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Resumo

O élcool 2,3-butanodiol (2,3-BD) apresenta extensa aplicacdo industrial,
podendo ser destinado tanto para processos industriais, tais como nas inddstrias
de polimeros, de tintas de impressdo, de perfumes, de explosivos e de
plastificantes, quanto para a obtencdo de outros produtos quimicos, tais como
metil-etil-cetona, 1,3-butadieno e diacetil. A producdo de 2,3-BD pode ocorrer por
processos puramente quimicos como por processos biotecnolégicos. No entanto,
0 interesse pela obtencdo desse alcool por via biolégica, a partir de fontes de
carbono renovaveis como matéria-prima, tem crescido muito devido aos
problemas politico-econémicos do uso do petréleo, bem como a necessidade de
implementacdo de gestdo mais sustentavel de residuos. Nesse contexto, a
otimizacdo da producdo de 2,3-BD por bactérias se faz necessaria. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de producéo de 2,3-BD a partir de
diferentes fontes de carbono e linhagens de microrganismos, além de avaliar os
parametros cinéticos de crescimento celular e a variagcdo do pH. Partiu-se de 14
linhagens de microrganismos e em uma pré-selecdo, 6 linhagens destacaram-se
como potenciais produtoras de 2,3-butanodiol em meios sintéticos formulados
com glicose ou xilose. Pode-se observar que a cinética de crescimento foi mais
rapida quando as bactérias estavam em um meio com glicose como fonte de
carbono, resultando em uma maior producdo de 2,3-BD. A linhagem 31 foi a
maior produtora desse &lcool quando a fonte de carbono utilizada foi xilose,
produzindo 5,7 g.L! ao longo de 24 horas de fermentacdo (apéndice B). Ja a
linhagem 33 foi a maior produtora de 2,3-BD quando o meio continha glicose
como fonte de carbono, sintetizando 9,50 g.L! durante 24 horas (apéndice A),

0,72 g.L** a mais do que a linhagem 31 no mesmo meio.
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1 Introducao

2,3-Butanodiol (2,3-BD) € um exemplo de produto quimico que pode ser
produzido por via biotecnologica. O interesse em 2,3-BD comecou em 1906,
guando Harden e Walpole empregaram Klebsiella pneumoniae para produzir este
composto. Donker (1926), também investigou a producdo de 2,3-BD usando
Bacillus polymyxa. O inicio de conversdo de biomassa em 2,3-BD remonta aos
tempos de guerra, quando fermentagdes em escala piloto com Klebsiella oxytoca
e B. polymyxa eram realizadas (BLACKWOOD et al., 1949; LEDINGHAM e
NEISH, 1954). Entretanto, essas bactérias sdo consideradas microrganismos
pertencentes a classe de risco 2, ou seja, podem apresentar certa
patogenicidade, que é um fator indesejavel para a utilizacdo dessas bactérias
para a producao industrial de 2,3-BD. Desse modo, pesquisas na area de
obtencdo de novos microrganismos produtores de 2,3-BD pertencentes a classe 1
se fazem necesséarias. Mesmo havendo relatos desses microrganismos como
produtores de 2,3-BD, o rendimento obtido pela maioria dessas espécies é muito
baixo, de modo que seu emprego ndo é economicamente viavel. No entanto,
melhorias na producdo foram abandonadas desde que as rotas a base de

petréleo se tornaram disponiveis e mais baratas.

Diante da escassez de fontes de combustiveis fosseis e 0 aumento dos precos
do petrdleo, a ideia de compostos quimicos de base biolégica e biorrefinarias esta
recebendo interesse significativo (HATTI-KAUL et al., 2007; JOHN et al., 2007,
KAMM E KAMM, 2004; LOPEZ-CONTRERAS et al., 2000; SAHA, 2003;
THOMSEN, 2005; VAN HAVEREN et al.,, 2008; e WILLKE e VORLOP, 2007;
ZVEREV et al.,, 2006). A fermentacdo do excesso de biomassa a partir de
residuos agroindustriais para a producdo de produtos quimicos ou de energia
ganhou atencdo consideravel devido a futura escassez de combustiveis
tradicionais, bem como a necessidade de uma gestdo mais racional das fontes de
alimentacdo humana e animal. Deste modo, o0 objetivo geral desse trabalho esta
centrado na obtencdo de um microrganismo que possa converter D-glicose e
xilose (fontes de carbono presente nos residuos agroindustriais) em 2,3-BD. Os

objetivos especificos do presente trabalho foram:

e Avaliar diferentes microrganismos isolados de um consorcio ambiental

para a producéo de 2,3-BD;
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e Selecionar, através de meios sintéticos, potenciais produtores de 2,3-
BD;
e Avaliar a cinética de crescimento celular dos potenciais produtores de

2,3-BD e a variacdo do pH ao longo do cultivo.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 2,3-Butandiol

2,3-BD é também conhecido como 2,3-butilenoglicol, dimetileno glicol e o seu
nome IUPAC é butano-2,3-diol. O seu peso molecular é 90,121 g.mol* e sua
férmula molecular é C4H1002. 2,3-BD pode existir em 3 formas isoméricas: D - (-) -
, L-(+) - e meso (Fig. 1). Os pontos de ebulicdo dos trés estereoisbmeros séo
ligeiramente diferentes, variando 177-182 °C, mas ainda, todos sdo muito mais
elevados do que o ponto de ebulicdo da 4gua. Assim, uma grande quantidade de
agua tem de ser evaporada devido a destilagdo durante a recuperacédo do 2,3-BD
a partir do caldo de fermentacéo (VOLOCH et al., 1985). E por isso que métodos
alternativos de recuperacdo 2,3-BD estdo sendo desenvolvidos (ANVARI e
KHAYATI, 2009; SUN et al, 2009a; XIU e ZENG, 2008).

OH OH OH
-
HaC CH, ch\/\
CH, H4C : s CH,4
OH OH OH
L-(+) 23 BD 2,3 BD Meso D-(-) 2,3 BD
Figura 1 - Estereoisdémeros do 2,3 butanodiol (2,3-BD) (Adaptado de CELINSKA e GRAJEK,
2009).

Uma de suas possiveis aplicacbes € a sua conversdo para 1,3-butadieno,
utiizado na producdo da borracha sintética. Devido ao seu baixo ponto de
congelamento (solidificacdo) de -60 °C, 2,3-BD € usado como um agente anti-
congelante (SOLTYS et al., 2001). Além disso, este composto ou seus derivados
tém encontrado aplicagdo em plasticos e na producgéo de solvente. O produto de
desidrogenacéo do 2,3-BD, diacetil, pode servir como um agente aromatizante
altamente valorizado em produtos alimentares, dando um gosto amanteigado
(BARTOWSKI e HENSCHKE, 2004). Diacetil é também um aditivo alimentar
antimicrobiano, uma vez que inibe o crescimento de alguns microrganismos. A
desidratacdo de 2,3-BD resulta em metil-etil-cetona (MEK; butan-2-ona), que é um
eficaz aditivo de combustivel tendo um calor de combustdo mais elevado. MEK

também pode ser utilizado como um solvente para a producéo de resinas. O valor
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calorifico de 2,3-BD (27198 J.g') se compara favoravelmente com outros
combustiveis liquidos, por exemplo, metanol (22081 J.g!) e etanol (29,055 J.g™)
(FLICKINGER, 1980).

A mistura equimolar de etanol e 2,3-BD pode fornecer um valor combinado de
aquecimento de 27660 J.g*, de modo que a presenca de etanol ndo afeta a
utilidade de 2,3-BD para esta aplicacdo (YU e SADDLER, 1982b). Poliuretano-
melamides (PUMAS), sintetizado por esterificacdo de 2,3-BD com acido maléico,
pode ser utili em aplicacdes cardiovasculares (PETRINI et al.,1999). Outros
produtos provenientes da esterificagdo do 2,3-BD sao utilizados principalmente na

industria farmacéutica e no ramo de cosméticos.

Também foi demonstrado que o 2,3-butanodiol tem potencial aplicacdo nas
industrias de polimeros, de tintas de impresséo, de perfumes, de explosivos, de
plastificantes e como transportadores de farmacos (GARG e JAIN, 1995).
Ademais, 2,3-BD é um composto biodegradavel, ganhando grande destaque do
ponto de vista ecoldégico, podendo ser utilizado para a fabricagcdo de produtos
menos agressivos ao meio ambiente (BERBERT-MOLINA, 1995). No ano de
2001, a fabricacdo de 2,3-BD cresceu a uma taxa de 4 a 7 % devido ao aumento
da demanda por produtos obtidos a partir desse precursor (SYU, 2001).

2.2 Principais microrganismos produtores de 2,3-BD

Muitas espécies de bactérias podem fermentar o piruvato em 2,3-BD. Dados
experimentais comprovam a presenca de 2,3-BD em vias metabdlicas (em toda
ou em parte delas) nos seguintes grupos taxondémicos: Aeromonas hydrophyla,
Bacillus subtilis, Brevibacillus brevis S1, Corynebacterium glutamicum,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum,
Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp.lactis bv. diacetylactis, Leuconostoc
lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Oenococcus oeni,
Pediococcus pentosaceus, Raoultella terrigena, Serratia marcescens (CASPI,
2008), B. polymyxa (HESPELL, 1996; MALLONEE e SPECKMAN, 1988;
NAKASHIMADA et al., 2000), Klebsiella terrigena (BLOMQVIST et al., 1993;
MAYER et al., 1995), Streptococcus faecalis (SPECKMAN e COLLINS, 1982),
Enterobacter cloacae (SAHA e BOTHAST, 1999), Bacillus licheniformis (PEREGO
et al.,, 2000), Bacillus amyloliquefaciens (ALAM et al.,, 1990), Aerobacter
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indologenes (MICKELSON e WERKMAN, 1938), rhizobacterium Pseudomonas
chlororaphis O6 (CHO et al., 2008) e a microalga marinha, Chlamydomonas
perigranulata (HON-NAMI, 2006).

Vérias leveduras tém a capacidade para sintetizar 2,3-BD, embora a
produtividade seja extremamente baixa, e, por conseguinte, as bactérias sdo os
anicos organismos de importancia industrial na fermentacdo (GARG e JAIN,
1995). As principais caracteristicas das bactérias citadas acima, que lhe conferem
interesse industrial, sdo a estabilidade genética (LONG e PATRICK, 1963),
evitando problemas de degeneragdo por sucessivas repicagens; flexibilidade
guanto a utilizacdo de diferentes substratos para a fermentacéo, sendo capazes

de metabolizar varios acucares.

As espécies mais eficientes na producdo de 2,3-BD sédo K. pneumoniae, K.
oxytoca e B. polymyxa. E. aerogenes é considerado um microrganismo promissor
para esta aplicacdo. Sob condigcbes estritamente anaerébicas, produz
preferencialmente hidrogénio, mas quando cultivado sob microaerofilia, ele se
transforma em um produtor de 2,3-BD, muito semelhante a K. oxytoca (PEREGO
et al., 2000).

Klebsiella sp. consegue metabolizar um amplo espectro de substratos
(incluindo glicose, manose, galactose, xilose, arabinose, celobiose e lactose).
Este género € amplamente distribuido na natureza e estavel em ampla gama de
condicdes ambientais, embora 0s microrganismos deste género sejam
osmosensitivos. A cepa GT1 de Klebsiella pneumoniae é capaz de converter o
glicerol em 2,3-BD em condi¢des de microaerofilia e baixo pH, através da reducédo
do 1,3 propanodiol (BIEBL et al., 1998).

Segundo CELINSKA e GRAJEK (2009), é importante notar que os principais
microrganismos produtores de 2,3-BD (Klebsiella spp. e E. aerogenes) séo
considerados patogénicos. A fermentacdo em escala industrial exige obediéncia
de normas de seguranca, implicando em uma ndo conformidade no emprego
dessas bactérias. Portanto, a necessidade urgente de microrganismos ‘seguros’ €

pronunciada.

Outro aspecto importante a ser considerado € a relagéo direta entre a espécie
utilizada e o isomero de 2,3-butanodiol sintetizado. Diferentes microrganismos
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produzem diferentes isbmeros, mas normalmente uma mistura de dois isdmeros &
formada (CELINSKA e GRAJEK, 2009). Espécies de Klebsiella e Enterobacter
sdao membros da familia Enterobacteriaceae, de forma que, geralmente,
produzem os isdmeros dextrogiros e meso. As espécies de Bacillus, por outro
lado, tendem a produzir as formas isoméricas levogiros e meso. Paenibacillus
polymyxa € uma das poucas espécies que apenas produz o levo-isbmero sob

fermentacao anaerdbica. Demais microrganismos sdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Producdo de diferentes isomeros de 2,3-butanodiol a partir de
diferentes espécies bacterianas (JI; HUANG; OUYANG, 2011).

- Estereoisbmero . Producdo Produtividade Rendimento N
Espécie formado Substrato  Método (.L ) (g.Lh) 9.9 Referéncia
Klebsiella Glicos Batelada MA et al.,

pneumoniae Meso, L-(+)- e alimentada 150 421 0,43 (2009)
Klebsiella Glicos Batelada Jletal.,
oxytoca Meso, L-(+)- e alimentada 130 1,64 0,48 (2010)
Enterobacter Glicos Batelada ZENG et al.
aerogenes Meso, L-(+)- e alimentada 110 54 0,49 (1991)
Serratia Sucro Batelada ZHANG et
marcenses Meso se alimentada 152 2,67 0,41 al., (2010)
Paenibacillu Fruto GAO et al.,
s polymyxa D-(-) se Batelada 36,9 0,88 0,5 (2010)
Bacillus Glicos Incubadora NILEGAONK
licheniformis D-(-), Meso e de agitacao 8,7 0,47 0,12 AR et al.,
orbital (1992)
Bacillus
amyloliquefaci  D-(-), Meso  Glicose Batelada 33 - 0,33 ALAM et al. (1990)
ens
Bacillus .
subtilis D-(-), Meso Glicose Batelada 2,5 0,33 0,38 MOES et al. (1985)

2.3 Rotas Metabodlicas

2,3-BD é produzido a partir de piruvato em um processo de fermentacao

acido-mista via varios compostos intermediarios, incluindo a-acetolactato,
acetoina e diacetil (Fig. 2) (CASPI, 2008). Além de 2,3-BD, outros produtos
como o0 etanol, lactato e succinato,

também sao sintetizados, acetato,

dependendo do microrganismo e condigdes aplicadas.

Apoés a etapa de glicdlise, o piruvato pode ser convertido tanto em lactato em
uma reacdo que requer NADH (catalisada por L-/D-lactato desidrogenada, LDH)
a-ALS). a-

acetolactato € majoritariamente produzido sob baixas quantidades de NADH.

ou em a-acetolactato (catalisada por a-acetolactato sintase;
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Subsequentemente, a-acetolactato € convertido em acetoina pela a-acetolactato
descarboxilase (a-ALD), e isso ocorre em condi¢cdes anaerdbicas. Na presenca de
oxigénio, a-acetolactato espontaneamente pode sofrer descarboxilacdo e gerar
diacetil. Entdo a diacetil redutase (DAR) converte o diacetili em acetoina.
Finalmente a acetoina redutase (AR) reduz a acetoina em 2,3-BD. Ja foi
observado que em condicdes de baixo pH, o acetato (isto é, acido acético) € um
indutor eficiente dessas 3 enzimas envolvidas nas rotas de fermentacdo do 2,3-
BD (BRYN et al.,1973; STORMES, 1968b). Todas as enzimas e componentes
produzidos na rota de formacao do 2,3-BD sao normalmente produzidos durante a
fase lag e estacionaria de crescimento celular, quando o oxigénio € limitante
(MALONEE e SPECKMAN, 1988).

A rota fermentativa do 2,3-BD, como em outras rotas fermentativas, tem a
funcdo de regular a razdo de NADH/NAD* nas células. A sintese de 2,3-BD
também estd associada a reservas de energia e carbono (XIAO e XU, 2007).
Desta forma, 2,3-BD pode ser reutilizado durante a fase estacionaria quando as

fontes de carbono e energia sdo escassas.

Monosaccharide

1

co,
12
Phosphoenolpyruvate L » Oxaloacetate
ADP NADH+ H*
2
ATP NADH+H* NAD* NAD* ®
co, 1
i PYRUVATE 4L»Lactate Malate
Formate <€ / o — TPP
3 ’ 17
H, CoA-SH — 7 CoAsH 8 — Pyruvate
,— 14
GDP » "NAD*  co& j
¢ Y NADH+H* P, H,0 <
CiPy s TcA A 18 ko, TPP v
3 NADH+ H* ‘\ FATTIETEEE Acetyl-CoA a-Acetolactate Fumarate
FADH: -9 NADH+H* — Pi
3NAD* ; NADH+ H*
FAD 2CO, NAD* 4 CoA-SH ol & >
A NAD* A2
* CoA-SH v
Acetylaldehyde Acetyl-phosphate Acetoin Succinate
NADH+ H* ADP NADH+ H*
5 7 10
NAD* ATP NAD*
Ethanol Acetate 2,3-Butanediol

Figura 2 — Via de fermentacdo &cido-mista para a producdo de 2,3-butanodiol. Linhas
pontilhadas representam as vias que apenas estédo ativas sob condi¢gfes aerdbias. Sob condi¢bes
anaerébias ou de limitacdo de oxigénio, o piruvato & convertido a a-acetolactato que, em
condicbes anaerobias € convertido a acetoina. A conversdo metabdlica de acetoina a 2,3-
butanodiol € reversivel e catalisada pelas enzimas acetoina redutase e 2,3-butanodiol
desidrogenase. TCA — ciclo do &cido tricarboxilico; 1 — Via Embden- Meyerhof (glicélise) e via das
pentoses fosfato; 2 — piruvato quinase; 3 — piruvato formato liase; 4 — acetaldeido desidrogenase;
5 — etanol desidrogenase; 6 — fosfo transacetilase; 7 — acetato quinase; 8 - a- acetolactato sintase;
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9 - o-acetolactato descarboxilase; 10 — acetoina redutase (2,3-butanodiol desidrogenase); 11 —
lactato desidrogenase; 12 — fosfoenolpiruvato descarboxilase; 13 — malato desidrogenase; 14 —
fumarase; 15 — succinato desidrogenase; 16 — complexo formato-hidrogénio-liase; 17 — complexo
multi-enzimatico piruvato desidrogenase e 18 — citroil sintetase (JI, HUANG e OUYANG, 2011).

2.4 Condigoes de operagao para a producao de 2,3-BD

2.4.1 Aeragéo

O suprimento de oxigénio é a variavel mais importante no processo de
fermentacdo de 2,3-BD. Sob limitacdo de O2, 2,3-BD é produzido, e como tal, é
um exemplo classico de fermentacdo microaerobia (CONVERTI et al., 2003).
Apesar de o 2,3-BD ser um produto do metabolismo anaerdbio, foi demonstrado
que a aeracdo aumentou a producdo de 2,3-BD por Klebsiella pneumoniae
(LEDINGHAM e NEISH, 1954). Entretanto, o aumento excessivo do suprimento
de oxigénio favorece a formacédo de massa celular e gas carbdnico em detrimento
da producéo de 2,3-BD (JANSEN et al., 1984). O 2,3-BD é formado, entdo, sob
limitacdo de oxigénio e, consequentemente, sua producdo € diminuida com o
aumento da aeracdo do meio, embora o declinio do fornecimento de oxigénio
possa diminuir também a taxa de conversdo total, devido a concentracfes
celulares mais baixas (SABLAYROLLES e GOMA, 1984).

Essa contradicdo entre o fornecimento de oxigénio e producdo de 2,3-BD foi
explicada por Voloch e colaboradores (1985). Primeiro, deve-se considerar que a
maioria dos estudos realizados sobre a producao de 2,3-BD emprega bactérias
das espécies Klebsiella e Bacillus, ambas anaerébias facultativas, de modo que
podem obter energia por duas vias diferentes: respiracdo e fermentacdo. Quando
o fornecimento de O:2 € limitado, ambas as vias sao expressas simultaneamente,
de modo que o rendimento de 2,3-BD depende das atividades relativas de cada
via, podendo ser maximizado através da diminuicdo do suprimento de oxigénio,
porque isso limita a respiracdo. No entanto, devido a diminuigdo do fornecimento
de oxigénio, também ocorre a diminuicdo da biomassa celular e, por conseguinte,
menos 2,3-BD € produzido. Este € o resultado de uma relagdo direta entre a
produtividade volumétrica de 2,3-BD e da concentragdo de biomassa. A
proporcdo entre a oferta gas oxigénio e o rendimento de 2,3-BD bem como de

outros subprodutos pode ser analisada na Figura 3.
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1.0
2.3' BD

Acetato

Acetoina

'

Lactato

/

Fracdo de producao

Etanol

Disponibilidade de oxigémio 1.0

Figura 3 - Influéncia da disponibilidade de oxigénio na sintese de produtos em B. polymyxa
(modificado de DE MAS et al., 1988).

Em geral, o alto fornecimento de gas oxigénio favorece a formacédo de gas
carbbnico e biomassa celular, a custa de 2,3-BD. A razdo para a mudanca no
metabolismo de producdo de biomassa para a producdo de acidos mistos € a
manutencdo do equilibrio NAD*/NADH. Em condi¢cdes aerébias, o NADH
proveniente da glicélise é regenerado através da respiracdo; sob condicdes
anaerobias, como a respiracdo nao ocorre, a via de 2,3-BD e outras vias da
fermentacao servem para o mesmo proposito. Na auséncia de oxigénio, o etanol
e 0 2,3-BD sao geralmente produzidos em quantidades equimolares (VOLOCH et
al., 1985), mas também h& a formacdo de acetato, lactato e acetoina, de forma
gue apenas em aeracao controlada, as formacfes de acetato e etanol podem ser
evitadas e o substrato ser totalmente convertido em 2,3-BD (MADDOX, 1996;
ZENG BIEBL e DECKWER, 1990), diminuindo possiveis efeitos de inibicdo da

producéo de 2,3-BD por subprodutos e facilitando a recuperacao do mesmo.

A aeracdo € mutuamente associada com agitacdo. A acdo de agitacdo é
particularmente importante nos processos de fermentacdo, uma vez que aumenta
a eficiéncia da fermentagéo, expondo continuamente novo substrato a cultura e
disseminacdo dos metabolitos e produtos finais em todo o meio (GARG e JAIN,
1995; LONG e PATRICK, 1963).

Outra correlagdo interessante em relagdo ao suprimento de oxigénio e
producado de 2,3-BD refere-se a pureza Optica dos isbmeros. Nakashimada, Kanai
e Nishio, (1998) demonstraram que a pureza Optica do 2,3-BD produzido por

Paenibacillus polymyxa diminuiu significativamente com o aumento da aeragao
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durante o processo fermentativo. Com o aumento da disponibilidade de oxigénio,
mais quantidade do isdbmero meso foi produzido. A taxa de transferéncia de
oxigénio 6tima foi avaliada em 6,7 mmol*h?, mas a pureza 6ptica da forma
isomérica (R,R)-2,3-BD decaiu de 98 % para 93 %, quando comparada com a

producéo sob condi¢des anaerdbicas.

2.4.2 Potencial Hidrogenibnico (pH)

O segundo fator que mais influencia na producédo de 2,3-BD é o potencial
hidrogeniénico (pH). De acordo com Garg e Jain (1995), condi¢cbes alcalinas
favorecem a formacdo de &cidos organicos e uma reducdo simultanea no
rendimento de 2,3-BD. Contrariamente a esta, sob condi¢es acidas, a sintese do
acido orgéanico é reduzida (mais de 10 vezes) e a do diol é aumentada (3-7
vezes). No entanto, o pH 6timo para a producdo de diol depende fortemente do

microrganismo e substrato utilizado.

A maioria dos processos de fermentacdo anaerdbica ocorre com a formacéo
de acidos organicos. Assim, no decorrer da fermentacdo, a cultura acidifica e a
concentracdo de formas tdéxicas nao dissociadas dos acidos aumentam.
Crescimento e volume de substrato gradualmente cessam e a cultura esta
finalmente inativada pelos seus proprios produtos (BIEBL et al., 1998). Alguns
microrganismos desenvolveram estratégias defensivas, como mudar o
metabolismo para a sintese de compostos menos toxicos, tais como alcoois ou
glicéis (VAN HOUDT et al., 2007). Maddox (1996) postulou que a inducéo da via
de producédo de 2,3-BD € causada pelo acumulo de produtos acidos ao invés de
alteracdo do pH interno. O gradiente de pH transmembrana faz com que se
acumule acetato no meio, o qual ira induzir as enzimas envolvidas na sintese de
2,3-BD. A redugéo do pH da cultura provoca um aumento do gradiente de pH e a
producédo de 2,3-BD ocorre antes de o pH externo se tornar demasiado elevado e

a cultura é inativada.

Este fenbnemo foi observado em Klebsiella sp. Em pH neutro esta bactéria
sintetiza acido acético e etanol, mas abaixo de pH 6,0; 2,3-BD e etanol séo
produzidos (BIEBL et al., 1998). Os estudos de Biebl et al. (1998), mostraram que
se 0 pH da cultura é fixo (neste experimento, pH 5,0 ou, alternativamente, pH 7,0)

qguanto mais baixo for o pH, maior a concentracdo final 2,3-BD. No entanto, a
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maior quantidade de 2,3-BD foi obtida quando o pH né&o foi controlado (mudou
continuamente a partir do valor 7,0 de pH inicial para o valor de pH final de 5.5). O
gque é extremamente importante aqui € que 0s autores sugeriram que ndo € o pH
como tal, que provoca a mudanca para a sintese do alcool, mas a presenca de
acido acético. No entanto, eles também afirmaram, que o acimulo de &cido néo é
0 Unico fator que determina a formacdo de 2,3-BD, uma vez que também é

produzido a um pH neutro sob excesso de glicerol (BIEBL et al., 1998).

2.4.3 Temperatura

A eficiéncia de bioprocessos é estritamente dependente da temperatura em
virtude da forte dependéncia da atividade enzimatica e manutencgéo celular com a
temperatura (GARG e JAIN, 1995). Celinska e Grajek (2009) afirmam que em
geral, o intervalo de temperatura de 30-35 °C deve ser 6timo para a fermentacao
bacteriana, uma vez que este é o intervalo de rendimento maximo de biomassa.
Dentro desta faixa de temperatura, alterando-se as condi¢Oes de aerobiose para
microaerofilia, em vez de biomassa, produtos de fermentagdo seriam obtidos.
Acima da temperatura Otima, a degradacdo celular provavelmente se torna
dominante sobre o crescimento. Por outro lado, abaixo da temperatura 6tima, a

regulacéo e a taxa de metabolismo podem diminuir.

De acordo com Biebl e colaboradores (1998), em culturas de K. pneumoniae,
baixando a temperatura de 35 °C para 30 °C resultou numa reducdo substancial
da sintese de etanol em favor da formacdo do 2,3-BD. Portanto, as melhores
condicbes de producdo maxima 2,3-BD por K. pneumoniae seriam crescimento
descontrolado com acidificacdo (ja discutida), a partir de pH néo inferiora 7 e a

uma temperatura de 30 °C.

O efeito da temperatura sobre a fermentacéo com E. aerogenes foi investigada
por Perego e colaboradores (2000). O estudo abrangeu um intervalo de
temperatura de 23 & 46 °C. A taxa de conversao de glicose em 2,3-BD e acetoina
e a concentragcao final do produto foram inversamente correlacionadas com a
temperatura. Devido a aceleracdo enzimatica dos processos, 0 tempo de
fermentacdo diminuiu progressivamente com 0 aumento da temperatura. A
produtividade 2,3-BD aumentou gradualmente com a temperatura até 39 °C (0,36
mmol L1.h1) e diminuiu acima deste limiar. Os autores concluiram gque, uma vez
que o objetivo era acelerar a fermentacao de 2,3-BD, uma temperatura de 39 °C é

Otima para este processo.
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2.4.4 Substratos e concentragéo de substrato

Na maioria dos processos de producdo de 2,3-BD, a concentracédo inicial de
acucar mais frequentemente aplicada esta no intervalo de 5-10 % (GARG e JAIN,
1995). Estas concentracfes baixas (ou mesmo inferiores) sdo empregadas
principalmente por causa da presencga de substancias tOxicas na matéria-prima
(especialmente em hidrolisados de madeira), cuja concentragdo aumenta em
conjunto com a concentracdo da fonte de carbono. Frazer e McCaskey (1991)
estudaram o efeito de compostos potencialmente toxicos a partir do hidrolisado
acido de madeira na producao de 2,3-BD por K. pneumoniae. Eles encontraram
gue a concentracdo de sulfato acima de 0,2 % (wt/v) reduzia o rendimento de 2,3-
BD em 30 %, embora ndo tenha afetado o crescimento celular. Semelhantes
resultados foram obtidos para furfural, mas neste caso os rendimentos de 2,3-BD
foram um pouco mais altos. Os compostos fendlicos (vanilina) se mostraram
inibidores para a producao de 2,3-BD (a uma concentragao de 0,05 % (wt/vl)) e de
crescimento (0,1 % (wt/vl)). A alta concentracdo de acucar (superior a 50 g/L) foi
relatado como inibidor da formacdo de 2,3 BD e consumo de acucar (YU e
SADDLER, 1983). Segundo McCall e Georgi (1954), a baixas concentracfes de
acucares (4 a 6 %), a fermentacdo de sacarose do melaco de beterraba foi
completa com 24 h de experimento. Por outro lado, a concentracdes mais
elevadas de sacarose (até 17 %) as fermentacbes mostraram-se incompletas e

pouco eficientes.

A situacdo contraria diz respeito a meios sintéticos suplementados com
acucares puros, tais como glicose. Neste caso, ndo h& compostos inibidores
presentes, por conseguintes concentracées iniciais de aclUcar de até 200 g.L*
podem ser fermentados e até mesmo um grande aumento na concentracao
normalmente leva a uma melhoria de rendimento 2,3-BD. No entanto, observou-
se que concentracdes iniciais de aguUcar superiores a 20 g.L'! ocasionam uma
diminuicdo na taxa de crescimento especifico, o que é provavelmente um
resultado de uma queda na atividade de agua. Deve notar-se que, uma vez que a
reducdo da atividade de agua € uma funcédo da molaridade, lactose (dissacarideo)
€ menos inibitéria que a glicose (monossacarido). Estudos realizados por Converti
e Perego (2002) com E. aerogenes com relacdo a concentracdo de glicose
mostraram quase nenhuma influéncia da concentracéo inicial de glicose (num

intervalo de 9 a 72 g.L!) na producdo molar de 2,3-BD. Em outros estudos
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(realizado com B. polymyxa) por DE Mas e colaboradores, (1988), a inibicdo do
crescimento ocorreu em concentracdes de substrato superiores a 150 g.Lt. A
influéncia da concentracdo de xilose em 2,3-BD parece ser espécie especifico.
(GARG e JAIN, 1995).
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3 Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados nos laboratérios do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos — ICTA da faculdade de Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS em Porto Alegre, RS.

3.1 Microrganismo

Todos os ensaios de fermentagdo foram realizados com microrganismos
isolados de um consércio microbiano ambiental, segundo Rossi et al (2011), os
quais fazem parte do estoque de culturas do laboratério BiotecLab (ICTA-
UFRGS). Ao todo, foram testadas 14 linhagens de bactérias. Todas as culturas
foram mantidas em placas com meio agar Luria-Bertani (LB) (tabela 2) sob
refrigeracao.

Tabela 2: Composicdo do meio de manutencao das linhagens utilizadas.

Composigéo Quantidade (g.L?)
Extrato de Levedura 5
Peptona 10
Agar 15
Glicose 7,5
NaCl 5

Estoques destas bactérias sdo mantidos no acervo de culturas microbioldgicas
do laboratério BiotecLab (UFRGS, Porto Alegre - RS) em meio (LB) em 50 % de
glicerol a -80 °C.
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3.2 Meio de Cultivo

O meio de cultivo sintético utilizado para os microrganismos € mostrado
Tabela 3.

Tabela 3: Composicdo do meio sintético usado nos ensaios de
fermentacao(adaptado de FRAZER E MCCASKEY, 1989)

Composigéo Formula Molecular Quantidade (g.L?)
Fosfato dibasico de Aménio (NH4)2HPO4 4
Fosfato monobésico de Potassio KH2PO4 1
Cloreto de Sodio NaCl 1
Fosfato dibasico de sodio Na:HPO4 1
Sulfato de Magnésio MgSO4 0,2
Extrato de Levedura - 15
Sulfato de Ferro FeSO4 0,02
Sulfato de Zinco ZnS0O4 0,01

Para os experimentos onde o objetivo foi testar qual o melhor substrato para a
producdo de 2,3-BD, foram preparados meios de cultivo com 0s mesmos
componentes mostrados na tabela 3, variando apenas a fonte de carbono, de
modo que foram utilizados 30 g.L* de glicose e 30 g.L* de xilose. A fonte de
nitrogénio permaneceu constante em 4 g.L* de fosfato dibasico de amdnio.

3.3 Pré-Inéculo

Placas com células viaveis foram produzidas a partir do banco de células
através do crescimento das amostras, estocadas em glicerol, em meio LB a 37 °C
e 150 rpm em incubadora de agitacdo orbital, procedendo-se entdo o

plagueamento em meio agar LB.

Inéculos foram preparados através da transferéncia de uma algada de colonias
das placas geradas a partir do banco de células (armazenadas a 4 °C) para
Erlenmeyers de 125 mL contendo 60 mL do meio de cultivo citado acima,
permitindo crescimento overnight a uma temperatura de 30 °C, em incubadora de
agitacdo orbital, permitindo crescimento até densidade ¢6tica (DO) igual a 1 a 600

nm.
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3.4 Inéculo e ensaios de fermentagao

O meio de cultivo utilizado nos experimentos estd descrito na Tabela 3,
variando-se a fonte de carbono. Os ensaios foram conduzidos em frascos
Erlenmeyers de 125 mL com volume util de 60 mL, posteriormente inoculados a 5
% (v.v1), correspondendo a uma densidade Optica iguala 1,0, medida a 600 nm

em espectrofotometro.

A pré-selecao de potenciais produtores de 2,3-BD partiu de 14 microrganismos
pertencentes ao consorcio microbiano ambiental, utilizando glicose como fonte de
carbono. Duas condi¢Oes de aeracao foram testadas: 180 rpm e 120 rpm, ambas
a 30 °C. ApoOs 24 horas de cultivo, aliquotas foram coletadas para determinagéo
da concentracdo de 2,3-BD. Estes experimentos foram realizados em simplificata.
As duas condi¢cGes de aeracdo testadas tiveram como obijetivo verificar se havia
diferenca na producgéo de 2,3-BD tendo em vista que, como citado no item 2.4.1, a

agitacdo é o fator mais importante para a producdo deste composto.

A partir da analise do primeiro ensaio de fermentacdo, selecionou-se 6
linhagens de microrganismos que se destacaram como produtores de 2,3-BD e
seguiu-se para a segunda etapa dos ensaios de fermentacdo, que consiste em
testar essas 6_linhagens em dois meios sintéticos (tabela 3) diferentes, um
utilizando glicose como fonte de carbono e outro utilizando xilose As condi¢des
determinadas foram de temperatura de 30 °C e agitacdo de 120 rpm, pois ndo
houve diferenca de producdo entre as duas condicdes de agitacdo testadas
anteriormente e o 2,3-BD é um metabdlito produzido sob condicbes de
microaerofilia. O pH néo foi controlado durante os ensaios. O pH inicial para o
meio sintético utilizando glicose foi de 6,7, em média, e para o meio utilizando
xilose foi de 6,3, em média. Apds o indculo, aliquotas foram retiradas de 3 em 3
horas para acompanhamento do crescimento celular, pH, consumo de acucar e

producéo de 2,3-BD. Estes experimentos foram realizados em duplicata.

3.5 Métodos Analiticos

3.5.1 Concentragéo de Acgucares e 2,3-BD

A composicdo do meio de cultivo foi analisada utilizando-se cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) através de equipamento da marca Shimadzu
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equipado com detector de indice de refragdo (RID-10A). A coluna utilizada foi
Aminex HPX-87H (300x7,8 mm, Bio-Rad, EUA).

Para determinacdo da concentracdo de 2,3-BD, a fase movel foi composta de
uma solugdo H2SO4 0,005 mol.L! alimentada a 0,8 mL.mint. A temperatura foi
controlada a 65 °C. Para a concentracdo de acgucares utilizou-se a mesma fase

movel alimentada a 0,6 mL.min! e a temperatura foi mantida a 45 °C.

As amostras foram preparadas para cromatografia por centrifugacdo a 4500 x
g por 15 min a fim de precipitar as células em suspenséo, procedendo-se com
filtracdo da porgédo sobrenadante utilizando membranas de acetato de celulose
(tamanho de poro de 0,22 um; Sartorius, Alemanha). Para todas as analises por
HPLC, padrdes de 2,3-BD, glicose e xilose com grau de pureza de cromatografia

(superior a 99,5 %) foram utilizados.

3.5.2 Medidas de pH

O pH de cada amostra foi medido em um pHmetro (Kasvi), o qual foi calibrado
com solucdes tampéao de pH 4,0 e pH 7,0.

3.5.3 Crescimento Celular

O crescimento celular foi acompanhado através de leituras de densidade o6tica
a 600 nm em espectrofotbmetro (Amersham Biosciences, modelo Ultrospec 3100
pro) utilizando como controle o meio estéril. As leituras foram realizadas em um

comprimento de onda de 600 nm.

3.6 Determinagao dos Parametros Cinéticos

Os valores de conversao de substrato a produtos (Yes) ao longo dos
experimentos foram obtidos pela divisdo da concentracdo acumulada do produto
até o tempo considerado pelo valor calculado do consumo de substrato até este
mesmo tempo. Para assegurar-se de que este valor estd correto, também
calculou-se Ypis através da regressdo linear ao plotar-se a variagcdo de
concentracéo de 2,3-BD contra o consumo de glicose. Tal valor correspondeu ao

coeficiente angular da reta obtida.

Os valores de produtividades foram obtidos dividindo-se a maxima

concentracéo total de produto formado pelo tempo necessario para obté-lo.
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3.7 Analise estatistica dos dados
A andlise estatistica dos dados foi feita sob a forma de analise de variancia
(ANOVA). A significancia dos dados foi determinada utilizando o teste F de

Fischer com um alfa de 0,05.
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4 Resultados e Discussao

Bactérias heterotréficas necessitam de uma fonte de carbono organica para o
crescimento e metabolismo celular, sendo que as mais comuns sao 0S
carboidratos principalmente a D-glicose. Tais compostos podem ser utilizados por
microrganismos, de modo que essa versatilidade é de grande importancia,
permitindo o emprego de microrganismos numa extensa série de transformacoes
Uteis ao homem (BORZANI, et al., 2001). Desta forma, foram conduzidos
experimentos para selecionar as linhagens produtoras de 2,3-BD partindo de duas
fontes de carbono: D-glicose e xilose.

4.1 Microrganismos Potencialmente Produtores de 2,3 BD

O primeiro ensaio realizado teve o0 objetivo de pré-selecionar os
microrganismos produtores de 2,3-BD. Neste ensaio a fonte de carbono utilizada
foi a D-glicose e foi avaliada a quantidade de 2,3-BD formada apés 24 horas de

fermentacao. Testou-se 14 linhagens de bactérias disponiveis no laboratério.

Os resultados sdo mostrados na Figura 4. As linhagens 1, 24, 33, 31, 15 e 5
apresentaram maior sintese de 2,3-BD a partir da D-glicose e, portanto, foram
selecionadas para os proximos ensaios de fermentacdo e determinacédo de
parametros cinéticos. A maior producédo de 2,3-BD foi de 13,95 g.L'! quando a
condicdo de aeracéo foi de 120 rpm, representando 26,38 % da producéo de 2,3

BD nesta condicao.

Das 6 linhagens pré-selecionadas, Rossi e colaboradores (2011) identificaram
4, sendo essas bactérias gram-negativas. Baseado na andlise 16S-rDNA, as
linhagens 1, 5 e 31 foram classificadas como Klebsiella pneumoniae (96 % de
confianga) e a linhagem 33 como Pantoea agglomerans (93 % de confianca). Os
isolados de Klebsiella ndo podem ser considerados como sendo a mesma cepa,

uma vez que sempre produziram col6nias distintas morfologicamente.

Como pode-se observar, duas condi¢cdes de aeragao foram testadas: 120 rpm
e 180 rpm. Sabe-se que apesar de o 2,3 BD ser um produto de metabolismo
anaerobio, foi demonstrado que a aeracdo aumentou a producdo de 2,3 BD por
Klebsiella pneumoniae (LEDINGHAM e NEISH, 1954). Entretanto, o aumento
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excessivo do suprimento de oxigénio favorece a formacéo de massa celular e gas
carbdnico em detrimento da producao de 2,3-BD (JANSEN et al., 1984). O 2,3-BD
é formado, entdo, sob limitacdo de oxigénio e, consequentemente, sua producao
é diminuida com o aumento da aeracdo do meio, embora o declinio do
fornecimento de oxigénio possa diminuir também a taxa de converséo total,
devido a concentracdes celulares mais baixas (SABLAYROLLES e GOMA, 1984).
Como essas informacdes se mostram contraditorias em relacdo a producao de
2,3-BD, foi necessario estudar uma estratégia de controle de fornecimento de
oxigénio adequada para garantir a producéo eficiente desse alcool.

De acordo com os resultados desse experimento, somente a linhagem
identificada pelo numero 1 apresentou a producdo de 2,3-BD notoriamente

aumentada quando a aeracgéo € diminuida de 180 para 120 rpm.
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Figura 4 - Produgéo de 2,3 BD por diferentes linhagens de bactérias.

4.2 Ensaios de Fermentacao

De acordo com os resultados obtidos no item 4.1, testes com duas fontes de
carbono organico foram realizados nas 6 linhagens selecionadas com agitacao de
120 rpm e temperatura de 30 °C, a fim de determinar os parametros cinéticos e

verificar qual bactéria € a maior produtora de 2,3-BD.
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4.2.1 Crescimento Celular

O crescimento celular foi medido através de densidade Otica para os dois
diferentes meios sintéticos. As figuras 5 e 6 mostram o perfil de crescimento de

cada linhagem com glicose e xilose, respectivamente.

7

Pode-se observar que a cinética de crescimento é mais rapida quando as
bactérias estdo em um meio com glicose disponivel. Isto se deve, provavelmente,
por ser este acucar uma fonte de carbono de facil catélise, ficando assim,
disponivel para as células desempenharem suas func¢des. A curva de crescimento
celular apresenta 0 mesmo comportamento para as 6 linhagens testadas
seguindo a tendéncia da curva de crescimento bacteriano, em que a fase de
adaptacdo ao meio de cultivo tem duracdo de aproximadamente de 3 horas,
seguido pelo crescimento exponencial, com duracéo de 9 horas e, por fim, a fase

de declinio.

N&o se pode concluir o mesmo quando a fonte de carbono disponivel no meio
€ a xilose. A cinética de crescimento celular € mais demorada. Uma explicacdo
para esta observacao pode ser atribuida ao fato de que as células foram mantidas
em placas contendo glicose e quando foram pré-inoculadas, tiveram de se
adaptar ao meio contendo xilose. K. pneumoniae tem uma tendéncia para
metabolizar preferencialmente de glicose e em seguida, manose, entre as fontes
de carbono presentes no hidrolisado lignocelulésico. Xilose, arabinose e galactose
sdo consumidos em taxas mais lentas (PERLMAN, 1944). Durante as 24 horas de
fermentacéo, a fase de crescimento exponencial ndo foi completa, ndo atingindo

assim a fase de estacionaria.
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Figura 5 - Cinética de crescimento celular utilizando glicose como fonte de carbono. Em a) sao
apresentadas as 3 linhagens com maior crescimento e em b) as linhagens com crescimento
levemente inferior.
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Figura 6 - Cinética de crescimento celular utilizando xilose como fonte de carbono. . Em a)
sdo apresentadas as 3 linhagens com maior crescimento e em b) as linhagens com crescimento
levemente inferior.

4.2.2 Ensaios com Glicose

Foi avaliada a producdo de 2,3-BD, a cinética de consumo de glicose e a
variacdo do pH durante 24 horas de fermentacao (Figura 7). Como os resultados
obtidos foram similares para os seis microrganismos, a discusséo sera baseada

em um valor médio dos mesmos.

A concentracdo de glicose no meio decaiu ao longo do tempo, indicando o
consumo da mesma. O comportamento da curva foi 0 mesmo para as seis
bactérias testadas. Apos 24 horas, a concentracdo deste aclUcar chegou a quase
zero para todas as espécies testadas. A queda no consumo da glicose
acompanha a taxa de crescimento exponencial desses microrganismos, como

esperado.
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Figura 7 - Producgédo de 2,3- butanodiol, consumo de glicose e variacdo do pH em um intervalo
de 24 horas. (-m-) Glicose, (-e-) pH e (-A-) 2,3-butanodiol. As letras correspondem aos diferentes
microrganismos e estdo organizadas em ordem decrescente de producéo de 2,3-BD.a) 33, b) 1, ¢)
31,d)5,e) 24 ef) 15.

A méxima producdo de 2,3-BD acontece durante a fase de estagnacéo,
guando ainda h& acucar no meio, sugerindo que este alcool seja um metabdlito
parcialmente associado ao crescimento. Nao ha diferenca significativa entre as

producdes de 2,3-BD para os 6 diferentes microrganismos testados.

O parametro cinético de consumo de substrato e conversdo a produto foi
analisado. Partindo de uma concentracdo média inicial de glicose de 25,9 g.L?,
obteve-se um consumo médio final de substrato de 25,83 g.L!, além de uma
concentracdo média de 2,3-BD de 8,78 g.L 1. Desse modo, a conversdo média de
substrato a produto foi de 0,34 g.g*. Por fim, a produtividade média de 2,3-
butanodiol foi avaliada e seu valor foi de 0,37 g.L*'h1, considerando como tempo
de operacéo total 24 horas, condizente com o intervalo onde houve producéo de

2,3-BD. Os dados para cada microrganismo encontram-se na tabela 4.
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Tabela 4: Parametros de cinética de crescimento, consumo de glicose e

produtividade para os 6 microrganismos testados.

Concentracéo de Consumo de v Q

Linhagens 2,3BD Glicose ps P

Ty i (9.9 (g.L*h™)
(9L (9L

1 9,415 7,34 25,839 #10,61 0,364 0,396

5 8,570 +£7,38 25,819 *9,36 0,332 0,358

15 8,080 +5,77 25,804 +9,68 0,313 0,341

24 8,345 £11,5 25,854 £9,49 0,323 0,366

31 8,795 £8,45 25,874 £ 8,60 0,340 0,377

33 9,505 *8,53 25,804 +9,88 0,368 0,397

*ap6s 24h

As linhagens com maior produgéo de 2,3-BD foram a 33 e a 1 com uma
produtividade de 0,39 g.L*h e producéo final de 9,45 g.L* de 2,3-BD, em média.
A bactéria com menor producédo foi a 15, sintetizando 8,08 g.L! e produtividade
de 0,341 g.L'h'l. E interessante observar que quando a fonte de carbono é a
glicose, os microrganismos nao tiveram diferencas significativas para converter a
mesma em 2,3-BD. Isto fica evidente quando comparamos 0s parametros

cinéticos dessas bactérias, que sdo muito proximos.

Neste trabalho, o pH do meio néo foi controlado. O pH inicial do cultivo foi de
aproximadamente 6,7. A medida que a fermentac&do ocorre e 0s microrganismos
reproduzem-se, o pH baixa até atingir um valor médio de 5,15. Geralmente, na
faixa de pH 6timo, a eficiéncia metabdlica do microrganismo sera maxima. Esse
valor € dependente do substrato e do microrganismo envolvido, variando
normalmente entre 5,0 e 6,0 para a producéo de 2,3-BD (CELINSKA e GRAJEK,
2009). Nessa faixa, a enzima acetolactato-descarboxilase atua em seu pH 6timo e
controla a fermentacéo (KIM et al., 2013). Isto pode ser verificado pela anélise da
figura 8, onde a maior producdo de 2,3 BD ocorre quando o pH do meio atinge

valores inferiores a 6.

Os valores em duplicata obtidos para producéo de 2,3-BD, consumo de xilose, pH

e densidade oGtica encontram-se no apéndice A.
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4.2.3 Ensaios com Xilose

Igualmente aos ensaios utilizando glicose, foi avaliada a producgéo de 2,3-BD,
a cinética de consumo de xilose e a variacdo do pH durante 24 horas de

fermentacao (Figura 8).

A concentracdo de xilose no meio decaiu ao longo do tempo, indicando o
consumo da mesma. O comportamento da curva foi similar para as seis bactérias
testadas. Quando compara-se o consumo de xilose com aquele de glicose, pode-
se notar que a xilose leva mais tempo para ser consumida. Vale lembrar que a
cinética de crescimento quando o meio € suplementado com xilose também é
mais lenta. Apos 12 horas de ensaio, 0 consumo desse acucar decai
notoriamente. A linhagem que apresenta um maior conversédo de substrato em
biomassa é a 15, partindo de um valor inicial de xilose de 26,78 g.L* apés 24
horas de ensaio esse microrganismo chegou a uma concentracéao final de glicose
no meio de 9,07 g.L!. As linhagens 31 e 33, que partiram da mesma
concentragdo inicial de xilose, metabolizaram mais acucar, chegando ao valor
final, apés as 24 horas de cultivo de 2,62 g.L? e 2,59 g.L, respectivamente.
Porém esse consumo parece ndo foi traduzido em um crescimento celular tdo

expressivo quanto a linhagem 15.
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Figura 8 - Producédo de 2,3-butanodiol, consumo de xilose e variagdo do pH em um intervalo
de 24 horas. (-m-) Xilose, (-e-) pH e (-A-) 2,3-butanodiol. As letras correspondem aos diferentes
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Apés 12 horas de fermentacdo, a producdo de 2,3-BD comecga a aumentar,
acompanhando o declinio do consumo de xilose. Nado ha diferenca significativa
entre as producdes de 2,3-BD para os 6 diferentes microrganismos testados,
entretanto as diferencas aqui sdo mais acentuadas que aquelas encontradas
quando o meio continha glicose. A bactéria identificada pelo numero 31 produziu
5,7 g.L! de 2,3-BD em 24 horas de teste, sendo esse a maior producédo. A
linhagem 24 produziu 1,8 g.L'* neste mesmo intervalo de tempo, representando a

menor sintese do alcool.

Tabela 5: Parametros de cinética de crescimento, consumo de xilose e

produtividade para os 6 microrganismos testados.

Concentragéo de 2,3 Consumo de

f ; Y /s Q
Hnhagens o b ey @l
5370 +4,41 23,426+12,79 0,229 0,224
3,510 +1,94 23,196+ 12,69 0,151 0,159
15 2,720 +1,07 17,716 +13,22 0,154 0,123
24 1,800 +0,49 19,466 + 14,33 0,092 0,122
31 5695 +4,79 24,161+ 11,55 0,236 0,260
33 4,050 +240 24,196+ 12,12 0,167 0,215

*apds 24h

O parametro cinético de consumo de substrato e conversao a produto também
foi analisado. Partindo de uma concentracdo média inicial de xilose de 26,78 g.L™,
obteve-se um consumo médio final de substrato de 22,27 g.L!, além de uma
concentracdo média de 2,3-BD de 3,58 g.L 1. Desse modo, a conversdo média de
substrato a produto foi de 0,17 g.g, 50% inferior a conversdo obtida quando o
meio usava glicose como fonte de carbono. Para a realizagcdo dos testes, xilose
foi autoclavada juntamente com os outros componentes do meio. Yu e Saddler
(1983) demonstraram que especialmente para esse acucar, valores superiores de
2,3-BD foram obtidos quando a xilose foi esterilizada separadamente antes de ser

adicionada ao meio autoclavado.

Por fim, a produtividade média de 2,3 butanodiol foi avaliada e seu valor foi de
0,18 g.L*h%, considerando como tempo de operacdo total 24 horas, condizente

com o intervalo onde houve producéo de 2,3-BD.
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Da mesma maneira que o0 experimento foi conduzido com glicose, aqui
também o pH nao foi controlado. O pH inicial de cultivo foi de 6,32. Para os 6
diferentes microrganismos, nota-se que a variacdo de pH €& semelhante,
alcangcando um valor médio final de 4,69, inferior aquele encontrado para glicose.
GT Tsao (1978) estudou a influéncia do pH para a producgéo de 2,3-BD e parece
que o pH 6timo é uma funcdo do substrato utilizado para a fermentacdo. Com
glicose, o pH ideal para a producédo de 2,3-butanodiol foi de 6,4, enquanto que
com xilose como substrato a faixa de pH foi de 5,2 — 5,4. Sabe-se que em
condi¢des extremas, com pH abaixo de 4 ou superior a 8, a sintese de 2,3-BD é
desfavoravel, ja que a atividade de uma ou mais enzimas é reduzida e outras vias
metabdlicas séo utilizadas pelo microrganismo para obter energia (ROMIO, 2014).
Como a cinética de crescimento com a xilose é mais demorada, um intervalo de
tempo superior a 24 horas seria necessario para uma conclusdo mais precisa

sobre os parametros de producao de 2,3-BD e dinamica do pH.

Os valores em duplicata obtidos para producéo de 2,3-BD, consumo de xilose,

pH e densidade 6tica encontram-se no apéndice B.
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5 Conclusao e trabalhos futuros

A partir dos microrganismos e fontes de carbono testadas, algumas linhagens
se mostraram promissoras para a producao de 2,3 BD. Como este trabalho visa
selecionar microrganismos que consigam converter fontes de carbono que estédo
presentes em residuos agricolas (glicose e xilose, por exemplo) a 2,3-BD, os
resultados obtidos com xilose, em meio sintético, tornam-se mais importantes,

visto que esse aglcar € o mais abundante nestes residuos.

A linhagem 31 foi a maior produtora desse alcool quando a fonte de carbono
foi xilose, produzindo 5,7 g.L** ao longo das 24 horas de fermentagdo. Quando o
meio sintético utilizou glicose como fonte de carbono, esta linhagem foi a terceira
maior produtora com 8,79 g.L! de &lcool sintetizado. Rossi e colaboradores
(2011) identificaram este microrganismo como sendo a espécie Klebsiella

pneumoniae.

A linhagem 33 foi a maior produtora de 2,3-BD quando o meio foi
suplementado com glicose, sintetizando 9,50 g.L* durante 24 horas, 0,72 g.L*! a
mais do que a linhagem 31. No meio cuja fonte de carbono foi a xilose, esta cepa
produziu 4,05 g.L* de 2,3 BD, que representa 1,65 g.L'* a menos que a linhagem
31. Este microrganismo foi identificado como sendo a espécie Pantoea
agglomerans (ROSSI et al., 2011). Seria interessante conduzir estudos com esse
microrganismo, pois pouco se encontrou na literatura, diferentemente do género

Klebsiella.

A linhagem 1, identificada como BL-1 (ROSSI et al., 2011) foi a segunda maior

produtora de 2,3-BD tanto para o meio com glicose como para 0 meio com xilose.

Para futuros trabalhos visando a producdo de 2,3-BD, sugere-se a
continuidade dos estudos utilizando hidrolisado de residuos agricolas com as
cepas que se destacaram na utilizacdo dos acucares testados em meio sintético.
Além disso, pretende-se realizar experimentos em biorreatores onde é possivel
executar um melhor ajuste dos parametros de controle, como pH, temperatura e

oxigénio dissolvido.
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APENDICE A — Dados da cinética com meio sintético utilizando glicose

As tabelas abaixo apresentam os valores de concentragdo de 2,3-BD,
concentracdo de glicose, densidade o6tica e pH para cada aliquota coletada. Os
indices a e b correspondem ao mesmo microrganismo e indicam que os dados

foram coletados em duplicata.

Tabela 1 — Concentracéo de 2,3-BD (g.L™?)

Amostras Tempo (h)

0 3 6 9 12 24
la 0 3,46 1,8 3,59 2,86 9,5
1b 0,12 0,24 3,46 3,68 3,25 9,33
5.a 0 0,28 1,1 3,02 1,98 8,59
5.b 0 0,27 0,86 3,24 3,07 8,55
15.a 0 0,15 1,46 3,43 3,49 7,98
15.b 0 1,82 0,96 4,09 3,02 8,18
24.a 0 0,25 11 1,72 8,44 7,91
24.b 0 0,22 1,55 1,72 6,91 8,78
3l.a 0 0,22 1,36 4,44 3,91 9,05
31.b 0,14 0,2 0,16 2,97 3,73 8,54
33.a 0 0,27 1,53 3,54 2,94 9,49
33.b 0,28 1,81 1,67 3,54 3,11 9,52

O teste F apresentou um valor calculado de 0,032138, inferior ao valor critico de
2,533554. Portanto, ndo ha diferenca significativa para a producdo de 2,3-BD

entre os diferentes microrganismos.

Tabela 2 — Concentracdo de glicose (g.L™)

Tempo (h)
Amostras

0 3 6 9 12 24
la 25,899 15,44 9,65 8,7 5,53 0
1.b 25,899 11,51 9,81 8,31 6,48 0,12
5.a 25,899 12,6 8,48 8,98 4,48 0,08
5.b 25,899 4,97 7,31 6,89 6,69 0,08
15.a 25,899 13,7 7,95 7,67 7,3 0,11
15.b 25,899 9,5 5,51 6,37 6,28 0,08
24.a 25,899 16,73 7,22 7,56 0,38 0
24.b 25,899 14,31 11,08 2,83 1,93 0,09
3l.a 25,899 6,27 7,23 10,09 5,83 0,05
31.b 25,899 10,1 4,68 0 7,21 0

33.a 25,899 14,1 8,38 5,16 6,88 0,1
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33.b 25,899 14,4 6,24 4,66 6,82 0,09

O teste F apresentou um valor calculado de 0,050456, inferior ao valor critico de
2,533554. Portanto, ndo h& diferenca significativa para o consumo de glicose

entre os diferentes microrganismos.

Tabela 3 — Densidade 6tica (600 nm)

Amostras Tempo (h)
3 6 9 12 24
la 0,272 1,089 3,368 4,500 5,289 4,155
1.b 0,302 1,048 3,392 4,525 5,449 4,349
5.a 0,275 0,613 2,672 4,120 5,149 4,622
5.b 0,281 0,736 2,992 4,480 5,843 4,829
15.a 0,314 0,979 3 4,915 6,076 5,049
15.b 0,285 0,995 3,008 4,760 6,096 4,822
24.a 0,325 0,878 2,892 4,530 6,096 5,003
24.b 0,299 0,846 2,784 4,380 5,516 4,962
3l.a 0,361 1,06 3,364 4,610 5,396 4,809
31.b 0,36 1,056 3,568 4,750 5,796 4,329
33.a 0,351 1,027 3,22 4,610 5,103 4,389
33.b 0,357 1,077 3,376 4,370 5,409 4,529
Tabela 4 — Potencial hidrogenidnico (pH)
Amostras Tempo ()
3 6 9 12 24
la 6,74 7,11 5,5 5,14 5,03 5,60
1.b 6,75 6,04 5,5 5,12 5,04 5,55
5.a 6,71 6,06 5,63 5,47 5,19 5,54
5.b 6,7 6,28 5,57 5,39 511 5,66
15.a 6,71 6,27 5,72 5,35 511 5,52
15.b 6,72 6,34 5,75 5,38 5,15 5,48
24.a 6,68 6,38 5,69 5,35 5,13 5,67
24.b 6,69 6,35 5,75 5,36 5,17 5,56
3la 6,71 6,07 55 5,30 5,15 5,62
31b 6,75 6,08 5,55 5,27 5,10 5,66
33.a 6,79 6,31 5,67 5,34 5,29 5,82

33.b 6,76 6,23 5,62 5,33 5,31 5,90
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APENDICE B - Dados da cinética com meio sintético utilizando xilose

As tabelas abaixo apresentam os valores de concentracdo de 2,3-BD,
concentracdo de xilose, densidade 6tica e pH para cada aliquota coletada. Os
indices a e b correspondem ao mesmo microrganismo e indicam que os dados

foram coletados em duplicata.

Tabela 1 — Concentragdo de 2,3-BD (g.L?)

Amostras Tempo (h)

0 3 6 9 12 24
la 0 O 0,19 0,53 2,01 5,37
1.b 0 O 0,23 0,7 2,01 5,37
5.a 0 O 0 0,54 1,02 3,2
5b 0 O 0,22 0,61 2,33 3,82
15.a 0 O 0,2 0,42 0,75 2,95
15.b 0 O 0,16 0,64 0,39 2,49
24.a 0 O 0,23 0,52 0,89 0,68
24.b 0 O 2,2 0,64 0,75 2,92
3l.a 0 O 0,23 0,94 0,83 5,15
31.b 0 O 0,31 1 1,12 6,24
33.a 0 O 0,25 0,75 1,17 2,95
33.b 0 O 0,24 0,84 1,58 5,15

O teste F apresentou um valor calculado de 0,200038, inferior ao valor critico de
2,533554. Portanto, ndo ha diferenca significativa para a producdo de 2,3-BD

entre os diferentes microrganismos.

Tabela 2 — Concentracéo de xilose (g.L™?)

Tempo (h)
Amostras

0 3 6 9 12 24
la 26,786 14,41 15,87 8,93 20,03 3,04
1.b 26,786 11,79 19,84 12,62 20,03 3,68
5.a 26,786 18,29 17,39 14,46 13,91 3,55
5.b 26,786 15,95 17,39 14,68 9,75 3,63
15.a 26,786 20,10 13,95 10,78 13,52 9,54
15.b 26,786 18,81 8,18 18,41 13,52 8,6
24.a 26,786 15,36 19,75 16,25 16,55 6,98
24.b 26,786 14,80 16,4 14,55 20,36 7,66
3l.a 26,786 13,80 15,51 17,25 7,09 2,8
31.b 26,786 11,74 17,78 16,68 10,22 2,45
33.a 26,786 14,15 17,05 14,7 8,88 2,64

33.b 26,786 14,85 17,22 14,21 15,89 2,54
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O teste F apresentou um valor calculado de 0,098299, inferior ao valor critico de
2,533554. Portanto, ndo ha diferenca significativa para o consumo de xilose entre

os diferentes microrganismos.

Tabela 3 — Densidade 6tica (600 nm)

Amostras Tempo (h)

3 6 9 12 24
la 0,418 0,702 1,728 2,760 3,405 6,48
1b 0,42 0,782 1,716 2,711 2,935 55
5.a 0,404 0,487 1,716 2,997 3,955 5,77
5.b 0,415 0,575 1,812 2,520 3,87 5,965
15.a 0,431 0,753 1,42 2,274 2,63 5,985
15.b 0,426 0,776 1,424 2,257 3,15 6,045
24.a 0,43 0,742 1,37 2,054 2,7 4,925
24.b 0,442 0,718 1,414 2,034 2,465 5,23
3l.a 0,431 0,849 1,82 2,754 3,19 5,575
31.b 0,442 0,903 1,882 2,877 3,76 6,2
33.a 0,439 0,779 1,694 2,588 3,045 5,745
33.b 0,45 0,784 1,99 2,843 3,74 5,59

Tabela 4 — Potencial hidrogenidnico (pH)
Amostras Tempo (h)

3 6 9 12 24
la 6,37 6,29 5,86 5,56 5,38 4,45
1b 6,33 6,24 5,79 5,54 5,42 4,43
5.a 6,33 6,32 5,8 5,51 5,35 4,27
5.b 6,3 6,27 5,85 5,50 5,34 4,22
15.a 6,3 6,28 6 5,70 5,56 5,10
15.b 6,32 6,25 5,97 5,67 5,52 5,15
24.a 6,28 6,31 6,06 5,78 5,65 5,07
24.b 6,27 6,27 5,97 5,74 5,69 5,13
3l.a 6,29 6,3 5,86 5,64 5,49 4,65
31.b 6,3 6,19 5,76 5,562 5,59 4,61
33.a 6,26 6,26 5,8 5,60 5,57 4,68

33.b 6,32 6,21 5,72 5,53 5,51 4,61




