produtivos
de biorrefinarias voltadas a produgdo de 2,3-BD. Estratégias para sua produgao biotecnoldgica eficiente foram analisadas
através de uma revisao delineada do processo fermentativo de microrganismos capazes de sintetizar o 2,3-BD a partir
de diferentes substratos empregados e das condigdes de operacdo necessdrias para sua produgdo. Esta revisdo também
abrange as distintas estratégias aplicadas para a recuperagao ¢ purificagdo de 2,3-BD, pois, atualmente o processamento

downstream é uma das principais barreiras para a sua producdo industrial eficiente e econdmica.

Palavras-chave: biorrefinaria, 2,3-butanodiol, fermentacao, downstream, residuos lignoceluldsicos.

ABSTRACT

Biorefinery systems that integrate biomass conversion processes for the production of fuels, energy and chemicals from
renewable resources are increasingly gaining ground in industrial development, due to the growing search for process
innovation and sustainability, given the lower fuel availability. Lignocellulosic biomasses are energy residues with
vast abundance and low cost in the market, which makes them attractive carbon sources for the chemical and energy
products industries. 2,3-Butanediol (2,3-BD) is considered a chemical and a promising fuel with extensive applications
in industry. Furthermore, it can be produced from biotechnological conversion with alternative carbon sources. Thus, in
the present work, a systematic literature search was made in Science Direct and Google academic databases, including
articles, theses and academic papers between the years 2004 until 2020, in order to review the general development of
biorefinery production processes aimed at 2,3-BD production. Strategies for its efficient biotechnological production
were analyzed through an outlined review of the fermentative process of microorganisms capable of synthesizing 2,3-BD
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from different substrates employed and the operating conditions required for its production. This review also covers the

different strategies applied for the recovery and purification of 2,3-BD, since downstream processing is currently one

of the main barriers to its efficient and economical industrial production.

Keywords: biorefinery, 2,3-butanediol, fermentation, downstream, lignocelulosic biomass.

INTRODUCAO

As preocupagdes mundiais com a exploragdo das
reservas de petroleo, que estdo cada vez mais escassas,
e as questdes ambientais envolvidas neste processo, tém
aumentado o interesse por processos de conversdo de
matéria-prima renovavel para a produgio de combustiveis,
energia e intermediarios da industria quimica. Assim,
surge o conceito de biorrefinaria, como o processo
sustentavel da biomassa lignoceluldsica em varios
produtos de base bioldgica (alimentos, ragdes, produtos
quimicos e materiais) ¢ bioenergia (biocombustiveis,
energia e/ou calor) (Kim et al., 2016, IEA Bioenergy,
2009). O desenvolvimento destes sistemas de conversao
de substancias sera a chave para o acesso a uma produgao
integrada de alimentos, produtos quimicos, materiais,
bens e combustiveis do futuro (Kamm e Kamm, 2004).

Em uma biorrefinaria, o uso de matéria-prima
alternativa e sustentavel derivada de biomassa ¢
priorizada para a sintese de produtos a partir de rotas
de conversdo, geralmente classificadas como rotas
quimicas, bioldgicas ou termoquimicas. A biomassa
necessaria para o processo pode ser obtida de qualquer
matéria organica de origem animal ou vegetal, e ao ser
decomposta, torna-se um interessante insumo devido a
sua rica composi¢ao em carbono, vasta disponibilidade e
baixo preco de mercado. Assim, diferentes residuos, tanto
nao-celuldsicos quanto lignoceluldsicos, sao utilizados
como substrato, como por exemplo residuos agricolas,
alimentares, industriais, entre outros (Hazeena et al.,
2020; Jonsson e Martin, 2016).

Nesse contexto, a produgdo biotecnologica de 2,3-
BD em biorrefinarias vem se destacando e recebendo
atengdo devido as aplicagdes industriais multifacetadas
deste produto (Hazeena et al., 2020). Porém, apesar de
promissor, este processo encontra desafios na etapa de
pré-tratamento e de recuperagao e purificagdo em larga
escala. O presente trabalho tem como objetivo apresentar
uma revisdo atual da literatura realizada entre os anos

de 2004 a 2020, sobre o estudo de biorrefinarias com

enfoque na produgdo biotecnoldgica de 2,3-BD a partir
da fermentagdo de agticares derivados de diferentes

residuos de biomassas.

BIORREFINARIAS

Atualmente, uma biorrefinaria integra principalmente
trés rotas de conversdo em busca do melhor aproveitamento
e aumento de rendimento da biomassa e da energia nela
contida, sendo ainda destacado por Cristobal et al. (2018),
que a maioria dessas rotas de conversdo da biomassa
sd0 unicas para se chegar a produtos finais distintos.
Séo elas: rotas quimicas, termoquimicas e biologicas.

Arota quimica utiliza diferentes produtos quimicos,
como acidos, alcalis ou solventes para que o processo
de hidrdlise se torne mais eficiente para a conversao
das matérias-primas em produtos e combustiveis
(Nizami et al., 2017). As tecnologias termoquimicas
envolvem processos como pirolise, gaseificagdo por arco
de plasma, incineragao, liquefagao e carbonizagdo com
altas temperaturas para a conversdo de matéria-prima.
A rota biologica engloba a fermentacdo por diferentes
microrganismos, como fungos e bactérias, além de
processos como digestdo anaerobia, compostagem e
também a partir de enzimas para a conversao de diferentes
tipos de matérias-primas em combustiveis e produtos
quimicos (Nizami et al., 2017).

Arota biotecnologica fermentativa para a produgio de
2,3-BD, geralmente ¢ dividida em duas etapas principais,
onde a primeira engloba todo o seu processo de produgio,
desde a escolha da biomassa até a produgdo do caldo
fermentado contendo o alcool desejado (Haider et al.,
2018), e a segunda etapa abrange os processos de separagao
solido-liquido, remocgdo de impurezas e a recuperacao
primaria de 2,3-BD do caldo de fermentacdo, assim
como sua purifica¢o final (Dai et al., 2015; Sabra et al.,
2011). Os proximos topicos deste trabalho abordardo as
principais caracteristicas dessas etapas, explanando de
maneira concisa o processo de uma biorrefinaria para a

produgdo de 2,3-BD.



2,3-butanodiol

02,3-BD trata-se de um dialcool com duas hidroxilas
ligadas a cadeia carbonica. Possui peso molecular de
90,121 g.mol", formula molecular C,H, O, e, além disso,
pode existir em trés formas isoméricas: D(-), L(+) e
meso. Apesar do seu alto potencial industrial, uma grande
quantidade de agua é necessaria para sua separacdo do
meio de cultivo, pois seus isdmeros possuem pontos
de ebuli¢do maiores que o da dgua, variando entre 177
e 182°C. Assim, recuperar o 2,3-BD via fermentagio
torna-se complexo e custoso (Hazeena et al., 2020).
Mesmo com esse impasse, suas amplas aplicagdes
como composto quimico sdo de extrema utilidade na
industria devido as suas propriedades fisico-quimicas
(Figura 1). Geralmente ¢ usado como matéria-prima para
a conversdo de outros produtos finais (Schilling et al.,
2020), se mostrando um composto versatil ndo s6 para
a industria de alimentos, mas também para a industria
quimica e farmacéutica.

Geralmente sintetizado por rota petroquimica, o
2,3-BD pode ser produzido organicamente por alguns
microrganismos via fermentagdo de agucares, sendo
também considerado um composto organico biodegradavel,

aspecto positivo para seu uso. Sua producdo biotecnologica
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tem seu primeiro registro datado no ano de 1906, por
Harden e Walpole e em 1912 por Harden e Norris, onde
relataram sua producdo usando Klebsiella pneumoniae

(Hazeena etal., 2020; Jietal., 2011; Campos Neto, 2017).

Microrganismos e metabolismo para a producio
de 2,3-butanodiol

Diversas espécies de bactérias sdo capazes de
sintetizar o 2,3-BD via fermentac¢do. Dados experimentais
comprovam a presenga de 2,3-BD em rotas metabolicas de
diferentes substratos nos seguintes grupos taxonomicos:
Bacillus subtilis, Brevibacillus brevis S1, Corynebacterium
glutamicum, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella Oxytoca, Bacillus polymyxa, Klebsiella terrigena,
Streptococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Bacillus
amyloliquefaciens, Aerobacter indologenes, Enterobacter
ludwigii (Liakou et al., 2018; Psaki et al., 2019), Bacillus
licheniformis, Bacillus velezensis SRB, Bacillus toyonensis
11RA, Bacillus safensis 14A (Petrova et al., 2020). Segundo
Celinska e Grajek (2009), varias espécies diferentes de
bactérias sdo capazes de transformar o piruvato em 2,3-BD,
porém destacam que nem todas essas espécies realizam
0 processo até o final e as vezes um intermediario pode

ser acumulado na auséncia de 2,3-BD.
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Figura 1. Exemplos de aplicag@o do 2,3-BD.
Adaptado de (Machado, 2018; Silva, 2020).
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E importante salientar que mesmo que o rendimento
e aprodutividade dessas bactérias para a producao de 2,3-
BD sejam relevantes e hajam processos otimizados para
sua produgao industrial econdmica, o cumprimento das
normas de seguranga para o uso dessas cepas devem ser
avaliados e considerados (Hazeena et al., 2019). Klebsiella
pneumoniae ¢ uma das mais utilizadas como agente
fermentadora na maioria dos estudos sobre fermentagéo,
possuindo os titulos mais altos de 2,3-BD até agora
encontrados, pois apresenta estabilidade genética, auséncia
de produgdo de subprodutos indesejados e capacidade
de metabolizar a maioria dos aglicares presentes em
hidrolisados de celulose e hemicelulose em diferentes
substratos. No entanto, sua maior restrigdo encontra-se no
fato dela ser considerada um microrganismo patogénico
(Agliardi, 2018; Hazeena et al., 2020).

0O 2,3-BD ¢ sintetizado por meio de uma via de
fermentagdo conhecida como acido-mista (Celinska
e Grajek, 2009) ou butileno-glicolica (Campos Neto,
2017) sob crescimento anaerdbio ou microaerdbio,
que dependendo do microrganismo utilizado e das
condigdes de cultivo do processo, pode ser produzido,
além do 2,3-BD, outros produtos finais, como etanol,
acetato, lactato, formato e succinato (Moo-Young, 2011).
Cada microrganismo apresenta sua rota e sua atividade
metabolica, logo a via biotecnoldgica pode diferir
conforme a espécie de bactéria utilizada. Entretanto, a
maioria desses produtos sdo sintetizados biologicamente
a partir do piruvato (derivado da glicose ou biomassa).

Até o momento, a fungdo metabolica da sintese de
2,3-BD ainda ¢ pouco conhecida, porém, ha hipoteses
de que a biossintese de 2,3-BD tem uma importancia
fisiologica essencial para os microrganismos produtores.
Essa condigdo esta associada ao fato de o 2,3-BD
contribuir para a acidificacdo intracelular preventiva,
contribuindo para a regulagio celular da razdo NADH/
NAD+ no interior das células, ajudando a compensar
a perda de energia associada a glicdlise. Além disso,
ele ajuda no armazenamento de carbono e energia para
o crescimento microbiano (Hakizimana et al., 2019;
Campos Neto, 2017). Assim, os principais fatores para
aumentar o rendimento 2,3-BD incluem a selecgdo de
estirpes apropriadas de alto rendimento e otimizagao das

condi¢des de cultivo, tais como temperatura, aeragcao

e controle de subprodutos. Além disso, a escolha de
uma estratégia de cultivo eficiente, especialmente por
batelada, batelada alimentada ou fermentagao continua
sdo fatores importantes para o aumento da produgio

(Hakizimana et al., 2019).

Biomassas como substrato

Os materiais lignocelulosicos sdo os materiais
organicos mais abundantes da biosfera, representando
aproximadamente 60% da biomassa vegetal. Esses
materiais apresentam uma rede complexa e resistente
composta principalmente por lignina (10% a 30%),
hemicelulose (15% a 35%) e celulose (30% a 50%), sendo
a concentragdo de cada um desses elementos variaveis de
acordo com o tipo de matéria-prima em questao. Dessa
maneira, a exploragdo de seu potencial energético vem
sendo amplamente incentivado (Attard et al., 2020;
Resende, 2017).

Atualmente, ha diversos e abundantes estoques de
biomassas capazes de atuar como matéria-prima para a
producdo de 2,3-BD. A Tabela 1 mostra a produgao de
2,3-BD usando diferentes biomassas, microrganismos

e estratégias de operagdo.

Bagaco e melaco da cana-de-aguicar

A cana-de-agucar (Saccharum sp) ¢ a maior cultura
de biomassa do mundo. Produzida comercialmente em
mais de 100 paises, com mais de 1,91 bilhdo de toneladas
produzidas em 2018, Brasil, india e China sio seus
maiores produtores (White Junior et al., 2020). Sendo
assim, a cana-de-agucar e seus residuos, como bagago e
melago, possuem potencial para atuar como matéria-prima
para a geracdo de biocombustiveis e produtos quimicos.

O hidrolisado do bagago gerado apds a extracdo
do caldo do caule da cana-de-agticar ¢ um residuo
rico em contetdo de celulose e hemicelulose (White
Junior et al., 2020). Um exemplo de produgéo eficiente
de 2,3-BD a partir da assimilagcdo simultanea desses
dois aguicares fermentesciveis foi descrita por Um et al.
(2017) utilizando E. Aerogenes modificada geneticamente
para aumentar a capacidade de produgdo de 2,3-BD. Os
autores usaram bagaco de cana pré-tratado com licor

verde e hidrolisado com enzimas celuldsicas como fonte
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de carbono e verificaram um aumento do consumo de
xilose e aumento de produtividade de 70% em 12 horas
de cultivo. O melago de cana-de-agucar também ¢é visto
como uma fonte promissora para biorrefinarias devido
ao seu alto teor de sacarose e baixo preco, podendo
ser gerados de 3 a 7 toneladas de melago a partir de

100 toneladas de cana-de-agucar (Psaki et al., 2019).

Casca de soja

A soja ¢ o grdo oleaginoso mais cultivado no
mundo, com uma produgdo global de aproximadamente
336,7 milhoes de toneladas, sendo o Brasil o maior
produtor de soja do mundo, com 33% de toda a produgéo
mundial. A casca do griio é o principal subproduto
industrial do processamento e pesquisas mostram a
possibilidade de sua utilizagdo em bioprocessos para
a producdo de produtos biotecnoldgicos importantes
(Cortivo et al., 2019). Machado (2018) avaliou em seu
estudo a produgdo de 2,3-BD a partir da fermentagao de
hidrolisados da casca de soja por duas enterobactérias
isoladas, Klebsiella pneumoniae e Pantoea agglommerans,
em frascos agitados a partir da sacarificagdo e fermentacao
separadas. A maior produgdo de 2,3-BD foi obtida por
K. pneumoniae, com um valor de 21,9 g.L"". Ourique et al.
(2020) investigaram o uso de hidrolisado de casca de soja
como substrato em reatores em batelada pela bactéria
Pantoea agglomerans cepa BL1. Através de um meio
de cultivo contendo uma mistura de xilose, arabinose €
glicose, os melhores resultados mostraram produgao de
até 14,02 g.L! de 2,3-BD com rendimento de 0,53 g.g"!
e uma produtividade de 1,17 g.(L.h)".

Palha e sabugo de milho

A producdo de milho € relativamente concentrada
em poucos paises, com destaque para os Estados Unidos
¢ China, que juntos produzem mais de 600 milhdes de
toneladas de milho por ano (Guth, 2020). Da cultura do
milho, hd a geracdo de residuos do caule, folhas, sabugo
¢ palha, onde esses possuem potencial como fonte de
biomassa, em especial a palha de milho, por possuir alto
teor de celulose (Neves Filho, 2019).

Li et al. (2014) utilizaram hidrolisado de palha
de milho suplementado para produgdo de 2,3-BD por

fermentagdo com cepas recém isoladas de B. Licheniformis
e obtiveram 74 g.L"! de produto, com produtividade de

2,1 g.(L.h)" e rendimento de 94,60%.

Casca e palha de arroz

A casca ¢ a palha de arroz sdo outros subprodutos
renovaveis, fartos e prontamente disponiveis advindos
da produgao de arroz. A produg@o mundial de arroz para
a safra de 2021/2022 foi estimada em 502,63 milhdes de
toneladas, sendo 11,74 milhdes de toneladas produzidas
no Brasil (Companhia Nacional de Abastecimento,
2021a, 2021b). Por isso, também ¢é um interessante
substrato renovavel para biorrefinarias. Hidrolisados de
casca de arroz integral pré-tratados a partir de residuos
de produtos quimicos de licor verde foram utilizados
para a produgio de 2,3-BD por K. pneumoniae KMK-
05 via fermentagdo em batelada, resultando numa
produgdo de 11,54 g.L'!, rendimento de 0,38 g.g' de
acucar e produtividade 0,48 g.(L.h)", respectivamente
(Saratale etal., 2016). Outro estudo que mostra a sintese
de 2,3-BD a partir da celulose e da hemicelulose de palha
de arroz, envolve a fermentacao de trés cepas isoladas:
duas cepas de Klebsiella sp. e uma cepa de Serratia sp.
Tanto a biomassa da celulose quanto a da hemicelulose
de palha de arroz foram fermentadas com sucesso para
aproducao de 2,3-BD pelos isolados, com rendimentos

entre 0,32 ¢ 0,41 g.g”! (Huang et al., 2013).

Glicerol

Santos et al. (2020) relataram em seu estudo a
producdo de 2,3-BD a partir da fermentagao do glicerol
e glicose usando seis diferentes bactérias isoladas do solo.
Apenas a cepa S. marcescens LOOB-SEG6 foi capaz de
produzir 2,3-BD de glicose e glicerol e esse processo foi
otimizado por mudancas nos parametros de fermentacao,
onde as melhores condigdes para a fermentagdo com o
glicerol foram: pH 7,0, 8 g.L! de caldo nutriente, 50 g.L"!
de substrato com rendimento de 2,3-BD de 0,30 g.g"". Foi
previamente demonstrado que o pH afeta o metabolismo 2,3-
BD e, consequentemente, sua produgdo a partir do glicerol.
Além disso, os valores de pH no inicio da fermentagdo
podem alterar a produgdo do composto desejado, como

com 2,3-BD e 1,3-propanodiol, produtos da fermentacao



do glicerol, que sdo favorecidos de acordo com o controle
ou nao deste parametro. Contudo, o 2,3-BD ¢ produzido
principalmente a partir da fermentagao do glicerol quando
o valor inicial de pH ¢ ligeiramente alcalino (Petrov e
Petrova, 2009). A valorizagao eficiente de glicerol residual
para a produgdo de 2,3-BD também foi avaliada por Priya
e Lal. (2019) usando Enterobacter cloacae TERI BD 18
como biocatalisador. Esse microganismo pode crescer em
residuos com altas concentragdes de impurezas. Assim,
alcangou-se a produgio de 41,44 g. L' de 2,3-BD com um
rendimento de 0,48 g.g"! em uma fermentagdo em batelada
alimentada em biorreator de 13 litros usando glicerol

residual sem suplementag@o como fonte iinica de carbono.

Recuperacio e Purificagdo de 2,3-butanodiol

Arecuperagdo e a purificagdo sdo as lltimas etapas do
processo para que, de fato, seja obtido o produto 2,3-BD.
No entanto, apesar do seu potencial e confiabilidade como
produto biocombustivel e quimico, ha poucos estudos que
abordam a viabilidade eficiente desse processo. Apos a
fermentagdo, o meio contem uma variedade de compostos
como fonte de carbono, minerais, nitrogénio, os quais
podem interferir na recuperagdo do 2,3-BD. Com isso,
o downstream do processo, atualmente ¢ o maior desafio

para a sua produgdo. Este visa 3 principais objetivos:

(i) Separagdo solido-liquido, com remog¢do das
células microbianas e das impurezas solidas
do caldo de fermentagao, a partir de técnicas de
filtracdo por membrana ou centrifugacdo de alta
velocidade, onde ¢ incluido também nessa etapa
ajustes necessarios de pH por base ou adigao de

floculantes ao caldo (Sabra et al., 2011);

(ii)) Remocdo de impurezas e a recuperagao primaria
de 2,3-BD do caldo de fermentagao empregando
técnicas de recuperacdo (Dai et al., 2015;
Sabraetal., 2011), como tecnologias de extrago,
como extragdo por solvente, extragao salting-out,
extragao reativa (Haider et al., 2018) ¢ sistema
aquoso bifasico (Silva, 2020) e tecnologias por
membranas, como pervaporagao, nanofiltragao,

osmose reversa (Dai et al., 2015) e evaporagao;

Assis, I.Z. et al. Producao de 2,3-butanodiol e biorrefinarias

(iii) Purificacdo final do 2,3-BD por destilagdo
(Dai et al., 2015; Sabra et al., 2011).

Apesar do 2,3-BD possuir vantagens, como
maior produtividade e menor toxicidade em relacdo
aos organismos fermentadores de alcool, seu ponto de
ebulicdo (177-182 °C) maior que o da agua (100 °C) faz
com que seja necessario muito consumo de energia para
que a agua seja removida do caldo de fermentagdo. Essa
necessidade leva a altos custos de energia e de capital
necessarios para que concentragoes relativamente pequenas
do produto desejado seja recuperado, tendo em vista ainda
sua baixa concentra¢do no caldo fermentativo, sendo
assim, tecnologias mais aprimoradas sdo necessarias para
que seja possivel e vantajoso economicamente recuperar
e purificar o 2,3-BD do processo (Haider et al., 2018).

Entre os métodos utilizados para a recuperagdo de
2,3-BD, destaca-se a extracdo liquido-liquido que tem
se mostrado prospero para processos de recuperagio, a
extragdo salting-out, que consiste na mistura de um solvente
hidrofilico e sal inorganico com o caldo de fermentacao
que contém o 2,3-BD, ¢ a destilagdo, que ainda ¢ uma
tecnologia imprescindivel de separagdo em processos

industriais (Haider et al., 2018, Sabra et al., 2011).

CONCLUSOES

Através darevisdo realizada acerca da produgao de
2,3-BD no contexto de biorefinarias, pode-se concluir
que a sua produgdo tem grande potencial através de
fontes renovaveis em substituicdo a sintese quimica,
com a utilizagdo de substratos alternativos e por rota
bioldgica. Com isso, se reduz os impactos ambientais,
sociais e econdomicos vigentes podendo substituir o
uso de fontes fosseis usadas atualmente. Os residuos
de biomassa escolhidos como substratos certamente se
destacaram como uma alternativa promissora, apresentando
resultados significativos de concentragdo, rendimento

e produtividade de 2,3-BD em caldos fermentativos.
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