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RESUMO 

O álcool 2,3-butanodiol (2,3-BD) apresenta extensa aplicação industrial, podendo ser 

destinado tanto para processos industriais, tais como nas indústrias de polímeros, de tintas 

de impressão, de perfumes, de explosivos e de plastificantes, quanto para a obtenção de 

outros produtos químicos, tais como metil-etil-cetona, 1,3-butadieno e diacetil. A 

produção de 2,3-BD pode ocorrer por processos puramente químicos como por 

biossíntese microbiana. No entanto, o interesse pela obtenção desse álcool a partir da via 

biológica, a partir de fontes de carbono renováveis como matéria-prima, tem crescido 

muito devido aos problemas político-econômicos do uso do petróleo, bem como à 

necessidade de implementação de gestão mais sustentável de resíduos.  Nesse contexto, 

a otimização da produção de 2,3-BD por bactérias se faz necessária. Assim, o objetivo 

deste trabalho foi avaliar o potencial de produção de 2,3-BD a partir de glicerol, permeado 

de soro de queijo e de glicose como fontes de carbono utilizando três diferentes bactérias 

do gênero Bacillus: Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis e Paenibacillus polymyxa, 

além de otimizar parâmetros de processo como pH, temperatura, concentração de fonte 

de carbono inicial e concentração de oxigênio dissolvido no meio de cultivo a fim de 

garantir as melhores condições de produção de 2,3-BD. Através de experimentos iniciais, 

constatou-se que a única linhagem produtora de 2,3-BD foi a de Bacillus licheniformis 

utilizando glicose como substrato. Através do planejamento composto central, foram 

otimizados alguns parâmetros do processo com o objetivo de obter a conversão máxima 

de substrato a 2,3-BD. Os valores ótimos obtidos foram de pH inicial de 7,85, temperatura 

de 36,8 °C e concentração inicial de glicose de 37,21 g∙L-1. Experimentos realizados em 

incubadora de agitação orbital comprovaram esses resultados, de modo que a conversão 

média de glicose a 2,3-BD foi de 0,25 g∙g-1, comparável ao valor teórico predito pelo 

modelo obtido de 0,261 g∙g-1
. Cultivos em biorreatores em regime de batelada foram 

realizados a fim de testar as condições de limitação de oxigênio a 10 %, 20 % e 30 %, 

utilizando os parâmetros obtidos pelo planejamento composto central e mantendo o pH 

constante a 7,85 durante todo o processo. Essa estratégia mostrou-se pouco eficiente, 

porque os valores de Y2,3-BD obtidos foram de 0,06 g∙g-1, 0,07 g∙g-1 e 0,15 g∙g-1, 

respectivamente, inferiores ao valor obtido anteriormente, além de concentração final de 

2,3-BD de 1,35 g∙L-1 e produtividade de 0,08 g∙L-1∙h-1 para 10 % de oxigênio, 1,37 g∙L-1 

e 0,08 g∙L-1∙h-1 para 20 % oxigênio e 1,75 g∙L-1 e 0,13 g∙L-1∙h-1 para 30 % de oxigênio. 
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ABSTRACT 

The alcohol 2,3-butanediol has an extensive industrial application, varying from its use 

in the polymer industry, printing inks, perfumes, explosives, plasticizers, and for the 

production of other chemical products, such as methyl-ethyl-keton, 1,3-butadiene, and 

diacetyl. The production of 2,3-BD can be carried out by chemical processes or by 

microbial biosynthesis. However, there is a growing interest in using the biological route 

from renewable carbon sources as feedstock, because of economic and political issues 

surrounding the oil industry, and the necessity of a more sustainable waste management 

implementation as well. In this context, the optimization of the 2,3 butanediol production 

is necessary. Therefore, the aim of this work was to evaluate the potential production of 

2,3-butanediol using raw glycerol, whey permeate, or glucose as carbon sources, utilizing 

three different Bacillus bacteria: Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis and 

Paenibacillus polymyxa. It was necessary to optimize the pH, temperature, initial carbon 

source concentration, and the dissolved oxygen concentration in the culture medium, in 

order to ascertain the best 2,3-BD production conditions. The initial experiments showed 

that only Bacillus licheniformis was capable to produce 2,3-BD on glucose as substrate. 

Process parameters were optimized using central composite design of experiments, to 

optimize 2,3-BD yields. Hightest results were achieved as initial pH of 7.85; temperature 

of 36.8 °C, and initial glucose concentration of 37.21 g∙L-1. Validation using shake flask 

experiments confirmed these results, with an average 2,3-BD yield of 0.25 g∙g-1, which 

was considered comparable to the theoretical value predicted by the model, of 0.261 g∙g-

1. Batch bioreactor cultivations were carried out in order to test oxygen limited conditions 

of 10 %, 20 % and 30 % dissolved oxygen (DO), using the conditions previously obtained 

and keeping a constant pH of 7.85 during the entire process. This strategy was not 

efficient, because 2,3-BD yields were 0.06 g∙g-1, 0.07 g∙g-1 and 0.15 g∙g-1, respectively, 

representing much lower values than those previously obtained. Furthermore, the final 

concentration and volumetric productivity of 2,3-BD  were 1.35 g∙L-1 and 0.08 g∙L-1∙h-1 

for 10 % DO, 1.37 g∙L-1 and 0.08 g∙L-1∙h-1 for 20 % DO, and 1.75 g∙L-1 and 0,13 g∙L-1∙h-1 

for 30 % DO. 
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1. INTRODUÇÃO 

2,3-butanodiol é um álcool que apresenta três estereoisômeros: meso-2,3-BD, 

(2R,3R)-2,3-BD e (2S,3S)-2,3-BD. É um importante produto químico devido à sua 

extensiva aplicação industrial, uma vez que pode ser destinado tanto para processos 

industriais, como nas indústrias de polímeros, de tintas de impressão, de perfumes, de 

explosivos e de plastificantes, quanto para a produção de metil-etil-cetona, 1,3-butadieno 

e diacetil, utilizados como solventes de resinas e vernizes e como aditivos de 

combustíveis, na produção de borracha sintética e como aditivo alimentício, 

respectivamente.  

O 2,3-BD pode ser produzido tanto por vias de produção química quanto 

biológica. No entanto, o interesse pela obtenção desse álcool a partir de conversão de 

biomassa utilizando fontes renováveis como matéria-prima, como resíduos agrícolas e 

industriais, tem aumentado, uma vez que as reservas de petróleo bruto estão se tornando 

cada vez mais escassas, bem como há a crescente preocupação com a implementação de 

uma gestão racional de resíduos.  

Apesar de diversas leveduras poderem sintetizar 2,3-BD, os rendimentos são 

considerados baixos, de modo que apenas algumas bactérias apresentam potencial para a 

produção industrial na fermentação de 2,3-BD. Atualmente, as maiores produtoras são 

Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca e Paenibacillus polymyxa. Entretanto, as duas 

primeiras são consideradas microrganismos pertencentes à classe de risco 2, ou seja, 

podem apresentar certa patogenicidade, que é um fator indesejável para a utilização 

dessas bactérias para a produção industrial de 2,3-BD. 

Desse modo, pesquisas na área de obtenção de novos microrganismos produtores 

de 2,3-BD pertencentes à classe 1 se fazem necessárias. 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 não é economicamente viável. No 

entanto, espécies do gênero Bacillus, por apresentarem bons rendimentos de produção de 

2,3-BD e, em sua grande maioria, serem consideradas microrganismos de classe de risco 

1, podem ser vistas como uma alternativa interessante para esse problema.  

Desse modo, o objetivo do trabalho centra-se na avaliação da produção de 2,3-

butanodiol a partir de diferentes espécies de Bacillus pertencentes à classe de risco 1, 

utilizando diferentes fontes de carbono. 
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Mais detalhadamente, os objetivos específicos são:  

• Averiguar qual o melhor microrganismo produtor de 2,3-butanodiol dentre 

Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis e Paenibacillus polymyxa, pertencentes à coleção 

do laboratório; 

• Averiguar a possibilidade de utilização de fontes de carbono alternativas 

para a produção de 2,3-butanodiol, como glicerol e permeado de soro de leite em pó; 

• Avaliar o efeito do pH do meio sobre a biomassa e sobre a produção de 

2,3-butanodiol e de metabólitos secundários; 

• Avaliar o efeito da temperatura sobre a biomassa e sobre a produção de 

2,3-butanodiol e de metabólitos secundários; 

• Avaliar o efeito da concentração inicial de substrato sobre a biomassa e 

sobre a produção de 2,3-butanodiol e de metabólitos secundários; 

• Testar a influência do íon Co+2 sobre a produção de 2,3-butanodiol; 

• Escalonar experimentos a biorreatores de 2 L. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 2,3-Butanodiol 

2,3-butanodiol (2,3-BD), também conhecido como 2,3-butileno-glicol, 

dimetiletileno-glicol e butano-2,3-diol (nomenclatura IUPAC), é um álcool com peso 

molecular de 90,121 g.mol-1 e fórmula molecular C4H10O2. Apresenta-se como líquido 

incolor e inodoro ou em sua forma cristalina (SYU, 2001) e pode existir em três formas 

isoméricas: D-(−)-, L-(+)- e meso- (Figura 1). Os três isômeros apresentam altos pontos 

de ebulição que, embora difiram ligeiramente entre si, variando de 177 ºC a 182 ºC, são 

muito superiores ao da água, de modo que uma grande quantidade de água precise ser 

evaporada através da destilação para a recuperação do 2,3-BD produzido através de 

fermentação (VOLOCH et al., 1985). Também apresentam baixos pontos de 

congelamento (-60 ºC), possibilitando a empregabilidade do isômero levógiro como anti-

congelante (GARG e JAIN, 1995).  

 

 

Figura 1 - Os isômeros do 2,3-butanodiol. (CELIŃSKA e GRAJEK, 2009) 

 

O calor de combustão do 2,3-butanodiol é de 27.200 kJ∙kg-1, comparado 

favoravelmente ao de outros combustíveis líquidos, como o metanol (22.100 kJ∙kg-1) e o 

etanol (29.100 kJ∙kg-1), de modo que pode ser considerado como um potencial aditivo de 

combustível (FLICKINGER, 1980). Misturas equimolares de etanol e 2,3-BD fornecem 

um calor de combustão combinado de 27.660 kJ∙kg-1, indicando que a presença de etanol 
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não prejudica a utilização de 2,3-BD para esse emprego (YU e  SADDLER, 1982a). 

Ademais, possui alto índice de octano e, devido a isso, pode ser usado como reforço na 

gasolina ou como combustível para aviação (GARG e JAIN, 1995). 

A desidrogenação catalítica do 2,3-butanodiol produz diacetil, um aditivo 

alimentício de alto valor agregado, utilizado como agente flavorizante na indústria de 

alimentos (GARG e JAIN, 1995) que confere sabor amanteigado (BARTOWSKY e 

HENSCHKE, 2004). O diacetil também é um agente bacteriostático, capaz de inibir o 

crescimento de Mycobacterium tuberculosis e outros microrganismos patogênicos de 

forma mais eficiente que o ácido benzoico (UNDERKOFLER e HICKEY, 1954). 

Outra importante aplicação do 2,3-BD é através da sua conversão a 1,3-butadieno, 

que é utilizado principalmente na produção de borracha sintética, mas também na de 

eletrodomésticos, calçados, plásticos, modificadores de asfalto, aditivos para óleos 

lubrificantes, tubos, componentes de construção e látex. Este produto, geralmente obtido 

através do petróleo, tem apresentado escassez de oferta, sendo de grande importância sua 

obtenção através de fontes alternativas (ROMIO, 2014). A desidratação do 2,3-butanodiol 

resulta em metil-etil-cetona, utilizada como solvente para resinas e vernizes e, por possuir 

calor de combustão superior ao do etanol, é usada como aditivo eficiente para 

combustíveis e para a produção de combustíveis de aviação de alta qualidade (VILLET, 

1981; SYU, 2001). Além disso, a esterificação de 2,3-BD com ácido maleico produz 

poliuretano-maleimidas (PUMAs), que são empregadas em aplicações cardiovasculares 

(TANZI et al., 1999) e precursores de espumas de poliuretano para uso em medicamentos, 

cosméticos, loções, pomadas e antitranspirantes.  

Também foi demonstrado que o 2,3-butanodiol tem potencial aplicação nas 

indústrias de polímeros, de tintas de impressão, de perfumes, de explosivos, de 

plastificantes e como transportadores de fármacos (GARG e JAIN, 1995). Ademais, 2,3-

BD é um composto biodegradável, ganhando grande destaque do ponto de vista 

ecológico, podendo ser utilizado para a fabricação de produtos menos agressivos ao meio 

ambiente (BERBERT-MOLINA, 1995). No ano de 2001, a fabricação de 2,3-butanodiol 

cresceu a uma taxa de 4 a 7 % devido ao aumento da demanda por produtos obtidos a 

partir desse precursor (SYU, 2001). Atualmente,  estima-se que os derivados de 2,3-BD 

movimentam um mercado global de aproximadamente 32 milhões de toneladas por ano, 

resultando em um montante de 43 bilhões de dólares (KÖPKE et al., 2011). 
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Os compostos químicos e seus processos de síntese a partir de 2,3-butanodiol 

estão descritos na Figura 2. 

 

Figura 2 - Produtos derivados do 2,3-butanodiol (ROMIO, 2014) 

 

2.2 Histórico de produção 

Como as reservas de petróleo bruto estão se tornando cada vez mais escassas, o 

interesse por bio-refinarias que integram processos e equipamentos de conversão de 

biomassa para a produção de combustíveis, energia e outros produtos químicos a partir 

de fontes renováveis tem aumentado significativamente (KAMM e KAMM, 2004; 

RAGAUSKAS et al., 2006). Muitos produtos químicos, antes só produzidos por 

processos químicos, agora podem ser obtidos através de vias biológicas, utilizando 

recursos renováveis como matérias-primas (HATTI-KAUL; TO e GUSTAFSSON, 

2007).  O 2,3-butanodiol é um exemplo desses produtos, já que pode ser sintetizado 

através da via química, a partir do petróleo, ou através de vias biológicas.  

Historicamente, tentativas de obtê-lo por síntese microbiana são relatadas desde o 

início do século passado. Em 1906, Harden e Walpole foram os precursores da síntese 

biológica de 2,3-BD utilizando Aerobacter aerogenes (atualmente denominada Klebsiella 

pneumoniae), seguidos por Harden e Norris em 1912 e por Donker, em 1926, que utilizou 

Paenibacillus polymyxa (anteriormente denominada Bacillus polymyxa) (KOSARIC, 

MAGEE e BLASZCZYK, 1992). Em 1933, Fullmer, Christensen e Kendall propuseram 

a produção industrial desse álcool. Todavia, o maior interesse na produção industrial de 
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2,3-BD através de rotas biológicas ocorreu na década de 1940, durante a Segunda Guerra 

Mundial, já que a escassez de matéria-prima para a produção de borracha sintética, devido 

à crise do petróleo, motivou os Estados Unidos e o Canadá a desenvolverem uma planta-

piloto para a transformação de 2,3-butanodiol em 1,3-butadieno utilizando Klebsiella 

oxytoca e Paenibacillus polymyxa (ROMIO, 2014; BLACKWOOD et al., 1949; 

LEDINGHAM e NEISH, 1954).  

Com o término da guerra, perdeu-se o interesse no processo de síntese biológica 

de 2,3-BD, já que rotas de produção química a partir do petróleo tornaram-se novamente 

disponíveis e eram economicamente mais viáveis. Na década de 1970, com a crise do 

petróleo e as perspectivas de aumento a longo prazo dos preços do mesmo, reavivou-se o 

interesse na produção de 2,3-butanodiol a partir de biomassa, especialmente nos Estados 

Unidos (VOLOCH et al., 1985).  

Assim, a relevância dos bioprocessos de produção de 2,3-BD tem aumentado 

notavelmente nos últimos anos, de forma que a produção microbiológica ajudará na 

diminuição da dependência do petróleo para a sua obtenção (CELIŃSKA e GRAJEK, 

2009; WU et al., 2008). Ademais, a fermentação do excesso de biomassa oriunda de 

resíduos agrícolas ou industriais para a obtenção de produtos químicos tem ganhado 

considerável atenção, devido às preocupações com a escassez de combustíveis 

tradicionais e com a gestão mais racional de resíduos (CELIŃSKA e GRAJEK, 2009). A 

China é um dos países que mais têm demonstrado interesse na produção microbiana de 

2,3-BD, já que o uso de biomassa renovável para a produção de compostos de interesse 

industrial é um caminho promissor para o desenvolvimento de uma economia de baixo 

custo e mais sustentável (LI et al., 2010). 

No entanto, um dos problemas da produção fermentativa de 2,3-BD decorre do 

elevado ponto de ebulição desse produto, de modo que uma grande quantidade de água 

deve ser evaporada por destilação na recuperação do 2,3-BD do caldo fermentado 

(VOLOCH et al., 1985). É por isso que métodos alternativos de recuperação de 2,3-BD 

devem ser desenvolvidos (CELIŃSKA e GRAJEK, 2009). 
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2.3 Rota metabólica e função biológica 

O 2,3-butanodiol é sintetizado biologicamente a partir do piruvato, em um 

processo de fermentação ácido-mista através de diversos compostos intermediários, 

incluindo α-acetolactato, acetoína e diacetil (CASPI, 2008). Os outros produtos finais 

dessa via são etanol, acetato, lactato, formato e succinato (SYU, 2001). 

O piruvato proveniente da glicólise pode ser convertido tanto em lactato, em uma 

reação que requer NADH, a qual é catalisada por L-/D-lactato-desidrogenase (LDH), 

quanto em α-acetolactato, através de descarboxilação catalisada por α-acetolactato-

sintase (α-ALS), que, em condições aeróbias, é rápida e irreversivelmente inativada, 

impedindo a síntese de 2,3-BD sob alto fornecimento de gás oxigênio (KOSARIC, 

MAGEE e BLASZCZYK, 1992). O α-acetolactato é majoritariamente produzido em 

condições de baixa disponibilidade de NADH. Além disso, sob condições anaeróbias, α-

acetolactato pode ser convertido em acetoína pela enzima α-acetolactato descarboxilase 

(α-ALD) e em presença de oxigênio, α-acetolactato pode sofrer descarboxilação 

espontânea, originando o diacetil. Em seguida, diacetil redutase (DAR) converte o diacetil 

em acetoína e, por fim, butanodiol desidrogenase reduz a acetoína a 2,3-butanodiol 

(HENRIKSEN e NILSSON, 2001). A conversão metabólica de acetoína a 2,3-BD é 

reversível e ocorre através da enzima acetoína redutase.  

É reportado que o acetato, a um pH baixo (isto é, em presença de ácido acético) é 

indutor das três enzimas da via de conversão de piruvato a 2,3-BD, desempenhando papel 

importante na formação desse álcool (BRYN, ULSTRUP e STORMER, 1973;  

STORMER, 1968). Todas as enzimas e compostos envolvidos na via de produção de 2,3-

butanodiol são normalmente produzidos durante a fases de crescimento exponencial e a 

fase estacionária da fermentação, quando ocorre condição de limitação de oxigênio 

(MALLONEE e SPECKMAN, 1988). 
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Figura 3 – Via de fermentação ácido-mista para a produção de 2,3-butanodiol. Linhas pontilhadas 

representam as vias que apenas estão ativas sob condições aeróbias. Sob condições anaeróbias ou de 

limitação de oxigênio, o piruvato é convertido a α-acetolactato que, em condições anaeróbias é convertido 

a acetoína. A conversão metabólica de acetoína a 2,3-butanodiol é reversível e catalisada pelas enzimas 

acetoína redutase e 2,3-butanodiol desidrogenase. TCA – ciclo do ácido tricarboxílico; 1 – Via Embden-

Meyerhof (glicólise) e via das pentoses fosfato; 2 – piruvato quinase; 3 – piruvato formato liase; 4 – 

acetaldeído desidrogenase; 5 – etanol desidrogenase; 6 – fosfo transacetilase; 7 – acetato quinase; 8 - α-

acetolactato sintase; 9 - α-acetolactato descarboxilase; 10 – acetoína redutase (2,3-butanodiol 

desidrogenase); 11 – lactato desidrogenase; 12 – fosfoenolpiruvato descarboxilase; 13 – malato 

desidrogenase; 14 – fumarase; 15 – succinato desidrogenase; 16 – complexo formato-hidrogênio-liase; 17 

– complexo multi-enzimático piruvato desidrogenase e 18 – citroil sintetase (JI, HUANG e OUYANG, 

2011) 

 

 A função metabólica do 2,3-butanodiol ainda não foi satisfatoriamente 

esclarecida. Porém, acredita-se que esteja envolvida na prevenção da acidificação 

intracelular através da alteração do metabolismo da produção de ácido para a formação 

de compostos neutros (BLOMQVIST et al., 1993). Foi demonstrado que a produção de 

2,3-BD é induzida sob condições ácidas (NAKASHIMADA et al., 2000), o que pode 

indicar que, por 2,3-BD ser um metabólito de pH neutro, contribua para a diminuição da 

alta acidificação. A segunda possível função atribuída à rota metabólica do 2,3-BD é a 

regeneração do excesso do poder redutor associado à glicólise, de modo que, como ocorre 

em outros processos fermentativos, essa via participa da regulação da razão 

NADH/NAD+ na célula (CELIŃSKA e GRAJEK, 2009). Por fim, a síntese de 2,3-BD 

também pode ser considerada como uma estratégia de armazenamento de carbono e 
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energia (XIAO e XU, 2007), podendo ser reutilizado durante a fase estacionária quando 

a fonte de carbono e energia estiver sendo consumida. 

 

2.4 Microrganismos produtores 

Diversas leveduras têm a capacidade de produzir dióis, mas com rendimentos 

extremamente baixos, de modo que, atualmente, as bactérias são os únicos 

microrganismos de importância industrial na fermentação do 2,3-butanodiol. Diversas 

espécies bacterianas têm a capacidade de produzir 2,3-BD, porém apenas algumas delas 

o fazem em quantidades significantes. Os principais gêneros relatados como produtores 

de 2,3-butanodiol incluem Klebsiella (JANSEN, FLICKINGER e TSAO, 1984; 

RAMACHANDRAN e GOMA, 1987; ROSSI, DE SOUZA e AYUB, 2013; SILVEIRA, 

SCHMIDELL e BERBERT, 1993), Enterobacter (PEREGO et al., 2000; BOTHAST e 

SAHA, 1999), Serratia (RAO et al., 2012) e Bacillus (LAUBE, GROLEAU e MARTIN, 

1984). 

 No entanto, os trabalhos em que os melhores resultados aparecem são relatados 

para Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca e Paenibacillus polymyxa. Em adição, 

Enterobacter aerogenes vem sendo considerada como um microrganismo promissor para 

a produção de 2,3-butanodiol (CELIŃSKA e GRAJEK, 2009). 

 Klebsiella pneumoniae é uma bactéria anaeróbia facultativa que cresce 

rapidamente em meio simples (ANDERSON e WOOD, 1962) e pode utilizar um amplo 

espectro de substratos, incluindo glicose, manose, galactose, xilose, arabinose, celobiose 

e lactose, além de estar amplamente distribuída na natureza e ser estável para uma série 

de condições ambientais (CELIŃSKA e GRAJEK, 2009; GARG e JAIN, 1995). K. 

pneumoniae é capaz de converter a maior parte do substrato a 2,3-BD sem a geração de 

muitos subprodutos, facilitando a recuperação do produto, além de produzir o dobro de 

quantidade de 2,3-BD e obter rendimentos significativamente mais elevados do que a 

bactéria P. polymyxa (LEDINGHAM e NEISH, 1954). Se o melhoramento genético desse 

microrganismo se tornar desejável, sua semelhança com Escherichia coli pode se revelar 

uma vantagem fortuita. K. pneumoniae GT1 é capaz de converter glicerol em 2,3-BD sob 

condições de microaerofilia e baixo pH às custas da produção de 1,3-propanodiol 

(BIEBL, ZENG e DECKWER, 1998). Também foi demonstrado que é capaz de converter 

todos os açúcares presentes em hidrolisados de celulose e hemicelulose em 2,3-BD (YU 
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e SADDLER, 1982a). No entanto, a patogenicidade da infecção oportunista causada por 

espécies encapsuladas de Klebsiella é um fator indesejável na aplicação dessa espécie 

para a produção de 2,3-BD em larga escala (CHANDEL, SINGH e VENKATESWAR, 

2010). 

 Klebsiella oxytoca é uma bactéria gram-negativa, anaeróbia facultativa que 

produz metabólitos de interesse industrial a partir de diversos substratos, como lactose 

(RAMACHARDAN et al., 1990), glicose (WONG et al., 2014), xilose (JI et al., 2009), 

sacarose (SILVEIRA, 1991) e glicerol (YEN et al., 2014). Independente do substrato, 

durante o processo fermentativo, K. oxytoca excreta 2,3-butanodiol, etanol, ácido acético, 

ácido fórmico, ácido lático e ácido succínico, além de gás carbônico e hidrogênio 

(BRISSE et al., 2006). Os melhores rendimentos para 2,3-butanodiol, em escala 

industrial, foram relatados em cultivos de K. oxytoca em regime descontínuo e 

descontínuo alimentado, podendo alcançar entre 80 % e 90 % de rendimento final do 

produto (PARK et al., 2013).  

Paenibacillus polymyxa é uma bactéria gram positiva, anaeróbica facultativa, 

sendo uma das poucas espécies de Bacillus capaz de crescer em condições anaeróbias, 

além do histórico interesse em sua utilização para produção de 2,3-BD por via 

fermentativa, já que é considerada uma espécie não-patogênica. Ela é capaz de produzir 

a forma isomérica (R,R)-2,3-butanodiol pura, empregada na indústria como anti-

congelante. A maior produção de 2,3-BD por P. polymyxa foi obtida a partir de glicose e 

de sucrose como substratos (NAKASHIMADA et al., 2000). 

É importante salientar que a maioria dos microrganismos empregados para a 

produção de 2,3-BD pertencem à classe de risco 2, portanto, podem ser considerados 

patogênicos, como é o caso, por exemplo, de Klebsiella pneumonie, Klebsiella oxytoca e 

Enterobacter aerogenes. A fermentação em escala industrial requer obediência aos 

regulamentos de segurança, de forma que microrganismos pertencentes a essa classe de 

risco são indesejados. Assim, há uma necessidade urgente na obtenção de 

microrganismos pertencentes à classe de risco 1, isto é, não patogênicos. Há relatos destes 

microrganismos como produtores de 2,3-butanodiol, no entanto, a eficiência da produção 

de 2,3-BD pela maioria dessas espécies é extremamente baixa, de modo que o seu 

emprego não é economicamente viável (CELIŃSKA e GRAJEK, 2009). No entanto, 

espécies do gênero Bacillus, por apresentarem bons rendimentos de produção de 2,3-BD 

e, em sua grande maioria, serem consideradas microrganismos de classe de risco 1, como 
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é o caso de Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis e Paenibacillus polymyxa, por 

exemplo, podem ser vistas como uma alternativa promissora para esse problema.  

Outro aspecto importante a ser considerado é a relação direta entre a espécie 

utilizada e o isômero de 2,3-butanodiol sintetizado. Diferentes microrganismos produzem 

diferentes isômeros, mas normalmente uma mistura de dois isômeros é formada 

(CELIŃSKA e GRAJEK, 2009). Espécies de Klebsiella e Enterobacter são membros da 

família Enterobacteriaceae, de forma que, geralmente, produzem os isômeros dextrógiros 

e meso. As espécies de Bacillus, por outro lado, tendem a produzir as formas isoméricas 

levógira e meso. Paenibacillus polymyxa é uma das poucas espécies que apenas produz 

o isômero levógiro sob fermentação anaeróbica. Demais espécies estão relatadas na 

Tabela 1. 
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Tabela 1 – Produção de diferentes isômeros de 2,3-butanodiol a partir de diferentes 

espécies bacterianas (JI; HUANG; OUYANG, 2011). 

 

 

2.5 Bacillus licheniformis 

Bacillus licheniformis é uma bactéria gram-positiva, em forma de bastonete, que 

está amplamente distribuída na natureza, mas é encontrada principalmente no solo e em 

penas de aves. É capaz de produzir esporos que apresentam resistência a condições 

ambientais adversas e que podem ser viáveis por longos períodos (WECKE et al., 2006). 

É uma bactéria classificada como classe de risco 1, ou seja, é não patogênica para 

humanos e plantas, e considerada como GRAS (“Generally Recognized as Safe”) pela 

Espécie 
Estereoisômeros 

formados 
Substrato Método 

Concentração 

produzida 

(g∙L-1) 

Produtividad

e (g∙L-1∙h-1) 

Rendime

nto (g∙g-1) 
Referência 

Klebsiella pneumoniae Meso, L-(+)- Glicose 
Batelada 

alimentada 
150,0 4,21 0,43 

MA et al., 

 (2009) 

Klebsiella oxytoca Meso, L-(+)- Glicose 
Batelada 

alimentada 
130,0 1,64 0,48 

JI et al., 

 (2010) 

 

Enterobacter 

aerogenes 
Meso, L-(+)- Glicose 

Batelada 

alimentada 
110,0 5,40 0,49 

ZENG et al. 

(1991) 

Serratia marcenses Meso Sucrose 
Batelada 

alimentada 
152,0 2,67 0,41 

ZHANG et al., 

 (2010) 

 

Paenibacillus 

polymyxa 
D-(-) Frutose Batelada 36,9 0,88 0,50 

GAO et al., 

 (2010) 

 

Bacillus licheniformis D-(-), Meso Glicose 

Incubadora 

de agitação 

orbital 

8,7 0,47 0,12 

NILEGAONKAR 

 et al.,  

(1992) 

 

Bacillus 

amyloliquefaciens 
D-(-), Meso Glicose Batelada 33,0 - 0,33 

ALAM et al. 

(1990) 

Bacillus subtilis D-(-), Meso Glicose Batelada 2,5 0,33 0,38 
MOES et al. 

(1985) 
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Food and Drug Administration (FDA) e, por conta disso, apresenta grande atrativo 

industrial (SCHALLMEY, SINGH e WARD, 2004). 

Jurchescu et al. (2013) utilizaram culturas de Bacillus licheniformis DSM 8785 

livres e imobilizadas para a produção de 2,3-BD. Em experimentos em batelada, com o 

microrganismo livre, a concentração máxima de 2,3-BD obtida foi de 72,6 g∙L-1 a partir 

de 180 g∙L-1 de glicose após 86 h. O rendimento foi de 0,42 g∙g-1 e a produtividade foi de 

0,86 g∙L-1∙h-1. Em um processo de batelada alimentada, a produção de 2,3-BD aumentou 

para 144,7 g∙L-1, com produtividade de 1,14 g∙L-1∙h-1. Ademais, em experimentos de 

batelada e de batelada alimentada com células imobilizadas na forma de LentiKats®, em 

que as células imobilizadas apresentaram elevada atividade e estabilidade, a concentração 

de 2,3-BD produzida, bem como os rendimentos e produtividades foram semelhantes aos 

obtidos por células livres. 

Li et al. (2013) empregaram uma linhagem termófila de Bacillus licheniformis, 

isolada a partir de amostras de solo em seus estudos. Os resultados de otimização das 

condições de operação indicaram que a maior produção de 2,3-BD foi obtida quando a 

temperatura foi 50 ºC, a concentração inicial ótima de glicose foi entre 64 g∙L-1 e 125 g∙L-

1 e pH 7, em experimentos com fermentação descontínua. As vantagens de se empregar 

uma linhagem bacteriana termófila, com temperatura ótima de fermentação de 50 ºC, 

estão relacionadas com a diminuição dos potenciais riscos de contaminação, normalmente 

presentes em fermentações conduzidas em temperaturas de 30 a 40 ºC e podendo, 

eventualmente, operar sem esterilização, o que diminui o custo do processo, além da 

maior eficiência de fermentação quando o substrato é composto por lignocelulose. 

Li et al. (2014) utilizaram a linhagem B. licheniformis X10, também termofílica, 

para a produção de 2,3-BD a partir de xilose proveniente do hidrolisado de palha de milho 

em um processo de fermentação em batelada alimentada. A concentração inicial de xilose 

foi de 55 g∙L-1 e o pH do meio foi mantido em 7. Quando a concentração de xilose tornava-

se inferior a 25 g∙L-1, aproximadamente 30 g∙L-1 de xilose eram adicionadas ao meio. O 

substrato foi consumido rapidamente nas 48 primeiras horas, com produção de 2,3-

butanodiol de 57,9 g∙L-1 e produtividade de 1,2 g∙L-1∙h-1. No término da fermentação, 87,3 

g∙L-1 de 2,3-BD foi produzido a partir de 195 g∙L-1 de xilose, com rendimento de 94,6 % 

e produtividade de 1,1 g∙L-1∙h-1. Além disso, essa espécie apresentou alta tolerância aos 

inibidores de fermentação presentes no hidrolisado lignocelulósico. 
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Nilegaonkar et al. (1992) empregaram Bacillus licheniformis para a produção de 

2,3-butanodiol a partir de glicose. Em cultivo aerado, a máxima concentração de 2,3-BD 

foi de 8,7 g∙L-1 após 72 h de cultivo, enquanto que sob atmosfera de nitrogênio a máxima 

produção foi de 3,2 g∙L-1, utilizando 20 g∙L-1 de glicose como fonte de carbono para ambas 

as temperaturas. Também foram avaliadas as dependências da produção de 2,3-BD com 

o pH e com a temperatura, de modo que a máxima produção desse álcool foi em pH 6,0 

e 37 ºC. 

 

2.6 Condições de processo 

 

2.6.1 Aeração 

Muitas pesquisas vêm sendo feitas com o intuito de avaliar os efeitos das 

diferentes condições de processo sobre a produção de 2,3-butanodiol. Foi descoberto que 

o suprimento de oxigênio é um fator crítico que afeta o rendimento, a produtividade e a 

formação de subprodutos (QURESHI e CHERYAN, 1989;  SILVEIRA, SCHMIDELL e 

BERBERT, 1993). Apesar de o 2,3-butanodiol ser um produto de metabolismo anaeróbio, 

foi demonstrado que a aeração aumentou a produção de 2,3-BD por Klebsiella 

pneumoniae (LEDINGHAM e NEISH, 1954). Entretanto, o aumento excessivo do 

suprimento de oxigênio favorece a formação de massa celular e gás carbônico em 

detrimento da produção de 2,3-BD (JANSEN et al., 1984). O 2,3-BD é formado, então, 

sob limitação de oxigênio e, consequentemente, sua produção é diminuída com o aumento 

da aeração do meio, embora o declínio do fornecimento de oxigênio possa diminuir 

também a taxa de conversão total, devido a concentrações celulares mais baixas 

(SABLAYROLLES e GOMA, 1984). Como essas informações se mostram contraditórias 

em relação à produção de 2,3-BD, deve-se estabelecer uma estratégia de controle de 

fornecimento de oxigênio adequada para garantir a produção eficiente desse álcool. 

Essa contradição entre o fornecimento de oxigênio e produção de 2,3-BD foi 

explicada por Voloch et al. (1985). Primeiro, deve-se considerar que a maioria dos 

estudos realizados sobre a produção de 2,3-BD empregam bactérias das espécies 

Klebsiella e Bacillus, ambas anaeróbias facultativas, de modo que podem obter energia 

por duas vias diferentes: respiração e fermentação. Quando o fornecimento de O2 é 

limitado, ambas as vias são expressas simultaneamente, de modo que o rendimento de 
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2,3-butanodiol depende das atividades relativas de cada via, podendo ser maximizado 

através da diminuição do suprimento de oxigênio, porque isso limita a respiração. No 

entanto, devido à diminuição do fornecimento de oxigênio, também ocorre a diminuição 

da biomassa celular e, por conseguinte, menos 2,3-BD é produzido. Este é o resultado de 

uma relação direta entre a produtividade volumétrica de 2,3-butanodiol e da concentração 

de biomassa. A proporção entre a oferta de gás oxigênio e o rendimento de 2,3-BD bem 

como de outros subprodutos pode ser analisada na Figura 4. 

 

Figura 4 - O efeito do fornecimento de oxigênio no rendimento de subprodutos da fermentação por 

Paenibacillus polymyxa. (CELIŃSKA e GRAJEK, 2009 adaptado de DE MAS et al., 1988) 

 

Em geral, o alto fornecimento de gás oxigênio favorece a formação de gás 

carbônico e biomassa celular, às custas de 2,3-BD. A razão para a mudança no 

metabolismo de produção de biomassa para a produção de ácidos mistos é a manutenção 

do equilíbrio NAD+/NADH. Em condições aeróbias, o NADH proveniente da glicólise é 

regenerado através da respiração; sob condições anaeróbias, como a respiração não 

ocorre, a via de 2,3-BD e outras vias da fermentação servem para o mesmo propósito. Na 

ausência de oxigênio, o etanol e o 2,3-BD são geralmente produzidos em quantidades 

equimolares (VOLOCH et al., 1985), mas também há a formação de acetato, lactato e 

acetoína, de forma que apenas em aeração controlada, as formações 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 possíveis efeitos de inibição da 

produção de 2,3-BD por subprodutos e facilitando a recuperação do mesmo. 

Além disso, o efeito da aeração sob a produção de 2,3-BD também é importante 

por estar diretamente relacionado com a agitação do meio de cultivo. A agitação pode 

aumentar a eficiência da fermentação por possibilitar a exposição contínua de novos 
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substratos para a cultura e disseminação dos produtos finais do metabolismo (GARG e 

JAIN, 1995). 

Outra correlação interessante em relação ao suprimento de oxigênio e produção 

de 2,3-BD refere-se a pureza óptica dos isômeros. Nakashimada, Kanai e Nishio, (1998) 

demonstraram que a pureza óptica do 2,3-BD produzido por Paenibacillus polymyxa 

diminuiu significativamente com o aumento da aeração durante o processo fermentativo. 

Com o aumento da disponibilidade de oxigênio, mais quantidade do isômero meso foi 

produzido. A taxa de transferência de oxigênio ótima foi avaliada em 6,7 mmol-1∙h-1, mas 

a pureza óptica da forma isomérica (R,R)-2,3-BD decaiu de 98 % para 93 %, quando 

comparada com a produção sob condições anaeróbicas. 

 

2.6.2 Potencial hidrogeniônico (pH) 

O pH é um parâmetro fundamental na regulação do metabolismo das bactérias e 

esta influência é especialmente acentuada em processos envolvendo a formação de 

múltiplos sub-produtos. O pH do meio fermentativo afeta tanto a composição da biomassa 

quanto a natureza do metabolismo bacteriano (GARG e JAIN, 1995). Como regra geral, 

condições alcalinas favorecem a formação de ácidos orgânicos, com correspondente 

decréscimo no rendimento do 2,3-BD. Em contrapartida, em condições ácidas, a síntese 

de ácidos orgânicos é reduzida mais de 10 vezes, enquanto a síntese de dióis é aumentada 

de 3 a 7 vezes (GARG e JAIN, 1995). 

 A maioria dos processos de fermentação anaeróbica são acoplados com a 

formação de ácidos orgânicos. Assim, no decurso da fermentação, a cultura acidifica e a 

concentração da forma tóxica não dissociada dos ácidos aumenta até um patamar em que 

o crescimento de biomassa celular cessa e a cultura é inativada por seus próprios produtos 

(BIEBL et al., 1998). Alguns microrganismos desenvolveram certas estratégias de defesa, 

como mudar o metabolismo para a síntese de compostos menos tóxicos, tais como álcoois 

e glicóis (VAN HOUDT, AERTSEN e MICHIELS, 2007). Esse fenômeno foi elucidado 

por Maddox (1996), que descobriu que a indução da via de produção de 2,3-BD é causada 

pelo acúmulo de produtos ácidos no meio de fermentação, que alteram o pH interno do 

microrganismo. O gradiente de pH transmembranar resultante provoca o acúmulo de 

acetato, que é o indutor de enzimas envolvidas na síntese de 2,3-BD. O acetato pode atuar 

como ativador da atividade enzimática e, nesse caso, age como indutor de três enzimas 
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da via de conversão do piruvato em 2,3-BD. Em altas concentrações de acetato ocorre a 

máxima produção de 2,3-BD e NAD e isso acontece em pH em torno de 5,8. Também foi 

proposto que o acetato, em sua forma ionizada, aumenta a catálise do piruvato através da 

indução da produção da enzima α-acetatolactato-sintase. (STORMER, 1968). Assim, a 

redução do pH da cultura provoca um aumento no gradiente de pH e a produção de 2,3-

butanodiol ocorre antes que o pH externo seja demasiado ácido e a cultura seja inativada. 

Geralmente, na faixa de pH ótimo, a eficiência metabólica do microrganismo será 

máxima. Esse valor é dependente do substrato e do microrganismo envolvido, variando 

normalmente entre 5,0 e 6,0 (PIRT, 1975; CELIŃSKA e GRAJEK, 2009). Nessa faixa, a 

enzima acetolactato-descarboxilase atua em seu pH ótimo e controla a fermentação (KIM 

et al., 2013). Em condições extremas, com pH abaixo de 4 ou superior a 8, a síntese de 

2,3-BD é desfavorável, já que a atividade de uma ou mais enzimas é reduzida e outras 

vias metabólicas são utilizadas pelo microrganismo para obter energia (ROMIO, 2014).  

Em muitos casos, esse efeito é nitidamente percebido. Durante o crescimento 

exponencial de C. acetobutylicum, ácidos acético e butírico são produzidos. Na fase 

estacionária, após intensa acidificação do meio, acetona, butanol e etanol são sintetizados 

(LÓPEZ-CONTRERAS et al., 2000). Esse fenômeno também foi observado em espécies 

de Klebsiella, em que em pH neutro produzem ácido acético e etanol, mas em pH inferior 

a 6,0, 2,3-BD é sintetizado (BIEBL et al. 1998). Em K. pneumoniae, em pH 

aproximadamente 5,5, em torno de 10 % do substrato (glicerol) foi destinado a produção 

de 2,3-BD e 44 % de 1,3-propanodiol, o que é coerente, uma vez que 1,3-PD é produto 

característico da fermentação de glicerol (MENZEL, ZENG e DECKWER, 1997). 

Ademais, também já foi definida a relação entre substrato e pH ideal. Para muitos 

substratos, dentre eles hidrolisado de madeira, a faixa de pH ótimo varia entre 6,0 e 6,2 

(GROVER, GARG e VERMA, 1990). Raspoet et al. (1991) relataram que a produção 

máxima de 2,3-BD a partir de glicose por Bacillus licheniformis deu-se em pH 

aproximadamente 6,0. Em contrapartida, a faixa de pH de 5,0 a 5,2 mostrou-se a melhor 

para a produção desse álcool quando xilose foi utilizada como fonte de carbono (TSAO, 

1978). Jansen et al. (1984) observaram crescimento bacteriano e rendimento de 2,3-BD 

máximos em pH 5,2 sob condições aeróbicas e 10 % de xilose como fonte de carbono, 

mas o crescimento cessou em pH inferior a 4,2. 
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Voloch et al. (1985) determinaram que a faixa de pH ótimo para a produção de 

2,3-BD por K. oxytoca é de 5,0 a 6,0. Para E. aerogenes, o pH ideal é 6,0 (CONVERTI, 

PEREGO e DEL BORGHI, 2003). Perego et al. (2000) utilizaram cultivos de 

Enterobacter aerogenes e avaliaram faixas de pH de 4,0 a 8,0, destacando que o intervalo 

de pH favorável para o crescimento bacteriano foi de 5,5 a 6,5. Variações de pH fora 

dessa faixa modificaram os sítios ativos das enzimas acetil-lactato descarboxilase e da 

acetil-lactato sintase. 

 

2.6.3 Temperatura 

A eficiência do processo está estritamente relacionada com a temperatura devido 

à forte dependência da atividade enzimática e da manutenção celular com esse parâmetro 

(GARG e JAIN, 1995). Geralmente, a faixa de temperatura de 30 ºC a 35 ºC deverá ser 

ótima para a produção de 2,3-butanodiol através da fermentação bacteriana, uma vez que 

esta é a faixa de rendimento máximo de biomassa; passando da condição aeróbia para a 

de microaerofilia nesta faixa de temperatura, produtos fermentativos, ao invés de 

biomassa, serão obtidos (PERLMAN, 1944). Como a produção de 2,3-BD ocorre 

geralmente associada ao crescimento, a condição para a produção máxima de produto tem 

que ser aproximadamente a mesma que a do rendimento máximo de biomassa (GARG e 

JAIN, 1995). Acima da temperatura ideal, a degradação celular provavelmente torna-se 

dominante em relação ao crescimento; em contrapartida, abaixo da temperatura ideal, a 

regulação e a taxa de metabolismo podem falhar (CELIŃSKA e GRAJEK, 2009). 

Converti, Perego e Del Borghi (2003) estudaram o efeito da temperatura na 

produção de 2,3-BD por Bacillus licheniformis. Os autores aumentaram 

progressivamente a temperatura de 34 ºC até 40 ºC e notaram que até 37 ºC houve um 

aumento na concentração final de 2,3-butanodiol, bem como na produtividade 

volumétrica média e máxima. Em temperaturas maiores, observou-se a queda na 

produção de 2,3-BD e na produtividade. 

Pirt e Callow (1958) demonstraram que a temperatura ótima de formação do 

produto 2,3-BD e do crescimento de Klebsiella pneumoniae diferem. Em um trabalho 

com processo contínuo e sacarose como substrato, demonstraram que o intervalo de 35 

ºC a 37 ºC é o mais adequado para a formação desse álcool, mas a melhor temperatura 

para crescimento bacteriano é de 30 ºC. Biebl et al. (1998) descobriram que, em culturas 
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de K. pneumoniae, diminuindo a temperatura de 35 ºC para 30 ºC, houve a redução da 

produção de etanol em favor da formação de 2,3-BD. No entanto, a maioria dos trabalhos 

que envolvem a produção de 2,3-BD por K. pneumoniae são realizados a 37 ºC 

(SILVEIRA et al., 1998; PRATA, 1997; MENZEL et al., 1996). 

Para Klebsiella oxytoca, a faixa de temperatura de 30 a 38 ºC é considerada como 

favorável para o crescimento bacteriano e produção de 2,3-BD (ANVARI e MOTLAGH, 

2011). Jansen e Tsao (1983) concluíram que a temperatura ótima para o crescimento e 

síntese de 2,3-BD por K. oxytoca é de 37 ºC. Em fermentação descontínua com 

Enterobacter aerogenes, a temperatura de 39 ºC foi considerada como ideal (CONVERTI 

et al., 2003). Para P. polymyxa, em fermentação descontínua ou fermentação descontínua 

com agitação, a temperatura foi fixada em 30 ºC (NAKASHIMADA et al. 2000). No 

entanto, como cada microrganismo apresenta uma temperatura ideal diferente, esse valor 

deve ser estabelecido individualmente para cada microrganismo e substrato utilizado 

(CELIŃSKA e GRAJEK, 2009).  

 

2.6.4 Concentração inicial de substrato 

Na maioria dos processos de produção de 2,3-butanodiol, as concentrações iniciais de 

açúcares variaram na faixa de 5 % a 10 % em massa (GARG e JAIN, 1995). Essa baixa 

concentração pode ser causada pelo fato de que, com o aumento da concentração de 

matéria-prima, ocorre o aumento da concentração de substâncias tóxicas presentes nos 

substratos, o que é particularmente evidenciado em hidrolisados de madeira (LONG e 

PATRICK, 1963). Em meios sintéticos suplementados com açúcares puros, como a 

glicose, não há compostos inibitórios presentes no substrato, de modo que concentrações 

iniciais de glicose de até 200 g∙L-1 podem ser fermentadas e o aumento da concentração 

inicial geralmente resulta em melhores rendimentos de 2,3-BD (CELIŃSKA e GRAJEK, 

2009). 

No entanto, é sugerido que a influência do tipo de substrato e de sua concentração 

inicial na produção de 2,3-BD seja dependente da espécie. A concentração inicial de 

glicose e xilose que gera os maiores valores de produtividade é de 100 g∙L-1, em processos 

aerados e sistema descontínuo utilizando Klebsiella oxytoca (JANSEN et al. 1984). 

Silveira (1991) encontrou o mesmo valor, trabalhando com sacarose como substrato em 

sistema descontínuo, empregando K. pneumoniae. Em condições de aeração finita, uma 
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alta concentração de açúcar, excedendo 50 g∙L-1, foi relatada como inibitória para a 

produção de 2,3-BD (YU; SADDLER, 1983). Resultados obtidos com E. aerogenes 

indicaram que a concentração inicial de glicose quase não influencia a produção molar de 

2,3-BD (CONVERTI e PEREGO, 2002). De Mas et al. (1988), trabalhando com P. 

polymyxa, descobriram que a inibição do crescimento bacteriano ocorreu em 

concentrações de substrato superiores a 150 g∙L-1.  

Biebl et al. (1988) relataram que o excesso de glicerol na cultura de K. pneumoniae 

não melhorou a produtividade de 2,3-BD, sendo que esta cresceu em cultura contínua 

com 60 g∙L-1 de glicerol. Long e Patrick (1963) reportaram que K. pneumoniae foi capaz 

de utilizar açúcares em concentrações de 5 % a 15 % em meios complexos de 

fermentação, contendo vários tipos de materiais residuais. A concentração inicial de 

substrato foi de 5 % a 10 % quando foram utilizados hidrolisados de madeira e de resíduos 

agrícolas. Berbert-Molina (1995) também avaliou a influência da concentração de 

substrato em relação à produção de 2,3-BD utilizando K. pneumoniae, variando a 

concentração inicial de 24,2 g∙L-1 até 181 g∙L-1. Os resultados indicaram que, conforme 

se aumenta a concentração do substrato, obtêm-se valores mais elevados de 2,3-BD, de 

modo que a máxima produção deste álcool ocorreu com 181 g∙L-1, embora o maior valor 

de produtividade foi obtido com 105 g∙L-1. 

 

2.6.5 Cobalto 

Outro aspecto importante refere-se ao conteúdo do meio de cultivo, que exerce 

grande influência na produtividade microbiana. Petrov e Petrova (2009) testaram 

numerosas variações de elementos-traço no meio de cultivo para a produção de 1,3-

propanodiol e 2,3-butanodiol por Klebsiella pneumoniae utilizando glicerol residual 

como substrato. O íon cobalto (Co+2) foi avaliado como a substância mais importante. 

Após a exclusão de Co+2 do meio de cultivo, a produtividade de 2,3-BD foi acrescida em 

32 % às custas de um decréscimo na produção de 1.3-propanodiol. Isso é justificado pelo 

fato de que a enzima 1,3-propanol desidrogenase é uma enzima dependente da vitamina 

B12, exigindo Co+2 como co-fator para a sua ação. Em contrapartida, a enzima que 

converte acetoína em 2,3-butanodiol, acetoína redutase, tem como co-fator NAD+, não 

sofrendo com a exclusão do íon cobalto do meio. 

 



 

21 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Reagentes químicos e substratos 

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho apresentavam grau de pureza 

analítico ou de cromatografia e foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

EUA). 

O glicerol residual foi fornecido por uma unidade fabril de produção de biodiesel 

localizada no município de Canoas, no Rio Grande do Sul. A composição consiste (em 

percentual mássico): 82,97 % de glicerol, 10,62 % de umidade, 5,72 % de NaCl, 0,75 % 

de monoacilgliceróis (MONGs), além de concentrações-traço de cinzas e metanol 

residual do processo de fabricação. A produção de biodiesel nessa instalação é obtida 

através da transesterificação de óleo de soja por rota exclusivamente metílica.  

O permeado de soro de leite em pó foi adquirido da empresa Sooro, localizada no 

município de Marechal Cândido Rondon, Paraná. O produto apresentava, em percentual 

mássico, 92,43 % de lactose, 0,88 % de umidade, 1,77 % de proteína, 4,92 % de sais 

minerais e 1,2 % de ácido lático. A fim de evitar degradação do substrato, este 

permaneceu estocado em freezer, a –16 ºC. 

 

3.2 Microrganismos e meio de estoque 

 Os microrganismos utilizados nesse trabalho foram obtidos do Instituto Nacional 

de Controle de Qualidade em Saúde, pertencente à Fundação Oswaldo Cruz. 

 As linhagens utilizadas neste trabalho foram Paenibacillus polimyxa (INCQS 

00443, lote 0408443), Bacillus subtilis (INCQS 00328, lote 0895328) e Bacillus 

licheniformis (INCQS 00418, lote 1200418). 

 Estoques destas bactérias são mantidos no acervo de culturas microbiológicas do 

laboratório BiotecLab (UFRGS, Porto Alegre - RS) em meio Luria-Bertani (LB) em 50 

% de glicerol a -80 °C.  
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3.3 Preparo de inóculos 

Placas com células viáveis foram produzidas a partir do banco de células através 

do crescimento das amostras estocadas em meio de cultivo previamente otimizado 

(ROSSI et al., 2013) a 37 °C e 150 rpm em incubadora de agitação orbital até densidade 

ótica (DO) igual a 1 a 600 nm, procedendo-se então o plaqueamento em meio ágar LB. O  

meio de cultivo para os microrganismos foi composto por 5 g·L−1 de extrato de levedura, 

5 g·L−1 de peptona, 7 g·L−1 de (NH4)2SO4, 7 g·L−1 K2HPO4, 1 mL de uma solução de 

elementos traço (contendo 0,1 g·L−1 MnCl2·4H2O, 0,06 g·L−1 H3BO3, 0,0037 g·L−1 

CuSO4·5H2O, 0,2 g·L−1 CoCl2·6H2O, 0,025 g·L−1 NiCl2·6H2O, 0,035 g·L−1 

Na2MoO4·2H2O, 0,14 g·L−1 ZnSO4·7H2O, e 0,9 mL HCl 37 %), e 50 g·L−1 de glicose.  

Inóculos foram preparados através da transferência de uma alçada de colônias das 

placas geradas a partir do banco de células (armazenadas a 4 °C e refeitas a cada 4 

semanas a fim de assegurar a viabilidade celular) para Erlenmeyers de 500 mL contendo 

200 mL do meio de cultivo citado acima, permitindo crescimento por 12 h, em incubadora 

de agitação orbital. Subcultivos eram então realizados a partir deste, permitindo 

crescimento até DO igual a 1 a 600 nm. 

O crescimento celular foi acompanhado através de leituras de densidade óptica a 

600 nm com espectrofotômetro (Amersham Biosciences, modelo Ultrospec 3100 pro) 

utilizando como controle o meio de cultivo previamente descrito sem a presença de 

células. As leituras foram realizadas em um comprimento de onda de 600 nm. 

 

3.4 Produção de 2,3-butanodiol através de diferentes substratos 

Para os experimentos em que o objetivo foi testar qual o melhor substrato para a 

produção de 2,3-BD, foram preparados meios de cultivo com os mesmos componentes 

que o utilizado para o preparo de inóculo, variando apenas a fonte de carbono, de modo 

que foram utilizados 60,26 g∙L-1 de glicerol residual e 54,09 g∙L-1 de permeado de soro 

de leite em pó, em que os valores foram corrigidos em relação ao grau de pureza do 

glicerol e da lactose presentes no substrato, respectivamente, a fim de alcançar uma 

concentração de substrato de  50 g∙L-1 em todos os casos. As três espécies de bactérias 

foram testadas nos três diferentes substratos, de modo que uma alçada de colônias das 

placas geradas a partir do banco de células foram transferidas a Erlenmeyers de 500 mL 
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contendo 200 mL do meio de cultivo, permitindo crescimento por 12 h, em incubadora 

de agitação orbital. 

 

3.5 Otimização da produção de 2,3-butanodiol 

Um delineamento composto central (DOE) de três variáveis foi realizado a fim de 

obter as condições ótimas para conversão de glicose a 2,3-butanodiol. As variáveis 

analisadas foram temperatura, concentração de glicose e pH iniciais. O delineamento 

constituiu-se de oito pontos fatoriais, seis pontos axiais (dois pontos axiais no eixo da 

variável) e uma triplicata do ponto central. A equação polinomial de segunda ordem para 

as variáveis é dada: 

𝑌 =  𝛽0 +  ∑  𝛽𝑖𝑋𝑖 + ∑  𝛽𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗 + ∑  𝛽𝑖𝑖𝑋𝑖
2    (1) 

em que Y é a variável de resposta, β0 a constante, βi, βii e βij são os coeficientes para o 

efeito linear, quadrático e de interação entre variáveis, respectivamente e Xi e Xj o nível 

codificado das variáveis xi e xj, respectivamente. A equação quadrática acima foi utilizada 

para plotar as superfícies de todas as variáveis.  

O delineamento experimental foi realizado através do software Statistica 10 

(Statsoft Inc., USA). 

Meios de culivos foram preparados com as concentrações de glicose e pH 

indicados pelo planejamento composto central, em que o pH foi ajustado com ácido 

fosfórico 1 M e hidróxido de sódio 1 M e seu valor foi averiguado com a utilização de 

pHmetro. Posteriormente, inóculos foram transferidos a esses meios de cultivo, em 

Erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL do meio de cultivo citado, permitindo 

crescimento por 12 h, em incubadora de agitação orbital, em que a temperatura foi 

ajustada de acordo com o valor sugerido pelo planejamento composto central (Tabela 3). 

O delineamento experimental e a análise dos resultados foram realizados 

utilizando o software Statistica 10 (Statsoft, USA). A significância dos coeficientes de 

regressão e as probabilidades associadas, p(t), foram determinadas utilizando teste t-

Student; a significância da equação de modelo de segunda ordem foi determinada 

utilizando teste F de Fischer. A análise estatística do modelo foi feita sob a forma de 

análise de variância (ANOVA). A variância explicada pelo modelo foi dada pelo 
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coeficiente de determinação múltipla, R2 e o modelo quadrático foi representado por 

superfície de resposta (3D). A influência do íon cobalto na produção de 2,3-butanodiol 

foi avaliada através dos testes de Fischer e t-Student. Os dados do planejamento composto 

central foram analisados a um nível de significância de 10 %, ao passo que a análise da 

influência do íon cobalto foi avaliada a um nível de significância de 5 %. 

 

3.6 Experimentos em Biorreator 

Experimentos em batelada foram realizados em fermentadores do tipo tanque-

agitado de 2 L de volume útil (modelo Biostat B da B. Braun Biotech International, 

Alemanha) completamente equipados com controle de pH, temperatura, agitação (duas 

turbinas contendo seis lâminas chatas), aeração e fluxo. As condições de aerobiose foram 

asseguradas através do borbulhamento de ar filtrado no meio de cultivo durante toda a 

operação do fermentador. As condições de operação foram de 36,8 °C, agitação variável 

para auxiliar na obtenção da aeração desejada e o pH foi mantido no valor de 7,85 

utilizando-se NaOH 10M e H3PO4 1M como soluções de base e ácido, respectivamente. 

O meio de cultivo de fermentação é o mesmo descrito no item 3.3 para o 

crescimento dos inóculos, variando apenas a concentração de glicose para 37,21 g∙L-1, 

valor otimizado conforme o planejamento de experimentos. Os fermentadores foram 

inoculados a uma fração volumétrica de 10 % com um cultivo de 12 h de crescimento. 

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas. 

 

3.7 Métodos Analíticos 

 A composição do meio de cultivo foi analisada utilizando cromatografia líquida 

de alta eficiência (HPLC) através de equipamento da marca Shimadzu equipado com 

detector de índice de refração (RID-10A). A coluna utilizada foi Aminex HPX-87H 

(300×7,8 mm, Bio-Rad, EUA) e como fase móvel uma solução H2SO4 0,005 mol∙L−1 

alimentada a 0,8 mL∙min−1. A temperatura da coluna foi controlada a 65 °C. As amostras 

de cultivo foram preparadas para cromatografia por centrifugação a 3000 × g por 15 min 

a fim de precipitar as células em suspensão, procedendo-se com filtração da porção 

sobrenadante utilizando membranas de acetato de celulose (tamanho de poro de 0,22 μm; 

Sartorius, Alemanha). Para todas as análises por HPLC, padrões de 2,3-BD e glicose com 
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grau de pureza de cromatografia (superior a 99,5 %) foram utilizados. 

A concentração de biomassa ao longo do processo fermentativo foi determinada 

através do método gravimétrico de peso seco, o qual foi sempre realizado em duplicatas. 

Para as análises do planejamento de experimentos, no entanto, um método gravimétrico 

rápido foi utilizado. Essas amostras eram centrifugadas como previamente descrito e, 

então, a biomassa sedimentada era espalhada em filtros de papel (Whatman, ref. 1001-

090), sendo tal conjunto rapidamente seco pela utilização de um analisador de umidade 

(Ohaus MB-35), o qual emprega lâmpada halógena como fonte de calor.  

 

3.8 Obtenção de parâmetros cinéticos 

A velocidade específica de crescimento máxima (µmáx) foi determinada através da 

regressão linear dos dados obtidos ao plotar-se a variação da concentração da biomassa 

(em escala logarítmica natural) contra o tempo. Tal valor correspondeu ao coeficiente 

angular da reta obtida. 

A conversão de substrato a biomassa (Yx/s) foi obtida através da regressão linear 

ao plotar-se a variação de concentração de biomassa contra o consumo de glicose. Tal 

valor correspondeu ao coeficiente angular da reta obtida. 

Os valores de conversão de substrato a produtos ao longo dos experimentos foram 

obtidos pela divisão da concentração acumulada do produto pelo valor calculado do 

consumo de substrato em um dado período de tempo.  

Os valores de produtividades volumétricas foram obtidos ponderando a 

concentração total de produto formado pelo tempo necessário para obtê-lo. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Escolha do microrganismo e da fonte de carbono 

Bactérias heterotróficas necessitam de uma fonte de carbono orgânica para o 

crescimento e metabolismo celular, sendo que a mais comum são os carboidratos, 

particularmente, D-glicose. Entretanto, qualquer composto natural e muitos sintéticos 

podem ser utilizados por microrganismos, de modo que essa versatilidade é de grande 

importância, permitindo o emprego de microrganismos numa extensa série de 

transformações úteis ao homem (BORZANI, et al., 2001). Assim, foram conduzidos 

experimentos para avaliar a possibilidade de diferentes espécies de Bacillus utilizarem, 

além da glicose, fontes de carbono alternativas provenientes de resíduos industriais, como 

o glicerol de baixo grau de pureza, oriundo da produção de biodiesel, e permeado de soro 

de queijo para a produção de 2,3-butanodiol. Os resultados estão exibidos na Tabela 2. 

As espécies Bacillus subtilis e Paenibacillus polymyxa foram incapazes de 

consumir satisfatoriamente qualquer uma das fontes de carbono utilizadas e de produzir 

2,3-butanodiol. Apenas a espécie Bacillus licheniformis foi capaz de produzir 2,3-BD a 

partir de glicose, entretanto, em concentrações baixas. Desse modo, a otimização das 

condições de processo foi necessária. 
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Tabela 2 - Produção de 2,3-BD e de biomassa por diferentes microrganismos a partir de 

diferentes fontes de carbono. 

Microrganismo 
Fonte de 

carbono 

Consumo da  

fonte de carbono 

(g∙L-1) 

Produção  

de 2,3-BD 

(g∙L-1) 

Formação de 

biomassa  

(g∙L-1) 

Bacillus subtilis 

Glicose 18,21 ± 1,21 - 1,6 ± 0,2 

Glicerol 24,86 ± 2,36 - 2,1 ± 0,7 

Permeado de soro 

de queijo 
0,0 - 2,0 ± 0,2 

Bacillus 

 licheniformis 

Glicose 26,34 ± 0,39 2,53 ± 0,16 1,7 ± 0,2 

Glicerol 20,60 ± 3,92 - 1,5 ± 0,1 

Permeado de soro 

de leite em pó 
0,0 - 1,8 ± 0,3 

Paenibacillus 

polymyxa 

Glicose 19,22 ± 11,85 - 1,2 ± 0,1 

Glicerol 21,08 ± 7,69 - 1,2 ± 0,1 

Permeado de soro 

de leite em pó 
0,0 - 1,7 ± 0,3 

 

4.2 Planejamento de Experimentos  

O planejamento composto central foi realizado a fim de obter valores de pH 

inicial, temperatura e concentração inicial de fonte de carbono (glicose) que conduzissem 

a resultados otimizados de produção de 2,3-butanodiol para posterior realização de 

experimentos em batelada. Um delineamento composto central de três variáveis foi 

realizado e as variáveis e seus valores codificados e não-codificados estão apresentados 

na Tabela 3. 
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Tabela 3 – Variáveis testadas e seus níveis no planejamento composto central. 

Variáveis Nome Variáveis codificadas 

  -1,68 -1 0 1 1,68 

pH X1 3,63 5 7 9 10,36 

Temperatura 

(°C) 
X2 31,95 34 37 39 42,04 

Concentração 

inicial de 

glicose (g∙L-1) 

X3 4,77 15 30 45 55,22 

 

A Tabela 4 apresenta os 17 tratamentos obtidos para as três variáveis, cada uma a 

cinco níveis. O delineamento constituiu-se de oito pontos fatoriais, seis pontos axiais 

(dois pontos axiais no eixo da variável) e uma triplicata do ponto central. 
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Tabela 4 – Delineamento experimental e resultados do Planejamento Composto Central. 

Tratamento 
pH 

(X1) 

Temperatura 

(°C) 

(X2) 

Concentração 

inicial de glicose 

(g∙L-1) 

(X3) 

Y2,3-BD 

(g∙g-1) 

1 -1,00 -1,00 -1,00 0,050 

2 -1,00 -1,00 1,00 0,000 

3 -1,00 1,00 -1,00 0,252 

4 -1,00 1,00 1,00 0,000 

5 1,00 -1,00 -1,00 0,195 

6 1,00 -1,00 1,00 0,280 

7 1,00 1,00 -1,00 0,159 

8 1,00 1,00 1,00 0,257 

9 -1,68 0,00 0,00 0,000 

10 1,68 0,00 0,00 0,098 

11 0,00 -1,68 0,00 0,287 

 12 0,00 1,68 0,00 0,198 

13 0,00 0,00 -1,68 0,216 

14 0,00 0,00 1,68 0,539 

15 0,00 0,00 0,00 0,372 

16 0,00 0,00 0,00 0,278 

17 0,00 0,00 0,00 0,270 

     

A análise estatística dos dados obtidos no planejamento composto central (Tabela 

55) levou à exclusão do efeito linear da temperatura (X2), uma vez que apresentou valor 

de p calculado consideravelmente superior ao intervalo de confiança de 10 %. A tabela 

ANOVA resultante é apresentada abaixo. 
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Tabela 5 – Análise estatística do planejamento composto central realizado (avaliada a 

intervalo de confiança de 90 %). Os valores de X1 referem-se ao pH, de X2 referem-se à 

temperatura e de X3 à concentração inicial de glicose. 

Variável Efeito p 

Efeitos Lineares   

X1 0,1023 0,0134 

X3 0,0477 0,1792 

   

Efeitos Quadráticos   

X1 -0,1546 0,0025 

X2 -0,0433 0,2523 

X3 -0.0760 0,0658 

   

Interações   

X1X2 -0,0081 0,8529 

X1X3 0,0610 0,1876 

X2X3 0,0122 0,7804 

 

Segundo a Tabela 5, mostraram-se significativas as contribuições linear e 

quadrática do pH e a contribuição quadrática da concentração inicial de glicose. Dessa 

forma, obteve-se a equação representativa do modelo obtido para a conversão de glicose 

a 2,3-butanodiol: 

Y = 0,246 + 0,102*X1 – 0,08*X3
2– 0,154*X1²                                   (2) 

O modelo apresentou coeficiente de regressão múltipla R² = 0,81 e sua 

significância foi comprovada pelo teste F-Fischer (Fcalculado = 4,256 > Ftabelado = 3,438). A 

Figura 5 apresenta superfície de resposta para a conversão de glicose a 2,3-butanodiol em 

função das variáveis pH, temperatura e concentração inicial de glicose. 
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Figura 5 – Superfície de resposta para a conversão de glicose a 2,3-butanodiol em função da variação de 

pH, temperatura e da concentração de glicose 

. 

Através do modelo quadrático foram obtidos os valores críticos de temperatura, 

pH e concentração de glicose exibidos na Tabela 6. Para tais valores, a conversão de 

glicose a 2,3-butanodiol prevista pelo modelo foi de 0,263 g∙g-1. 

Tabela 6 - Valores críticos do modelo quadrático obtido (resposta prevista, Y2,3-BD = 

0,263). 

Variável Valor codificado Valor real 

pH 0,425 7,85 

Temperatura -0,07 36,85 

Glicose (g∙L-1) 0,480 37,21 

 

4.2.1 Validação do planejamento composto central 

Foi realizado um experimento de validação do modelo obtido de forma análoga 

aos experimentos realizados no planejamento composto central. Tal experimento 

constituiu-se de cultivo em triplicata do microrganismo testado nas condições ótimas 

obtidas pelo modelo quadrático. Observou-se uma conversão média de glicose a 2,3-BD 

(Y2,3-BD) de 0,25, com desvio padrão de 0,05. Em comparação ao valor previsto pelo 
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modelo para tal variável nas condições ótimas, de Y2,3-BD = 0,263, a diferença observada 

consiste em um erro de 4,94 %. Desta forma, considera-se o modelo satisfatório. 

 

4.3 Avaliação da presença de cobalto no meio e cultivo 

Foi avaliada a influência do íon cobalto (Co+2) na produção de 2,3-butanodiol. Os 

experimentos foram conduzidos nas condições ótimas obtidas pelo planejamento 

composto central, em condições análogas às anteriores, ou seja, foi permitido crescimento 

em incubadora de agitação orbital, com tempo de crescimento de 12 horas, em 

Erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL do meio de cultivo citado, sendo que a única 

diferença entre a amostra 1 e a amostra 2, apresentadas na Tabela 7, é a ausência e 

presença do íon Co+2 no meio de cultivo, respectivamente. 

Tabela 7 – Avaliação da presença do íon cobalto no meio de cultivo na produção de 2,3-

butanodiol 

 
Produção de 

2,3-BD (g.L-1) 

Consumo de 

glicose (g.L-1) 
Y2,3-BD 

Amostra 1  

(sem Co+2) 
9,05 ± 1,89 36,86 ± 0,11 0,250 ± 0,059 

Amostra 2 

(com Co+2) 
10,51 ± 0,48 37,44 ± 1,15 0,286 ± 0,013 

 

Através de análise estatística, com o teste de Fischer (Fcalculado = 20,37 > Ftabelado = 

19,0) e com o teste t-Student (tcalculado = 1,02245 < ttabelado = 2,1318), comprova-se que não 

há diferença estatística significativa entre as duas amostras.  

Mesmo não havendo diferença estatística significativa entre as amostras, decidiu-

se realizar os trabalhos seguintes em batelada em meio de cultivo sem cobalto. 

 

4.4 Experimentos em Batelada 

Os experimentos em biorreator foram conduzidos com o intuito de avaliar o efeito 

da aeração na produção de 2,3-butanodiol. Desse modo, foram testadas três condições de 
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limitação de saturação de oxigênio dissolvido, a 10 %, 20 % e 30 %, em que os valores 

de aeração foram mantidos constantes durante as 24 horas de realização do experimento 

através da variação da agitação do meio de cultivo.  

A partir da análise da curva de crescimento do Bacillus licheniformis, percebeu-

se que o crescimento bacteriano estagnou e passou a haver morte celular a partir da 

décima primeira hora de cultivo. Desse modo, optou-se por coletar a amostra de hora em 

hora, a partir do instante de inoculação até 12 h de processo e, por fim, após 24 h. 

A cinética de crescimento de biomassa para as três condições de limitação de 

oxigênio está apresentada na Figura 6. 

 

Figura 6 - Cinética de crescimento de biomassa a partir de uma concentração inicial de glicose de 37,21 

g∙L-1 em três condições de limitação de oxigênio. (-■-) 10 % de oxigênio, (-●-) 20 % de oxigênio e (-▲-) 

30 % de oxigênio. 

 

A curva de crescimento de biomassa apresenta o mesmo comportamento para as 

três condições de limitação de oxigênio testadas, seguindo a tendência da curva de 

crescimento bacteriano, em que a fase de adaptação ao meio de cultivo tem duração 

daproximada de 2 horas, seguido pelo crescimento exponencial, com duração de 6 horas 

e, por fim, a fase de estagnação.    
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Também foi avaliada a cinética de produção de 2,3-BD por Bacillus licheniformis 

para as três condições de limitação de oxigênio testadas. Os dados estão apresentados na 

Figura 7. 

 

Figura 7 - Avaliação da produção de 2,3-butanodiol em um intervalo de 12 horas, para diferentes condições 

de limitação de oxigênio. (-■-) 10 % de oxigênio, (-●-) 20 % de oxigênio e (-▲-) 30 % de oxigênio. 

 

 A produção de 2,3-BD acompanha a cinética de crescimento bacteriano, em que 

a máxima conversão do álcool ocorre na fase de crescimento exponencial. Entretanto, não 

há diferença significativa entre as produções de 2,3-BD nas três condições de limitação 

de oxigênio dissolvido testadas. 

 Por fim, foram avaliadas as cinéticas de consumo de glicose ao longo do tempo 

para as três condições de limitação de oxigênio. Os resultados estão apresentados na 

Figura 8.  
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Figura 8 – Avaliação do consumo de glicose em um intervalo de 24 horas para diferentes condições de 

limitação de oxigênio. (-■-) 10 % de oxigênio, (-●-) 20 % de oxigênio e (-▲-) 30 % de oxigênio. 

 

 A concentração de glicose no meio decaiu ao longo do tempo, indicando o 

consumo da mesma. O comportamento da curva foi o mesmo para as três condições 

testadas, entretanto, houve maior consumo de glicose na condição de limitação de 

oxigênio a 30 %, provavelmente por haver mais formação de biomassa em condições com 

maior suprimento de gás oxigênio. 

Para a condição de limitação de oxigênio a 10 %, os parâmetros cinéticos, de 

consumo de substrato e conversão a produto e biomassa foram analisados. A velocidade 

específica máxima de crescimento (µmáx) foi calculada e seu valor é de 0,60 h-1. Partindo 

de uma concentração inicial de glicose de 37,21 g∙L-1, obteve-se um consumo final de 

substrato de 23,96 g∙L-1, além de uma concentração de 2,3-BD de 1,35 g∙L-1. Desse modo, 

a conversão de substrato a produto foi de 0,06 g∙g-1. Ademais, a concentração final de 

biomassa foi de 5,55 g∙L-1, de modo que a conversão de substrato a biomassa foi de 0,23 

g∙g-1. Por fim, a produtividade de 2,3-butanodiol foi avaliada e seu valor foi de 0,08 g∙L-

1∙h-1, considerando como tempo de operação total 12 horas, condizente com o intervalo 

onde houve produção de 2,3-BD.  
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Para a condição de limitação de oxigênio a 20 %, a velocidade específica máxima 

de crescimento (µmáx) foi 0,67 h-1. Utilizando a mesma concentração de glicose que na 

condição anterior, seu consumo final foi de 18,15 g∙L-1, com concentrações finais de 2,3-

BD de 1,37 g∙L-1 e de biomassa de 3,76 g∙L-1. Desse modo, os valores de Y2,3-BD e de YX/S 

foram de 0,07 g∙g-1 e 0,21 g∙g-1, respectivamente. Finalmente, a produtividade foi 

calculada e seu valor é de 0,08 g∙L-1∙h-1, considerando como tempo de operação total 12 

horas. 

Por fim, esses mesmos parâmetros foram avaliados para a condição de limitação 

de oxigênio a 30 %, de modo que o valor obtido para a velocidade específica máxima de 

crescimento (µmáx) foi de 0,54 h-1, para o consumo final de glicose, partindo da mesma 

concentração inicial de substrato já definida, foi de 25,21 g∙L-1, para a concentração final 

de 2,3-BD foi de 1,75 g∙L-1 e para a concentração final de biomassa foi de 5,42 g∙L-1. 

Desse modo, o valor de conversão de substrato a 2,3-BD foi 0,15 g∙g-1 e conversão de 

substrato a biomassa foi 0,46 g∙g-1. A produtividade também foi calculada e seu valor é 

0,13 g∙L-1∙h-1, também considerando como tempo de operação total 12 horas. 

Estes dados estão resumidos na Tabela 8.  
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Tabela 8 - Parâmetros de cinética de crescimento, consumo de glicose e produtividade 

para as condições de limitação de oxigênio a 10 %, 20 % e 30 %. 

 10 % 20 % 30 % 

µmáx (h-1) 0,60 ± 0,04 0,67 ± 0,06 0,54 ± 0,05 

Consumo de 

glicose (g∙L-1) 
23,96 ± 2,71 18,15 ± 3,85 25,21 ± 1,22 

Concentração de 

2,3-BD (g∙L-1) 

 

1,35 ± 0,15 1,37 ± 0,33 1,75 ± 0,44 

Y2,3-BD (g∙g-1) 

 
0,06 ± 0,00 0,07 ± 0,00 0,15 ± 0,05 

Concentração de 

biomassa (g∙L-1) 
5,55 ± 0,71 3,76 ± 0,50 5,42 ± 0,15 

Yx/s (g∙g-1) 0,23 ± 0,00 0,21 ± 0,02 0,46 ± 0,05 

Produtividade 

(g∙L-1∙h-1) 
0,08 ± 0,01  0,08 ± 0,01 0,13 ± 0,05 
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5. DISCUSSÃO 

A produção de 2,3-butanodiol é dependente da linhagem bacteriana utilizada. 

Assim, apesar de serem testadas três espécies bacterianas relatadas na literatura como 

produtoras de 2,3-BD a partir de diferentes substratos, apenas a linhagem de Bacillus 

licheniformis mostrou-se produtora desse álcool a partir de glicose. A ausência de 

produção de 2,3-BD pelas bactérias das espécies Bacillus subtilis e Paenibacillus 

polymyxa pode estar relacionada com a ausência das vias de conversão de glicerol, glicose 

e permeado de soro de leite em pó a 2,3-BD, ou seja, são incapazes de converter os 

substratos utilizados ao produto de interesse. 

A conversão de glicose a produto inicial, em condições não otimizadas, ou seja, 

com 50 g∙L-1 de concentração de glicose inicial, pH 7,0 e temperatura 37 °C, em 

incubadora de agitação orbital por 12 horas foi de 0,10 g∙g-1. Para a maior produção de 

2,3-BD por Bacillus licheniformis foi necessária a avaliação e otimização de alguns 

parâmetros e condições de processo, como pH, temperatura e concentração de glicose 

iniciais, além da concentração de oxigênio no meio. 

As condições de microaerofilia são dependentes da espécie utilizada. A fim de 

avaliar essas condições, foram realizados experimentos em biorreator sob condições de 

limitação de oxigênio a 10%, 20 % e 30 %. A conversão média de substrato a 2,3-BD 

testada em incubadora de agitação orbital, em que condições de microaerofilia são 

reproduzidas, foi de 0,25 g∙g-1, ao passo que nas condições testadas de limitação de 

oxigênio a 10 %, 20 % e 30 % foram de 0,06 g∙g-1, 0,07 g∙g-1 e 0,15 g∙g-1, respectivamente. 

Desse modo, a estratégia de limitação de oxigênio para cultivo em batelada não foi 

eficiente. Apesar de 2,3-BD ser um produto de metabolismo anaeróbio, a microaerofilia 

aumenta a produção desse álcool. Entretanto, quando a disponibilidade de oxigênio 

excede a demanda, os únicos produtos formados serão biomassa e gás carbônico. 

Montwani et al. (1993) notaram a redução da concentração máxima de 2,3-BD em 

períodos de agitação superiores a 20 h, devido a maior produção de subprodutos causada 

pela disponibilidade superior de oxigênio. 

Moes et al. (1985), utilizando Bacillus subtilis, descobriram um aumento na 

produção de acetoína quando o nível de oxigênio dissolvido foi superior a 100 ppb e a 

produção de 2,3-BD foi dominante quando o nível de oxigênio foi inferior a esse valor. 

Como a conversão de acetoína a 2,3-BD é reversível, a otimização da concentração de 
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oxigênio no meio é fundamental para a produção de 2,3-butanodiol.  Converti et al. (2003) 

relataram um aumento da porcentagem de glicose dirigida à formação de biomassa de 4,5 

% para 59,4 % quando a quantidade de oxigênio dissolvido aumentou para 0,72 mmol, 

ao passo que em condições anaeróbias 35 % da fonte de carbono foi destinada para a 

produção de 2,3-BD. Em condições de microaerofilia, com 46,1 mmol de O2, a produção 

de 2,3-BD foi máxima e seu valor foi de 0,69 mmol. Beronio e Tsao (1993), utilizando 

Klebsiella oxytoca em fermentação descontínua, determinaram que a produção de 2,3-

BD,m, quando a taxa de transferência de oxigênio foi controlada, foi 18 % mais elevada 

em comparação aos valores obtidos em condições não controladas de oxigênio. 

Através dos resultados do planejamento composto central, o valor ótimo para a 

temperatura obtido é 36,8 °C. De forma geral, a faixa de temperatura ótima para a 

fermentação bacteriana e crescimento de biomassa é de 30 a 35 °C (Perlman et al. 1944). 

Considerando que a produção máxima de 2,3-butanodiol é um fenômeno dependente do 

crescimento bacteriano, o resultado obtido é condizente com a literatura, já que o valor 

ótimo para crescimento da maioria das bactérias, entre elas Bacillus licheniformis, situa-

se em torno de 37 °C. Nilegaonkar et al. (1992) relataram que o valor ótimo de 

temperatura para conversão de glicose a 2,3-butanodiol por Bacillus licheniformis foi 37 

°C. Perego, Converti e De Borghi (2003) testaram uma faixa de temperatura de 34 a 40 

°C para B. licheniformis utilizando diferentes fontes de carbono, como glicose, 

hidrolisado de amido de milho e sacarose e constataram que a temperatura ideal para 

produção de 2,3-butanodiol também foi de 37 °C.  

Outro parâmetro fundamental para a regulação do metabolismo bacteriano é o pH 

e seu valor ótimo inicial foi determinado como 7,85. Nos experimentos em biorreator 

com fermentação descontínua optou-se por manter esse valor constante a 7,85. Essa 

estratégia mostrou-se pouco eficiente, porque a produção de 2,3-BD foi inferior aos 

valores já relatados na literatura e aos valores obtidos em incubadora de agitação orbital, 

sem controle de pH. É descrito que condições alcalinas favorecem a formação de ácidos 

orgânicos às custas de 2,3-butanodiol, ao passo que em condições ácidas a formação desse 

álcool é suplementada. Entretanto, deve-se considerar que o pH ótimo para a produção de 

2,3-BD está relacionado com o substrato e com o microrganismo utilizados.  

Considerando que a produção de 2,3-BD possa ser uma estratégia de defesa de 

alguns microrganismos para elevar o pH do meio sob condições ácidas que podem 

comprometer o crescimento bacteriano, Biebl et al. (1998), empregando Klebsiella 
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pneumoniae e glicerol como substrato, compararam duas condições de pH fixos, com 

valores de 5,0 e 7,0 e concluíram que em menor pH há maior produção de 2,3-butanodiol. 

Entretanto, a maior concentração de 2,3-BD foi obtida quando o pH não foi controlado, 

variando continuamente para valor 7,0 quando o pH da cultura atingia 5,5. Long e Patrick 

(1961), Grover et al. (1990) Raspoet et al. (1991) e Nilegaonkar et al. (1992) obtiveram 

a máxima produção de 2,3-butanodiol a partir de glicose por Bacillus licheniformis em 

pH 6,0.  

Desse modo, a fim de obter maior produção de 2,3-butanodiol em biorreator com 

fermentação descontínua, uma estratégia mais adequada seria permitir a acidificação do 

meio até um valor limite e posteriormente retornar ao valor inicial de 7,85, permitindo 

que o microrganismo fosse exposto à condição de pH para máxima produção do produto 

de interesse, mas garantindo a viabilidade e crescimento celulares através do retorno à 

condição de pH não prejudicial ao microrganismo. Ao avaliar o pH de 7,85 como valor 

ótimo de pH inicial, pode-se considerar esse resultado coerente, uma vez que fornece uma 

ampla faixa de pH para o crescimento e obtenção de maior biomassa. Com o crescimento 

bacteriano e consequente acidificação do meio, valores de pH mais baixos serão 

atingidos, possibilitando maior produção de 2,3-BD.  

Analisando a condição mínima de pH de 4,77 não houve produção de 2,3-

butanodiol provavelmente decorrente do não-crescimento de biomassa nessas condições. 

Jansen et al. (1984), ao testar a condição mínima de pH de 4,2 obtiveram o mesmo 

resultado para Klebsiella oxytoca, ou seja, há um limite mínimo de pH para que haja 

crescimento bacteriano e produção de 2,3-BD. 

Também foi analisado o valor ideal de concentração inicial de glicose como 

substrato para a produção de 2,3-butanodiol, uma vez que sua definição é importante para 

evitar possíveis efeitos de inibição por excesso de substrato e gastos desnecessários com 

substrato que não será convertido a produto. Ao se utilizar um substrato puro, como 

glicose comercial, os efeitos de inibição são minimizados, ao passo que ao se utilizar 

substratos residuais de indústria, como glicerol ou hidrolisados celulósicos, essa 

preocupação ganha maior importância, devido a presença de possíveis substâncias 

tóxicas. Magee and Kosaric (1987), ao revisar dados de diferentes autores, salientaram 

que o rendimento final de 2,3-butanodiol é fortemente dependente do tipo do meio, sua 

preparação e a concentração inicial da fonte de carbono. Nilegaonkar et al. (1992) 
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reportaram, para Bacillus licheniformis, a seguinte ordem decrescente preferencial de 

fonte de carbono: glicose, frutose, celobiose, sacarose, amido e manose.  

Através do planejamento composto central, o valor ótimo de concentração inicial 

de glicose foi de 37,21 g∙L-1. Sob condições de limitação de oxigênio, Yu e Saddler (1983) 

observaram uma inibição significativa na formação de dióis e consumo de açúcar quando 

os níveis de carboidrato excederam 50 g∙L-1. Essa tendência foi particularmente evidente 

utilizando xilose como fonte de carbono, mas também foi notada em estudos com D-

glicose, L-arabinose, D-galactose, D-manose e D-celobiose. Perego, Converti e Del 

Borghi (2003) testaram soluções de hidrolisado de amido com concentração inicial de 

glicose que variou na faixa de 20 a 70 g∙L-1, obtendo produtividade máxima de 0,58 g∙L-

1∙h-1 para concentração de 30 g∙L-1 de substrato inicial, ocorrendo excesso de saturação 

de substrato além desse valor. Raspoet et al. (1991) relataram a formação de diversos 

subprodutos em várias linhagens de B. licheniformis sob condição de elevada 

disponibilidade de fonte de energia, de modo que a formação de acetoína para posterior 

conversão a 2,3-butanodiol é diminuída em favorecimento da formação de acetato, etanol, 

formato, glicerol e lactato. Nilegaonkar et al. (1992) relataram a produção de 47 g de 2,3-

butanodiol a partir de 100 g de glicose após 72 h de crescimento em meio contendo 

peptona/extrato de carne. Jurchescu et al. (2013) obtiveram o melhor valor de 

produtividade em cultivo em batelada de 0,99 g∙L-1∙h-1 utilizando uma concentração de 

glicose inicial de 120 g∙L-1. Em valores superiores a esse, o valor de produtividade 

diminuiu e a conversão de substrato a produto foi praticamente a mesma, variando de 

0,40 a 0,42 g∙g-1 empregando concentrações iniciais de glicose de 80 a 200 g∙L-1. 

Outro fator avaliado foi a influência da presença do íon cobalto no meio de cultivo. 

Entretanto, a diferença entre a produção de 2,3-BD em meio com e sem esse íon não foi 

significativa, de modo que Co+2 não exerce influência na produção desse álcool. Em 

microrganismos que também são capazes de produzir 1,3-propanodiol, o que não é o caso 

da linhagem de Bacillus licheniformis testada, essa influência pode ser significativa 

através da inativação da enzima 1,3-propanol desidrogenase, dependente de Co+2 como 

co-fator. Assim, sem a produção de 1,3-PD, a conversão de substrato pode ser direcionada 

para a produção de 2,3-BD. 

Utilizando cultivo em batelada com limitação de oxigênio, com pH regulado 

constantemente a 7,85, temperatura de 36,8 °C, concentração inicial de substrato de 37,21 

g∙L-1 e tempo de processo de 12 horas, a conversão média de glicose a 2,3-BD foi de 0,07 
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g∙g-1, com produtividade média de 0,10 g∙L-1∙h-1 para as condições de limitação de 

oxigênio a 10 e 20 % e conversão média de glicose a 2,3-BD de 0,15 g∙g-1 com 

produtividade de 0,13 g∙L-1∙h-1 para limitação de oxigênio a 30 %. Jurchescu et al. (2013), 

empregando Bacillus licheniformis livres em cultivo em batelada, com temperatura de 

processo de 30 °C e pH inicial 6,6 obtiveram valores de conversão de glicose a 2,3-BD 

de 0,42 g∙g-1 e de produtividade de 0,86 g∙L-1∙h-1 a partir de 180 g∙L-1 de glicose após 86 

h de processo, ao passo que em cultivo em batelada alimentada os valores de Y2,3-BD e de 

produtividade foram 0,40 g∙g-1 e 1,14 g∙L-1∙h-1, respectivamente. Li et al. (2013) 

empregaram uma linhagem termófila de B. licheniformis em cultivo em batelada 

alimentada com dois estágios de agitação: nas primeiras 10 horas, a agitação foi de 400 

rpm ao passo que nas horas posteriores foi de 200 rpm. A temperatura utilizada foi de 50 

°C e pH 7,0. A conversão máxima foi de 0,47 g∙g-1 e a produtividade foi de 2,4 g∙L-1∙h-1 

a partir de 246 g∙L-1 de glicose, em um processo de 48 horas. Nilegaonkar et al. (1992) 

obtiveram conversão máxima de 0,47 g∙g-1 em fermentação descontínua após 72 horas de 

processo a partir de 20 g∙L-1 de glicose com pH 7,0 e temperatura de 37 °C. 

Ao comparar a conversão de substrato a produto e a produtividade obtidas através 

das condições testadas com os valores da literatura, a estratégia adotada não foi adequada, 

tornando o processo pouco eficiente. Assim, alguns pontos devem ser reavaliados, como 

o controle constante do pH a 7,85 e as condições de limitação de oxigênio, de modo que 

devem ser adotados valores que garantam um ambiente de microaerofilia. 
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6. CONCLUSÃO 

A partir dos substratos e dos microrganismos testados, a única linhagem que 

mostrou ser capaz de produzir 2,3-BD foi a de Bacillus licheniformis apenas a partir de 

glicose como fonte de carbono. 

 A fim de otimizar a produção de 2,3-BD por Bacillus licheniformis alguns 

parâmetros do processo, já relatados na literatura como principais fatores de influência na 

síntese microbiana de 2,3-BD, foram estudados. Desse modo, o valor ótimo de pH inicial 

foi constatado de 7,85, temperatura de 36,8 °C e concentração inicial de glicose de 37,21 

g∙L-1. 

 Outro fator averiguado foi a influência na produção de 2,3-BD pela presença do 

íon cobalto no meio de cultivo. Entretanto, a diferença na produção de 2,3-BD em meios 

de cultivo com e sem Co+2 não foi significativa, de modo que esse fator não influencia na 

produção do álcool de interesse por Bacillus licheniformis. 

Além disso, a fim de obter concentrações de oxigênio que potencializassem a 

produção de 2,3-BD, condições de limitação de oxigênio dissolvido no meio de cultivo a 

10 %, 20 % e 30 % foram testadas. Entretanto, todas essas concentrações mostraram-se 

superiores à necessária para obter-se microaerofilia, de modo que essa estratégia foi 

ineficiente e a produção de 2,3-BD foi diminuída, provavelmente porque o excesso da 

disponibilidade de oxigênio desviou a conversão do substrato para biomassa e gás 

carbônico. 

Para futuros trabalhos visando a produção de 2,3-BD, sugere-se um controle mais 

fino do pH, de modo que se permita a acidificação natural do meio de cultivo em 

experimento em biorreator e após atingir o valor de produção máxima de 2,3-BD permitir 

o retorno do valor de pH à condição inicial, evitando que a acidificação excessiva 

comprometa a cultura bacteriana. Além disso, testar concentrações menores de oxigênio 

dissolvido no meio, visando a obtenção de microaerofilia. Por fim, pode-se testar o cultivo 

em biorreator em regime de batelada alimentada e verificar a eficiência desse processo 

em relação à fermentação descontínua.  
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