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Resumo 

 

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, como metil-etil-cetona, 1,3-butadieno e diacetil. 

2,3-BD é, portanto, um importante produto químico e sua produção por via biológica, 

utilizando fontes de carbono renováveis como matéria-prima é de grande interesse, 

tendo em vista os atuais problemas político-econômicos do uso do petróleo, bem como a 

necessidade de implementação de gestão mais sustentável de resíduos. O presente 

trabalho teve como objetivo investigar a produção biotecnológica de 2,3-butanodiol (2,3-

BD) a partir da combinação de diferentes fontes de carbono, simulando as condições 

presentes em resíduos agroindustriais utilizando a cepa K. pneumoniae BLh-1. A utilização 

de açúcares provenientes desses resíduos representa uma alternativa sustentável e de 

baixo custo, embora a fermentação das pentoses represente ainda uma barreira 

tecnológica, justificando a necessidade de pesquisas nesse âmbito. Neste trabalho foram 

testadas duas diferentes suplementações, um meio de cultivo sintético (MS) e um meio 

de cultivo complexo (Meio Luria-Bertani - LB), com diferentes combinações de fonte de 

carbono (arabinose / arabinose + xilose / arabinose + xilose + glicose), totalizando 6 

condições teste.  Os experimentos foram realizados a 30 °C, 120 rpm e sem controle de 

pH. Os resultados indicaram que K. pneumoniae BLh-1 pode utilizar os açúcares 

estudados, na seguinte ordem preferencial: glicose>arabinose>xilose.  A máxima 

produção de 2,3-BD foi de 18,74 g.L-1, em 24 horas, resultando em uma produtividade de 

0,78 g.L-1.h-1 e uma taxa de conversão de produto a substrato de 0,53 g.g-1. Ácido acético 

e etanol também foram produzidos em pequenas quantidades. A partir das fontes de 

carbono utilizadas, a cepa K. pneumoniae BLh-1 mostrou-se promissora para a produção 

de 2,3-BD. 

 

 

 

 

 



DEQUI / UFRGS – Caroline Bertolini Agliardi v 

Lista de F iguras 

 

Figura 1 - Estereoisômeros do 2,3-butanodiol (2,3-BD) ...................................................... 3  

Figura 2 - Derivados de 2,3-BD............................................................................................. 4 

Figura 3.  Via de fermentação ácido-mista para a produção de 2,3-BD............................... 8  

Figura 4.  Rotas metabólicas de glicose e xilose para a produção de 2,3-BD ...................... 9  

Figura 5. O efeito do fornecimento de oxigênio no rendimento de subprodutos da 
fermentação por P. polymyxa ........................................................................................... 10 

Figura 6. Desenho esquemático dos ensaios de fermentação .......................................... 16 

Figura 7. Teste de fermentação com arabinose em meio sintético .................................. 21 

Figura 8. Teste de fermentação com arabinose em meio LB ............................................ 21 

Figura 9. Teste de fermentação com arabinose + xilose em meio sintético ..................... 23 

Figura 10. Teste de fermentação com arabinose + xilose em meio LB ............................. 24 

Figura 11. Teste de fermentação com arabinose + xilose + glicose em meio sintético .... 25 

Figura 12. Teste de fermentação com arabinose + xilose + glicose em meio LB .............. 25 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Produção Biotecnológica de 2,3-Butanodiol a partir de diferentes fontes de carbono vi 

Lista de Tabelas 

 

Tabela 1 - Produção de diferentes isômeros de 2,3-butanodiol a partir de diferentes 
espécies bacterianas ............................................................................................................ 7  

Tabela 2. Meio ágar-LB ...................................................................................................... 15 

Tabela 3. Meio sintético (MS) ........................................................................................... 17 

Tabela 4. Meio LB .............................................................................................................. 17 

Tabela 5. Parâmetros de cinética de crescimento, consumo de açúcar e produtividade . 27 

Tabela 6 - Produção de 2,3-BD por diferentes espécies bacterianas ................................ 28 

Tabela 7 – Composição parcial de diferentes hidrolisados obtidos por hidrólise ácida em 
sua forma original .............................................................................................................. 29 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



DEQUI / UFRGS – Caroline Bertolini Agliardi vii 

Lista de Abreviaturas e Siglas   

 

2,3-BD – 2,3-butanodiol  

D-(-) – isômero dextrogiro  

L-(+) – isômero levogiro  

α-ALS – α-acetolactato sintase  

α-ALD - α-acetolactato desidrogenase  

DAR – diacetil redutase  

AR – acetoína redutase  

LDH – L-/D-lactato desidrogenase  

pH – potencial hidrogeniônico  

MS – Meio Sintético 

LB – Luria-Bertani 

YP/S – conversão de substrato a 2,3-BD  

QP – produtividade  

O2 – gás oxigênio  

DO – densidade ótica 

 

 





DEQUI / UFRGS – Caroline Bertolini Agliardi 1 

1 Introdução 

 

2,3-Butanodiol (2,3-BD) é um produto de interesse devido a sua extensa 

aplicabilidade, visto que pode ser utilizado como intermediário da borracha e de diversos 

polímeros, empregado como anti-congelante, solvente, além de ser empregado na 

indústria de alimentos e ser um potencial combustível (SYU, 2001).  

Diante da escassez de fontes combustíveis fósseis e aumento dos preços do 

petróleo, a produção de compostos químicos por via biológica e biorrefinarias está 

recebendo atenção significativa (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). A produção de 2,3-BD pela via 

biotecnológica é uma alternativa interessante já que este é um produto químico com 

grande potencial de aplicação. Os primeiros estudos da produção de 2,3-BD por 

microrganismos foram conduzidos por Harden e Walpole utilizando Klebisiella 

pneumoniae (GARG e JAIN, 1995). Entre os microrganismos produtores de 2,3-BD, pode-

se citar também as espécies de Klebisiella oxytoca, Serratia marcescens, Bacilus subtilis e 

Enterobacter aerogenes (FRAZER e MCCASKEY, 1991). 

A biomassa proveniente de material lignocelulósico é de grande importância e 

aplicação para produção biotecnológica de 2,3-BD. Esse material passa por processo de 

hidrólise (ácida ou enzimática), para ser decomposto liberando açúcares fermentescíveis, 

tais como glicose, xilose e arabinose. As principais fontes de biomassa lignocelulósica são 

os resíduos da agricultura, indústrias de alimentos e madeireiras, além de fontes como a 

beterraba, algas, entre outros (HAZEENA et al., 2016; HUANG et al., 2013).  O excesso de 

biomassa a partir de resíduos agroindustriais representa uma fonte energética de baixo 

custo, não compete com fontes de alimentação humana e animal e, ainda, garante uma 

gestão mais sustentável dos resíduos. 

Um dos principais obstáculos para a produção de 2,3-BD a partir de biomassa 

lignocelulósica é a fermentação das pentoses. Poucos são os microrganismos 

fermentadores que metabolizam pentoses. Em contrapartida, K. pneumoniae é capaz de 

utilizar diferentes fontes de carbono para a fermentação, fazendo com que essa espécie 

seja uma ótima alternativa para a conversão dos açúcares presentes nos hidrolisados 

celulósicos (YU e SADDLER, 1983). 
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Deste modo, o objetivo geral desse trabalho consiste em avaliar a produção 

biotecnológica de 2,3-BD a partir de diferentes meios de cultura, combinando açúcares de 

cinco e seis carbonos, simulando as condições presentes em resíduos agroindustriais, por 

K. pneumoniae BLh-1. 

Os objetivos específicos do trabalho foram: 

 Avaliar a capacidade de consumo de arabinose, xilose e glicose e a combinação dos 

mesmos pela bactéria em estudo.   

 Quantificar a produção de 2,3-BD e bioprodutos, bem como monitorar a variação de 

pH durante o processo fermentativo. 

 Testar dois meios distintos de suplementação, verificando as diferenças de 

crescimento celular e produção de metabólitos. 
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2 Revisão Bibliográfica 

 

2.1    2,3-Butanodiol (2,3-BD) 

 

2,3-BD, também conhecido como 2,3-butilenoglicol, 2,3-hidroxibutano, 

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. O 2,3-BD pode existir em três 

formas isoméricas: D-(-)-, L-(+)- e meso- (Figura 1), sendo que a sua forma de 

apresentação vai depender do microrganismo produtor (JI et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Estereoisômeros do 2,3-butanodiol (2,3-BD). Adaptado de CELIŃSKA e GRAJEK, 2009. 

 
Os três isômeros possuem altos pontos de ebulição que diferem muito pouco 

entre si (variando de 177 ºC a 182 ºC), assim todos são mais elevados que o da água, de 

modo que uma grande quantidade de água precisa ser evaporada através da destilação 

para a recuperação do 2,3-BD produzido através de fermentação (VOLOCH et al., 1985). 

Por outro lado, a forma levoisômero possui baixo ponto de congelamento (-60 ºC), 

possibilitando a empregabilidade como anticongelante (GARG e JAIN, 1995).  

2,3-BD é um composto que apresenta a característica de ser biodegradável, 

tornando-se favorável ao ambiente. Seu calor de combustão de 27198 kJ.kg-1 se compara 

ao do etanol (29055 kJ.kg-1) e do metanol (22081 kJ.kg-1) (CELIŃSKA e GRAJEK, 2009). A 

mistura equimolar de etanol e 2,3-BD pode fornecer um valor combinado de 

aquecimento de 27660 kJ.kg-1, de modo que a presença de etanol não afeta a utilidade de 

2,3-BD para esta aplicação (YU e SADDLER, 1982b).  

Esse álcool apresenta extensa aplicação industrial, podendo ser destinado para 

processos industriais, tais como nas indústrias de polímeros, de tintas de impressão, de 

     L -(+)-2,3-BD                                  meso-2,3-BD                                    D-(-)-2,3-BD 
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perfumes, de explosivos, de plastificantes e como transportadores de fármacos (GARG e 

JAIN, 1995). 

Além disso, o 2,3-BD é também um importante intermediário químico para a 

obtenção de outros produtos químicos (Figura 2). O produto da desidrogenação de 2,3-

BD, o diacetil, pode ser usado como agente aromatizante, sendo altamente valorizado em 

produtos alimentares por proporcionar sabor amanteigado (BARTOWSKY e HENSCHKE, 

2004). A desidratação deste composto resulta em metil-etil-cetona, utilizada como 

solvente para resinas e vernizes e também como aditivo de combustíveis. Sua 

esterificação leva à formação de percursores de espumas de poliuretano para uso em 

medicamentos, produtos cosméticos, loções, pomadas e antitranspirantes (GARG e JAIN, 

1995). 

 

 

Figura 2 - Derivados de 2,3-BD. Adaptado de JI et al., 2011. 

 

2.2    Processos de obtenção de 2,3-BD  

 

Existem diversas formas de obtenção do diálcool 2,3-BD, seja por síntese química, 

a partir do petróleo; ou por meio de vias biológicas. Historicamente, tentativas de obtê-lo 

por síntese microbiana são relatadas desde o início do século passado. Em 1906, Harden e 

Walpole empregaram K. pneumoniae para produzir este composto, seguidos por Harden 

e Norris em 1912 e por Donker, em 1926, que utilizou Paenibacillus polymyxa (KOSARIC, 

MAGEE e BLASZCZYK, 1992). Em 1933, Fullmer, Christensen e Kendall propuseram a 
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produção industrial desse álcool. Entretanto, o maior interesse na conversão de biomassa 

em 2,3-BD remonta aos tempos de guerra, tendo em vista a escassez de matéria-prima 

para produção de borracha sintética, quando fermentações em escala piloto com K. 

oxytoca e P. polymyxa foram realizadas para conversão de 2,3-butanodiol em 1,3-

butadieno (BLACKWOOD et al., 1949; LEDINGHAM e NEISH, 1954).  

Com as reservas de petróleo cada vez mais escassas, têm aumentado 

significativamente o interesse por biorrefinarias, que abrangem processos e 

equipamentos de conversão de biomassa a combustíveis, energia e outros produtos 

químicos de maneira sustentável (KAMM e KAMM, 2004; RAGAUSKAS et al., 2006). 

Assim, produtos e processos que, até então, foram conduzidos somente por rotas 

sintéticas podem ser otimizados e remodelados para bioprocessos utilizando fontes de 

energias renováveis e de baixo custo (KAMM et al., 2016; SCHOLEY et al., 2016). 

Fermentações utilizando o excesso de biomassa proveniente de resíduos agrícolas 

ou industriais visando à 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). 

  

2.2.1  Uti l ização de resíduos l ignocelulósicos  como substrato  

 

Os materiais lignocelulósicos apresentam uma rede complexa e resistente 

composta principalmente por lignina (10% a 30%), hemicelulose (15% a 35%) e celulose 

(30% a 50%), sendo a concentração de cada um desses elementos variável de acordo com 

o tipo de matéria-prima em questão, idade e estágio vegetativo (JEFFRIESS, 1990; 

DELMER e AMOR, 1995). 

O principal componente dos materiais lignocelulósicos é a celulose, polissacarídeo 

formado por moléculas de glicose unidas através de ligações β-1,4-glicosídicas. Cadeias de 

celulose são estabilizadas e ligadas entre si por pontes de hidrogênio intra e 

intermoleculares, formando as fibrilas elementares. Essas fibrilas são unidas umas às 

outras através da hemicelulose, o segundo mais abundante componente da lignocelulose, 

que é um polissacarídeo amorfo, composto por vários açúcares de cinco e seis carbonos, 

como arabinose, galactose, glicose, manose e xilose, além de desoxiaçúcares e ácidos 
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urônicos. Essas estruturas são cobertas pela lignina, um polímero aromático formado por 

estruturas básicas fenólicas. 

Cada uma das porções dos materiais lignocelulósicos pode ser utilizada com uma 

finalidade. As porções celulósicas e hemicelulósicas da biomassa podem ser hidrolisadas a 

vários açúcares e então fermentadas (LORA e GLASSER, 2002; KADLA et al., 2002).  

Embora os resíduos lignocelulósicos agroindustriais necessitem de um tratamento 

prévio por meio de hidrólise (ácida ou enzimática) para disponibilizar os açúcares 

fermentescíveis, destaca-se a importância dessas matérias-primas devido ao seu baixo 

custo e alta disponibilidade. 

A fermentação dos açúcares redutores obtidos após a hidrólise dos materiais 

lignocelulósicos é um estágio crítico para atingir um processo técnico e economicamente 

viável. A hidrólise da hemicelulose fornece pentoses (xilose e arabinose), carboidratos 

não diretamente fermentescíveis por microrganismos industriais, sendo a 

biotransformação destas pentoses um dos desafios mais importantes a resolver no 

âmbito científico e tecnológico. Da hemicelulose também resultam hexoses, tais como: 

glicose, manose e galactose.  

Vale ressaltar que, sendo a fermentação das pentoses uma barreira tecnológica 

difícil de superar, é de grande importância pesquisas em busca da otimização da 

bioconversão destes açúcares.  

 

2.3    Microrganismos produtores de 2,3-BD e rotas metabólicas 

 

Os principais gêneros referidos como produtores de 2,3-BD 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) (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Produção de diferentes isômeros de 2,3-butanodiol a partir de diferentes 
espécies bacterianas. Adaptado de JI, HUANG, OUYANG, 2011. 

 

Espécie 
Estereoisômeros 

formados 
Substrato Método 

Produção 
(g∙L-1) 

Produtividade 
(g∙L-1∙h -1) 

Rendimento 
(g∙g -1) 

Referência 

Klebsiella 
pneumoniae 

Meso, L-(+)- Glicose Batelada 
alimentada 

150 4,21 0,43 MA et al., 
(2009) 

Klebsiella 
oxytoca 

Meso, L-(+)- Glicose Batelada 
alimentada 

130 1,64 0,48 JI et al., 
(2010) 

Enterobacter 
aerogenes 

Meso, L-(+)- Glicose Batelada 
alimentada 

110 5,4 0,49 ZENG et al. 
(1991) 

Serratia 
marcenses 

Meso Sucrose Batelada 
alimentada 

152 2,67 0,41 ZHANG et 
al., (2010) 

Paenibacillus 
polymyxa 

D-(-) Frutose Batelada 36,9 0,88 0,5 GAO et al., 
(2010) 

Bacillus 
licheniformis 

D-(-), Meso Glicose 
Incubadora 
de agitação 

orbital 

8,7 0,47 0,12 
NILEGAONK

AR et al., 
(1992) 

Bacillus 
amyloliquefaciens 

D-(-), Meso Glicose Batelada 33 - 0,33 ALAM et al. 
(1990) 

Bacillus subtilis D-(-), Meso Glicose Batelada 2,5 0,33 0,38 MOES et al. 
(1985) 

 

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 e, geralmente, produzem os 

isômeros dextrógiros e meso. 

O 2,3-BD 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). Outros produtos finais dessa via são 

etanol, acetato, lactato, formato e succinato, dependendo do microrganismo e condições 

aplicadas (SYU, 2001; CELIŃSKA e GRAJEK, 2009). 

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

reação que requer NADH catalisada por L-/D-lactato-desidrogenase (LDH), ou em α-

acetolactato através de descarboxilação catalisada por α-acetolactatosintase (α-ALS), que 

em condições aeróbias é rápida e irreversivelmente inativada, impedindo a síntese de 

2,3-BD (KOSARIC, MAGEE e BLASZCZYK, 1992). O α-acetolactato é preferencialmente 

produzido em condições de baixa disponibilidade de NADH. α-acetolactato em condições 

anaeróbicas pode ser convertido a acetoína pela enzima α-acetolactato descarboxilase (α-

ALD) e, em condições aeróbicas pode sofrer descarboxilação espontânea, originando o 
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diacetil. Diacetil redutase (DAR) converte o diacetil em acetoína e, na sequência, 

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 pela ação da 

enzima acetoína redutase (AR) (Figura 3). 

A rota metabólica pode ser tanto pela glicólise ou pela rota das pentoses (Figura 

4). 

 

 
 
Figura 3.  Via de fermentação ácido-mista para a produção de 2,3-BD. 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). 
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Figura 4.  Rotas metabólicas de glicose e xilose para a produção de 2,3-BD (GURAGAIN e VADLANI, 
2017).   

 

K. pneumoniae é utilizada como agente fermentador na maioria das pesquisas 

sobre a fermentação butileno-glicólica (WANG et al., 2010; SABLAYROLLES e GOMA, 

1982; PRATA, 1997; FRAZER e MCCASKEY, 1989). Essa bactéria apresenta estabilidade 

genética, evitando problemas de degeneração por sucessivas repicagens, flexibilidade 

quanto ao uso de substratos para a fermentação, sendo capaz de metabolizar grande 

parte das pentoses, hexoses e dissacarídeos, e ausência de problemas de inibição pelo 

produto formado. 
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Trata-se de uma bactéria anaeróbia facultativa que tem necessidades nutricionais 

simples, cresce rapidamente quando cultivada e pode utilizar um amplo espectro de 

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

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

 

 

2.4    Condições operacionais que influenciam a formação de 2,3-BD 

  

2.4.1 Suprimento de oxigênio   

  

 A aeração é um fator crítico que afeta o rendimento, a produtividade e a 

formação de subprodutos. Apesar de 2,3-BD ser um produto de metabolismo anaeróbico, 

foi demonstrado que a aeração aumenta a produção desse álcool por K. pneumoniae 

(LEDINGHAM e NEISH, 1954). Porém, o aumento excessivo do fornecimento de oxigênio 

favorece a produção de massa celular e gás carbônico (JANSET et al, 1984).  Logo, 2,3-BD 

é produzido sob limitação de oxigênio, sendo um exemplo clássico de fermentação 

microaeróbia (CONVERTI et al., 2003).  A aeração é necessária para a formação de 

massa celular, enquanto a queda de oxigênio dissolvido é fundamental para a síntese do 

2,3-BD (PIRT, 1957). 

 Outro ponto importante resultante da oferta de gás oxigênio é o controle das 

proporções dos metabólitos produzidos (Figura 5). Dessa forma, é necessário estabelecer 

uma estratégia eficaz de controle de fornecimento de oxigênio para garantir o 

rendimento de 2,3-BD (VOLOCH et al., 1985).  

  

 
Figura 5. O efeito do fornecimento de oxigênio no rendimento de subprodutos da fermentação 

por P. polymyxa (CELIŃSKA E GRAJEK, 2009). 
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 VOLOCH et al. (1985) explicam que grande parte dos estudos empregam bactérias 

das espécies Klebsiella e Bacillus, que são bactérias anaeróbicas facultativas e, portanto, 

podem obter energia por duas vias: respiração e fermentação. Quando há limitação de 

oxigênio, ambas as vias são expressas simultaneamente, de modo que o rendimento de 

2,3-BD 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.  

 A mudança no metabolismo de produção de biomassa para a produção de ácidos 

mistos se deve 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, etanol e 2,3-BD são normalmente 

produzidos em quantidades equimolares (VOLOCH et al., 1985), mas também há a 

formação de acetato, lactato e acetoína, de forma que somente com controle do 

suprimento de oxigênio se pode maximizar a conversão do substrato em 2,3-BD 

(MADDOX, 1996; ZENG BIEBL e DECKWER, 1990), diminuindo possíveis efeitos de inibição 

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

 

2.4.2 Potencial hidrogeniônico (pH)  

  

 O pH é um parâmetro fundamental na regulação do metabolismo microbiano, 

afetando a produção de biomassa e as vias metabólicas (GARG e JAIN, 1995).  Pode-se 

considerar que as condições alcalinas favorecem a formação de ácidos orgânicos e as 

condições ácidas estimulam a produção de 2,3-BD. A faixa de pH ideal varia conforme o 

substrato utilizado, com valores variando entre 5 e 6. Nesta faixa, a enzima acetolactato 

descarboxilase, que descarboxiliza o α-acetolactato em acetoína, atua no seu pH ótimo 

(KIM et al., 2013). 

A maioria dos processos de fermentação anaeróbica está associada com a 

formação de ácidos orgânicos. Dessa forma, no decorrer da fermentação, ocorre a 

acidificação do meio 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). Certos microrganismos desenvolveram 
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estratégias de defesa, tais como alterar o metabolismo para a síntese de compostos 

menos tóxicos, como álcoois e glicóis (HOUDT et al., 2007). MADDOX (1996) propôs que a 

indução da via de produção de 2,3-BD é devida ao acúmulo de produtos ácidos no meio 

de fermentação, que alteram o pH interno do microrganismo. O gradiente de pH 

transmembrana resultante provoca o acúmulo de acetato, que é o indutor de enzimas 

envolvidas na síntese de 2,3-BD. Assim, a redução do pH da cultura provoca um aumento 

no gradiente de pH e a produção de 2,3-BD ocorre antes que o pH externo seja 

demasiado ácido e a cultura seja inativada (CELIŃSKA e GRAJEK, 2009). 

De acordo com VOLOCH et al. (1985) o valor de pH ideal para a produção de 2,3-

BD por K. oxytoca situa-se na faixa de pH de 5 a 6. Para E. aerogenes, CONVERTI et al. 

(2003) sugeriram o pH 6 como ideal. Perego et al. (2000) utilizaram cultivos de E. 

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. 

 

2.4.3 Temperatura  

  

 A eficiência de um processo biológico é estritamente dependente da temperatura 

devido a forte dependência da atividade enzimática e manutenção celular com esse 

parâmetro. Como a produção de 2,3-BD geralmente ocorre associada ao crescimento, a 

condição para a produção máxima de produto tem que ser semelhante 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). 

 De acordo com CELIŃSKA e GRAJEK (2009), a faixa de temperatura de 30 °C a 35 °C 

deverá ser ótima para a produção de 2,3-BD a partir da fermentação bacteriana, já que 

esta é a faixa de rendimento máximo de biomassa. Trabalhando nessa faixa de 

temperatura, produtos fermentativos, ao invés de biomassa, serão obtidos passando da 

condição aeróbia para a de microaerofilia (CELIŃSKA E GRAJEK, 2009). 

Segundo BIEBL et al. (1998), em culturas de K. pneumoniae, a redução da 

temperatura de 35 °C para 30 °C resultou numa redução substancial da síntese de etanol 

em favor da formação do 2,3-BD. 
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2.4.4 Substratos util izados e concentração  

  

 Uma grande variedade de carboidratos pode ser usada para produzir 2,3-BD.  Este 

pode ser produzido por fermentação microbiana, particularmente utilizando bactérias, 

usando como substrato hexoses ou pentoses. Como ocorre nas fermentações em geral, 

glicose é a fonte de carbono frequentemente empregada (MOES et al., 1995; DE MAS et 

al., 1988).   

 As concentrações iniciais de açúcar mais frequentemente aplicadas estão na faixa 

de 5-10% (GARG e JAIN, 1995). Estas concentrações, bastante baixas (ou mesmo mais 

baixas), são empregadas principalmente devido ao acompanhamento de substâncias 

tóxicas presentes em matérias-primas (especialmente em hidrolisados de madeira), cuja 

concentração aumenta em conjunto com a concentração da fonte de carbono. FRAZER e 

MCCASKEY (1991) estudaram o efeito de compostos potencialmente tóxicos de madeira 

hidrolisada com ácido na produção de 2,3-BD por K. pneumoniae. Eles descobriram que a 

concentração de sulfato de até 0,2% (wt.vol-1) reduziu o rendimento 2,3-BD em 30%, 

embora não tenha afetado o crescimento. Resultados similares foram obtidos para 

furfural, mas nesse caso os rendimentos 2,3-BD foram ligeiramente superiores. Os 

compostos fenólicos (syringealdehyde e vanillin) foram inibitórios para a produção de 2,3-

BD (0,05% (wt.vol-1)) e crescimento (0,1% (wt.vol-1)). Foi observado que uma alta 

concentração de açúcar, superior a 50 g.L-1, inibe a formação de 2,3-BD e o consumo de 

açúcares (YU e SADDLER, 1983).  

 No entanto, uma situação contrária é verificada em meios sintéticos 

suplementados com açúcares puros, como a glicose. Neste caso, não existem compostos 

inibitórios, portanto, concentrações iniciais de açúcares de até 200 g.L-1 podem ser 

fermentadas, o que leva a uma melhora no rendimento 2,3-BD. É importante notar que, 

concentrações superiores a 20 g.L-1 acarretam em diminuição da taxa de crescimento 

específico, provavelmente devido à queda na atividade de água. Uma vez que a redução 

da atividade da água é função da molaridade, a lactose (dissacarídeo) é menos inibitório 

do que a glicose (monossacárido) (CONVERTI e PEREGO, 2002).  

 DE MAS et al. (1988), trabalhando com B. polymyxa, relataram inibição do 

crescimento em concentrações de substrato superiores a 150 g.L-1. Os resultados obtidos 

com E. aerogenes em relação à concentração de glicose não mostraram influência 

significava da concentração inicial de glicose (na faixa de 9 a 72 g.L-1) na produção molar 
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de 2,3-BD (CONVERTI e PEREGO, 2002).  

 BIEBL et al. (1998) relataram que em qualquer uma das condições testadas, o 

excesso de glicerol na cultura aumentou a produtividade 2,3-BD. K. pneumoniae cresceu 

em cultura contínua com 60 g.L-1 de glicerol. A estirpe utilizada foi capaz de fermentar 9,2 

g.L-1 de glicerol em 12 h, após o crescimento e a conversão do substrato cessaram. 

 PEREGO et al. (2000), em seus estudos sobre bioconversão de resíduos da 

indústria de alimentos em 2,3-BD por E. aerogenes, testaram diferentes concentrações 

iniciais de açúcar (20-100 g.L-1). Eles demonstraram que o tempo de fermentação cresceu 

gradualmente e os rendimentos de conversão diminuíram com o aumento da 

concentração inicial de açúcar. 

 A influência da concentração de xilose em 2,3-BD parece ser característica de cada 

espécie, uma vez que dados contraditórios foram relatados (GARG E JAIN, 1995). Em 

geral, a influência do tipo de substrato e a concentração na produção de 2,3-BD são 

dependentes das espécies em estudo. 
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3 Materiais e Métodos 

 

3.1    Microrganismo e manutenção 

 

Os ensaios fermentativos foram realizados com a bactéria K. pneumoniae BLh-1, 

que foi identificada por Rossi et al. (2011), sendo proveniente de um consórcio 

microbiano ambiental e que atualmente faz parte do estoque de culturas do laboratório 

BiotecLab, Instituto de Ciência e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (ICTA-UFRGS). O microrganismo encontra-se mantido em meio Luria-

Bertani (LB) em 50% de glicerol a -80 °C (em ultrafrezzer). 

Células viáveis do microrganismo foram crescidas em meio LB líquido a 37 °C e 150 

rpm em incubadora de agitação orbital por 24 h, seguido de esgotamento em placa 

contendo meio ágar-LB. Posteriormente, as placas foram mantidas sob refrigeração a 4 

°C.  As colônias isoladas foram utilizadas para o preparo dos inóculos para os ensaios de 

fermentação, garantindo assim a pureza dos mesmos. 

 

 

Tabela 2. Meio ágar-LB. 

Componente Concentração (g.L-1) 

Extrato de levedura 5 

Triptona 10 

NaCl 10 

Glicose 20 

Ágar-ágar 15 
 

 

 

3.2    Meios de cultivo utilizados nos ensaios fermentativos 

 

Três soluções com diferentes combinações de açúcares foram testadas como 

fonte de carbono para o processo fermentativo, conforme esquematizado na Figura 6. 
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Figura 6. Desenho esquemático dos ensaios de fermentação.  

 

Os experimentos foram realizados em duplicata, sempre mantendo a 

concentração final dos açúcares em 30 g.L-1, variando da seguinte forma: 

 Experimento 1: Foram utilizadas 30 g.L-1 de arabinose apenas. 

 Experimento 2: Foram utilizadas 15 g.L-1 de arabinose e 15 g.L-1 de xilose. 

 Experimento 3: Foram utilizadas 10 g.L-1 de arabinose, 10 g.L-1 de xilose e 10 g.L-1 de 

glicose. 

Duas diferentes suplementações foram testadas, suplementação 1 (Tabela 3) e 

suplementação 2 (Tabela 4) objetivando avaliar se ocorrem diferenças significativas de 

rendimento e produtividade de 2,3-BD. Os meios foram esterilizados em autoclave a 1,0 

atm e 120°C durante 15 minutos. Vale ressaltar que os açúcares foram autoclavados 

separadamente dos demais componentes do meio, como sugerido por YU e SADDLER 

(1983), que, em seus experimentos, obtiveram valores superiores de 2,3-BD quando a 

xilose foi esterilizada separadamente antes de ser adicionada ao meio autoclavado. 

 

MEIO SINTÉTICO 
 

MEIO LB 

30 g.L-1 ARABINOSE 

2 X 2 X 

2 X 2 X 

15 g.L-1 ARABINOSE 
15 g.L-1 XILOSE 

 

MEIO SINTÉTICO 
 

MEIO LB 

10 g.L-1 ARABINOSE 
10 g.L-1 XILOSE 

10 g.L-1 GLICOSE 

 

2 X 2 X 

MEIO LB MEIO SINTÉTICO 
 

60 mL 

60 mL 

60 mL 
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Tabela 3. Meio sintético (MS). Adaptado de FRAZER e MCCASKEY, 1989. 

Componente Fórmula molecular Concentração (g.L-1) 

Fosfato dibásico de Amônio (NH4)2HPO4 4 

Fosfato monobásico de Potássio KH2PO4 1 

Cloreto de Sódio NaCl 1 

Fosfato dibásico de sódio Na2HPO4 1 

Sulfato de Magnésio MgSO4 0,2 

Sulfato de Ferro FeSO4 0,02 

Sulfato de Zinco ZnSO4 0,01 

Extrato de Levedura - 1,5 

FONTE DE CARBONO  30 

 
 

Tabela 4. Meio Luria Bertani (LB). Adaptado de BOTHAST, 1994.  

Componente Concentração (g.L-1) 

Extrato de levedura 5 

Triptona 10 

NaCl 10 

FONTE DE CARBONO 30 

 
Os meios sintéticos, ou quimicamente definidos, são compostos de produtos 

químicos de identidades e concentrações conhecidas. (HUANG et al., 2012). Isso garante 

reprodutibilidade, já que a composição é conhecida; torna-se vantajoso para estudo das 

vias metabólicas das células e necessidades nutricionais para crescimento e formação do 

produto de interesse; permite controle individual dos componentes e; oferece 

simplicidade para aumento de escala (BALTZ et al., 2010). 

Já os meios complexos, como o LB, são bastante utilizados na indústria porque 

eles oferecem flexibilidade, são mais baratos, e são ricos em aminoácidos e nutrientes de 

fácil assimilação, o que proporciona velocidade máxima específica de crescimento e 

elevado rendimento de biomassa, ou seja, resulta em maior produtividade e menor 

estresse metabólico (GOYAL et al., 2009). 

 

3.3    Inóculo e cinéticas de fermentação 

 

Para os pré-inóculos, as células foram crescidas overnight e, após, o meio foi 

centrifugado a 3000 g e 4   ̊C por 15 minutos para a separação das células do meio líquido 
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que possivelmente continha produtos de fermentação. As células foram ressuspensas no 

meio estéril e o inóculo foi ajustado para densidade óptica igual a 1 e adicionado aos 

meios de fermentação. Utilizou-se um volume de inóculo de 5 % com relação ao volume 

inicial.  

Os ensaios de fermentação foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 125 mL 

com volume de meio de cultura de 60 mL, vedados com bucha de algodão permeável ao 

oxigênio simulando condição de microaerofilia, com agitação de 120 rpm e temperatura 

de 30 °C. O processo fermentativo foi monitorado pela retirada de uma alíquota de 3 mL 

a cada três horas nas 12 horas iniciais de biorreação e, por fim, uma alíquota ao 

completar 24 horas de fermentação. Dessa forma, foi possível monitorar a biomassa 

celular, o pH, consumo de açúcares e produção de 2,3-BD e de outros metabólitos ao 

longo do processo fermentativo. 

 

3.4    Métodos Analíticos 

 

3.4.1 Concentração de açúcares e 2,3 -BD   

 

A concentração dos açúcares e de 2,3-BD foi determinada por cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC) utilizando o 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. Para a 

quantificação do consumo de açúcares utilizou-se as condições de 45 °C e fluxo de 0,6 

mL.min-1, já para a quantificação dos produtos utilizou-se temperatura de 65 °C e fluxo de 

0,8 mL.min-1. 

As amostras coletadas do meio de fermentação foram preparadas para 

cromatografia por centrifugação a 3000 × g por 15 min a fim de precipitar as células em 

suspensão, procedendo-se então a filtração da porção sobrenadante em 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, etanol, ácido acético, glicose, xilose e arabinose, 

com grau de pureza de cromatografia (superior a 99,5 %) foram utilizados. 
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3.4.2 Medidas de pH 

 

O pH de cada alíquota coletada foi medido em pHmetro (Kasvi), previamente 

calibrado com soluções tampão de pH 4,0 e 7,0. 

 

3.4.3 Crescimento celular  

 

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

em espectrofotômetro (Amersham Biosciences, modelo Ultrospec 3100 pro). As leituras 

foram realizadas no comprimento de onda de 600 nm até a densidade óptica próxima a 1 

e, após o meio ter atingido concentração celular extrapolando esse valor, os meios foram 

diluídos conforme necessário e os resultados multiplicados pelo fator de diluição visando 

manter a linearidade da resposta. 

 

3.5    Cálculo de parâmetros cinéticos e análise estatística dos dados 

 

Os valores de conversão de substrato a produtos (YP/S) ao longo dos experimentos 

foram obtidos pela divisão da concentração acumulada do produto até o tempo 

considerado pelo valor calculado do consumo de substrato até este mesmo tempo. Esse 

valor corresponde ao coeficiente angular da reta obtida através da regressão linear ao 

plotar-se a variação de concentração de 2,3-BD contra o consumo de açúcar. 

 Os valores de produtividades (QP) foram obtidos dividindo-se a máxima 

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

Os dados foram avaliados levando em consideração o desvio padrão, isto é, a 

medida de um conjunto de dados em torno da média. Um alto desvio padrão significa que 

os dados são mais dispersos da média, e, um desvio padrão baixo sinaliza que mais dados 

se alinham com a média. 
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4 Resultados e Discussão 

 

Os experimentos consistiram em testar dois meios de fermentação distintos (Meio 

Sintético e Meio LB) variando a fonte de carbono com diferentes combinações (arabinose 

/ arabinose + xilose / arabinose + xilose + glicose) totalizando 6 condições teste, todas 

realizados em duplicata. 

Para cada condição foi avaliada a produção de 2,3-BD, etanol e ácido acético, bem 

como a cinética de consumo da(s) fonte(s) de carbono utilizada(s), crescimento celular e a 

variação do pH durante 24 horas de fermentação.  

Em função dos açúcares terem sido autoclavados separadamente dos demais 

componentes do meio, valores iniciais aproximados ao desejado (30 g.L-1) foram obtidos, 

considerando possível erro de repetitividade na pesagem e degradação durante a 

esterilização. 

 

4.1    Ensaios de fermentação  

 

4.1.1 Ensaios com arabinose  

 

Os resultados dos experimentos utilizando somente arabinose, em meio sintético 

e meio LB, estão apresentados nas Figuras 7 e 8, respectivamente. 

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

consumo total da mesma no meio sintético e uma quantidade de açúcar residual no meio 

LB. Da mesma forma, a produção de 2,3-BD foi superior no meio sintético. Etanol e ácido 

acético, bioprodutos também analisados, foram produzidos em pequena quantidade e, 

de igual maneira, a formação foi superior no meio sintético.  
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a)

 

  

 

 

 

 

Figura 7. Teste de fermentação com arabinose em meio sintético. a) consumo de arabinose, 
variação do pH e DO. b) produção de 2,3-BD, etanol e ácido acético, em 24 horas. (-■-) arabinose, 
(-●-) pH, (-▲-) DO, (-□-) etanol, (-○-) ácido acético e (-∆-) 2,3-BD. 

 

a)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

Figura 8. Teste de fermentação com arabinose em meio LB. a) consumo de arabinose, variação do 
pH e DO. b) produção de 2,3-BD, etanol e ácido acético, em 24 horas. (-■-) arabinose, (-●-) pH, (-
▲-) DO, (-□-) etanol, (-○-) ácido acético e (-∆-) 2,3-BD. 

b) 

b) b) 
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Com relação à obtenção de 2,3-BD, a maior produção ocorreu acompanhando a 

cinética celular (Figuras 7 e 8), podendo-se inferir que este seja um metabólito associado 

ao crescimento. MALONEE e SPECKMAN (1988) explicam que todas as enzimas e 

componentes produzidos na rota de formação de 2,3-BD são normalmente produzidos 

durante as fases do crescimento. A rota fermentativa do 2,3-BD, como em outras rotas 

fermentativas, tem a função de regular a razão de NADH/NAD+ nas células. A síntese de 

2,3-BD também está associada a reservas de energia e carbono (XIAO e XU, 2007). Desta 

forma, 2,3-BD pode ser reutilizado durante a fase estacionária quando as fontes de 

carbono e energia são escassas.  

Pelo comportamento dos dados da cinética de crescimento celular, sugere-se que, 

durante as 24 horas de fermentação, a fase de crescimento exponencial não foi completa, 

não atingindo assim a fase de estacionária. 

O pH inicial do cultivo foi de aproximadamente 7,0 para o meio sintético e 6,5 para 

o meio LB. Conforme o progresso da fermentação e reprodução do microrganismo, 

ocorreu redução do pH, atingindo valores ligeiramente acima de 5,0, para ambos os 

casos. Essa acidificação do meio é característica dos processos de fermentação devido à 

formação de ácidos orgânicos. A redução do pH está intimamente ligada à produção de 

2,3-BD, visto que essa rota metabólica 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). Foi demonstrado que a produção de 2,3-BD 

é induzida sob condições ácidas (NAKASHIMADA et al., 2000) e, por 2,3-BD ser um 

metabólito de pH neutro, indica que essa via colabore para a diminuição da alta 

acidificação.  

Os valores em duplicata obtidos para a produção dos metabólitos, o consumo de 

arabinose, pH e densidade ótica encontram-se no apêndice A. 

  

4.1.2 Ensaios com arabinose e xi lose  

 

Os resultados dos experimentos envolvendo a combinação de arabinose e xilose, 

em meio sintético e meio LB, respectivamente, estão apresentados nas Figuras 9 e 10. 

A concentração de arabinose e xilose no meio decaíram ao longo do tempo, sendo 

arabinose preferencialmente metabolizada.  Verificou-se maior consumo dos açúcares no 
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meio sintético, sendo a arabinose consumida integralmente nesse caso. Analogamente, a 

produção de 2,3-BD foi superior no meio sintético. Etanol e ácido acético foram 

produzidos em pequenas quantidades nos diferentes meios testados. 

Com relação ao consumo de arabinose preferencialmente à xilose, KANG e 

colaboradores (1998) observaram que os genes envolvidos na via metabólica da xilose 

foram reprimidos quando as células foram cultivadas em uma mistura de arabinose e 

xilose. HERNANDEZ-MONTALVO et al. (2001) também observaram que E. coli utiliza 

arabinose antes da xilose. Embora existam algumas estratégias para quebrar a repressão 

mediada pela glicose do metabolismo de arabinose e xilose, não existe para quebrar a 

repressão mediada por arabinose do metabolismo xilose. Além disso, pouco se sabe 

sobre essa repressão além das observações feitas por esses pesquisadores. 

De forma geral, a partir das Figuras 9 e 10, verifica-se que a formação de 2,3-BD é 

majoritária na fase de crescimento celular, confirmando o já proposto anteriormente nos 

testes com arabinose somente.  Tempos superiores seriam necessários para avaliar a 

produção de 2,3-BD na fase estacionária, visto que a cinética celular não atingiu esse 

estágio. 

 

a) 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Teste de fermentação de arabinose + xilose em meio sintético.  a) consumo de 
arabinose, xilose, variação do pH e DO. b) produção de 2,3-BD, etanol e ácido acético, em 24 
horas. (-■-) arabinose, (-  -) xilose, (-●-) pH, (-▲-) DO, (-□-) etanol, (-○-) ácido acético e (-∆-) 2,3-
BD.  

b) 
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a) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Teste de fermentação de arabinose + xilose em meio LB.  a) consumo de arabinose, 
xilose, variação do pH e DO. b) produção de 2,3-BD, etanol e ácido acético, em 24 horas. (-■-) 
arabinose, (-  -) xilose, (-●-) pH, (-▲-) DO, (-□-) etanol, (-○-) ácido acético e (-∆-) 2,3-BD.  
 

 

O pH inicial do cultivo foi de aproximadamente 7,0 para o meio sintético e 6,5 para 

o meio LB e, no decorrer da fermentação, ocorreu redução do pH atingindo valores 

próximo a 5,0. Conforme discutido anteriormente, esse valor é dependente do substrato 

e do microrganismo envolvido, variando normalmente entre 5,0 e 6,0 para a produção de 

2,3-BD (CELIŃSKA e GRAJEK, 2009). Nessa faixa, a enzima acetolactato-descarboxilase 

atua em seu pH ótimo e controla a fermentação (KIM et al., 2013). Já foi observado que, 

em condições de baixo pH, o acetato é um indutor eficiente dessas 3 enzimas envolvidas 

nas rotas de fermentação do 2,3- BD (BRYN et al.,1973). 

Os valores em duplicata obtidos para a produção dos metabólitos, o consumo de 

arabinose e xilose, pH e densidade ótica encontram-se no apêndice B. 

  

4.1.3 Ensaios com arabinose, xi lose e glicose  

 

Os resultados dos experimentos envolvendo a combinação de arabinose, xilose e 

glicose, em meio sintético e meio LB, respectivamente, estão apresentados nas Figuras 11 

e 12. 

b) 
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a) 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 11. Teste de fermentação com arabinose + xilose + glicose em meio sintético.  a) consumo 
de arabinose, xilose, glicose, variação do pH e DO. b) produção de 2,3-BD, etanol e ácido acético, 
em 24 horas. (-■-) arabinose, (-  -) xilose, (-  -) glicose, (-●-) pH, (-▲-) DO, (-□-) etanol, (-○-) ácido 
acético e (-∆-) 2,3-BD.  

 

a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Teste de fermentação com arabinose + xilose + glicose em meio LB. a) consumo de 
arabinose, xilose, glicose, variação do pH e DO.  b) produção de 2,3-BD, etanol e ácido acético, em 
24 horas. (-■-) arabinose, (-  -) xilose, (-  -) glicose, (-●-) pH, (-▲-) DO, (-□-) etanol, (-○-) ácido 
acético e (-∆-) 2,3-BD.  

b) 

b) 
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A concentração dos açúcares no meio decaiu ao longo do tempo, sendo glicose 

preferencialmente metabolizada, seguido de arabinose e xilose.  Arabinose e glicose 

foram consumidas integralmente em ambos os meios de suplementação, já a xilose não 

foi totalmente consumida em nenhum dos casos, porém os valores residuais foram 

superiores no meio LB. Utilizando a combinação de arabinose, xilose e glicose como fonte 

de carbono também se obteve uma produção de 2,3-BD superior no meio sintético em 

relação ao meio LB. Etanol e ácido acético foram produzidos em pequenas quantidades 

nos diferentes meios testados. 

  Uma possível hipótese para o melhor desempenho do microrganismo no meio 

sintético, em todos os experimentos realizados independente da fonte de carbono, 

remete ao fato que este supriu melhor os nutrientes requeridos nas vias metabólicas 

utilizadas por K. pneumoniae.  Além disso, o meio LB é normalmente utilizado como meio 

de crescimento, logo, a produção de biomassa é facilitada nesse meio, podendo ter 

prejudicado a rota de síntese de 2,3-BD.   

Em comparação aos experimentos envolvendo somente pentoses, observa-se que 

a cinética de crescimento é mais rápida quando K. pneumoniae está em um meio com 

glicose disponível. Isto se deve, provavelmente, por este açúcar ser uma fonte de carbono 

de fácil catálise, ficando disponível para as células desempenharem suas funções. Logo, a 

glicose é o primeiro açúcar metabolizado e, quando este se esgota, ocorre o consumo da 

arabinose e, por fim, da xilose.  Uma possível explicação para este fato seria a possível 

repressão catabólica da glicose sobre as pentoses, o que torna a rota metabólica mais 

lenta. Segundo PERLMAN (1944), K. pneumoniae tem uma tendência para metabolizar 

preferencialmente glicose e em seguida, manose, entre as fontes de carbono presentes 

no hidrolisado lignocelulósico. Xilose, arabinose e galactose são consumidos em taxas 

mais lentas.  

Com relação ao pH, este foi reduziu de aproximadamente 7,0 para o meio 

sintético e 6,7 para o meio LB para valores próximos a 5,0 ao final, analogamente ao casos 

anteriormente discutidos. 

Os valores em duplicata obtidos para a produção dos metabólitos, o consumo de 

açúcares, pH e densidade ótica encontram-se no apêndice C. 
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4.2    Parâmetros cinéticos 

 

Os parâmetros cinéticos para os ensaios realizados com os diferentes meios estão 

apresentados na Tabela 5.   Pode-se observar que a maior produção 2,3-BD correspondeu 

a 18,74 g.L-1 quando a condição utilizada foi meio sintético e com a combinação dos três 

açúcares. A produtividade e YP/S também foram superiores nesse caso, 0,53 g.g-1 e 0,78 

g.L-1.h-1, respectivamente. Logo, glicose apresenta melhor rendimento para produção de 

2,3-BD. Quando quantidades similares de xilose e arabinose foram metabolizadas, o 

rendimento foi inferior; 0,28 g.g-1 utilizando somente arabinose e 0,34 g.g-1 utilizando a 

combinação de arabinose e xilose. 

 

Tabela 5. Parâmetros de cinética de crescimento, consumo de açúcar e produtividade. 

 
Concentração 

2,3 BD 
(g.L-1) 

Consumo 
Arabinose 

(g.L-1) 

Consumo 
Xilose 
(g.L-1) 

Consumo 
Glicose 
(g.L-1) 

Consumo 
Total 
(g.L-1) 

Yps 
(g.g-1) 

Qp 
(g.L-1h-1) 

MEIO 
SINTÉTICO 

9,44 ±  
0,31 

34,04 ± 
0,33 

- - 
34,04 ± 

0,33 
0,28 0,39 

MEIO 
SINTÉTICO 

9,39 ± 
0,80 

17,03 ± 
0,41 

10,83 ± 
0,03 

- 
27,86 ± 

0,44 
0,34 0,39 

MEIO 
SINTÉTICO 

18,73 ± 
0,69 

12,85 ± 
0,57 

10,77 ± 
1,44 

11,45 ± 
1,12 

35,08 ± 
3,13 

0,53 0,78 

MEIO LB 
8,61 ± 
0,62 

29,09 ± 
0,92 

- - 
29,09 ± 

0,92 
0,30 0,36 

MEIO LB 
6,71 ± 
0,09 

13,44 ± 
0,11 

9,37 ± 
0,25 

- 
22,81 ± 

0,36 
0,29 0,28 

MEIO LB 
12,00 ± 

0,34 
12,10 ± 

0,30 
4,12 ± 
0,05 

9,22 ± 
0,18 

25,44 ± 
0,53 

0,47 0,50 

 

Ao comparar o rendimento e a produtividade obtidas por K. pneumoniae através 

das condições testadas com os valores encontrados na literatura, a estratégia adotada foi 

eficaz. Na Tabela 6 estão apresentados alguns estudos envolvendo a utilização de 

pentoses e hexoses, bem como sua combinação, para diferentes espécies bacterianas. 
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Tabela 6 - Produção de 2,3-BD por diferentes espécies bacterianas. 
 

Espécie Substrato Método 
Produtividade  

(g∙L-1∙h -1) 
Rendimento 

(g∙g -1) 
Referência 

Enterobacter 
cloacae 

Arabinose Batelada 0,48 b) 0,38 
SAHA et al., 

(1999) 

Klebsiella 
oxytoca 

Xilose Batelada 1,35 b) 0,29 JANSEN et al., 
(1984) 

Enterobacter 
cloacae 

Xilose Batelada 
alimentada 

0,82 a) 0,44 ZHANG et al., 
(2016) 

Klebsiella 
pneumoniae 

Glicose Batelada 0,65 b) 0,39 JUNG et al., 
(2014) 

Klebsiella 
pneumoniae 

Glicose Batelada 0,44 b) 0,38 SONG et al. 
(2012) 

Klebsiella 
pneumoniae 

Hidrolisado 
de madeira 

Batelada 0,28 a) 0,29 GROVER et al. 
(1990) 

Klebsiella 
pneumoniae 

Melaço de 
milho 

Batelada 
alimentada 

1,35 a) 0,41 WANG et al. 
(2010) 

Klebsiella 
oxytoca 

Hidrolisado 
de milho 

Batelada 
alimentada 

0,59 b) 0,50 CHENG et al. 
(2010) 

a): 2,3-BD + acetoína. 
b): 2,3-BD. 

 

De acordo com os dados apresentados na Tabela 6, de forma geral, o rendimento 

utilizando glicose ou substratos contendo esse açúcar são superiores, indicando que a 

rota glicolítica é preferencial, mais rápida e eficiente. No entanto, os resultados 

encontrados utilizando xilose e arabinose são promissores, considerando a possibilidade 

de utilização de resíduos lignocelulósicos para obtenção de produtos de interesse 

econômico, como é o caso do 2,3-BD. 

  A utilização de batelada alimentada ou processo contínuo também são 

estratégias que auxiliam a produção de 2,3-BD, uma vez que garantem a concentração de 

fonte de carbono no meio, aumentando a produtividade. 

Cabe ressaltar que este trabalho é precursor no que diz respeito a fermentação de 

arabinose. Poucos estudos envolvem a fermentação deste açúcar, presente em 

quantidade significativa em grande parte dos hidrolisados lignocelulósicos. A arabinose é, 

por exemplo, o segundo açúcar majoritário no hidrolisado de eucalipto e de bagaço de 

cana-de-açúcar e o terceiro no hidrolisado de palha de arroz. Na casca de soja a 

concentração de arabinose é ainda mais significativa (Tabela 7). 
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Tabela 7 – Composição parcial de diferentes hidrolisados obtidos por hidrólise ácida em 
sua forma original. 

 

Hidrolisado Xilose (g.L-1) Glicose (g.L-1) Arabinose (g.L-1) Referência 

Eucalipto 39,55 1,99 2,53 
SANTOS e PRATA, 

(2004) 

Palha de arroz 16,40 3,70 2,60 
ROBERTO e 

MUSSAT0, (2004) 

Bagaço de 
cana-de-açucar 12,00 0,41 0,99 FONSECA, (2009) 

Casca de soja 6,3 1,5 4,5 CASSALES (2010) 
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5 Conclusões e Trabalhos Futuros 

 

A partir das fontes de carbono utilizadas, a cepa K. pneumoniae BLh-1 mostrou-se 

promissora para a produção de 2,3-BD. Valores de conversão de substrato a produto e 

produtividade eficazes foram obtidos.  

A maior produção de 2,3-BD ocorreu em meio sintético utilizando a combinação 

de arabinose, xilose e glicose. Isso confirma a preferência do microrganismo pela glicose, 

açúcar de fácil assimilação. Além disso, arabinose e xilose também foram metabolizadas, 

indicando a flexibilidade de K. pneumoniae BLh-1.  

A ordem preferencial de consumo de açúcares pela bactéria foi: 

glicose>arabinose>xilose. As enzimas essenciais para a conversão de xilose em 2,3-BD 

podem ter sido ligeiramente inibidas pela presença de glicose e arabinose no meio de 

cultura. A otimização dos componentes médios e outros parâmetros do processo, como 

o controle do pH e a aeração, podem melhorar a produção de 2,3-BD. 

Como K. pneumoniae BLh-1 foi capaz de converter de maneira eficaz arabinose, 

xilose e glicose, logo, é um potencial microrganismo para futuros estudos utilizando 

hidrolisado de resíduos agrícolas.  Igualmente, sugere-se a realização dos experimentos 

em biorreatores, onde é possível executar um melhor ajuste dos parâmetros de controle. 
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APÊNDICE A – Dados da cinética com meio utilizando arabinose apenas 

 

As tabelas abaixo exibem os valores de densidade ótica, pH, concentrações de 2,3-

BD, etanol e ácido acético e concentração de arabinose para cada alíquota coletada.  

Número 1 e 2 fazem referência ao meio de fermentação empregado. Número 1 

corresponde ao meio sintético e número 2 ao meio LB. 

Os índices a e b indicam que os dados foram coletados em duplicata e 

correspondem ao mesmo meio de fermentação.  

 

Tabela 1 – Densidade ótica (600 nm) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 0,213 0,807 2,420 2,810 3,513 7,927 

1b 0,206 0,833 2,308 2,890 3,510 7,280 

2a 0,063 0,405 1,876 3,253 3,350 3,716 

2b 0,066 0,442 2,162 3,350 3,389 3,923 

 

Tabela 2 – pH 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 7,08 6,90 5,98 5,78 5,53 5,46 

1b 7,07 6,82 5,98 5,77 5,39 5,38 

2a 6,41 6,36 5,70 5,50 5,36 5,08 

2b 6,47 6,32 5,66 5,54 5,41 5,12 
 

Tabela 3 – Concentração de 2,3-BD (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 0,00 0,00 1,71 4,91 7,10 9,74 

1b 0,00 0,00 2,23 4,06 6,21 9,13 

2a 0,00 0,00 2,01 4,48 5,11 7,99 

2b 0,00 0,00 2,49 5,16 5,59 9,23 
 

Tabela 4 – Concentração de arabinose (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 33,71 28,12 20,00 12,11 9,91 0,00 

1b 34,37 26,70 18,50 13,20 - 0,00 

2a 33,17 33,26 26,16 23,12 20,10 5,00 

2b 34,30 33,90 28,10 24,60 18,60 4,30 
 



Produção Biotecnológica de 2,3-Butanodiol a partir de diferentes fontes de carbono 38 

Tabela 5 – Concentração de etanol (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 0,00 0,00 1,65 2,49 2,79 2,88 

1b 0,00 0,00 1,65 2,71 2,79 3,72 

2a 0,00 0,00 2,05 2,14 2,39 2,73 

2b 0,00 0,00 1,80 2,21 2,46 2,54 
 

Tabela 6 – Concentração de ácido acético (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 0,00 0,00 0,29 1,54 1,77 1,89 

1b 0,00 0,00 0,21 1,32 1,78 1,92 

2a 0,00 0,00 0,00 1,05 1,12 1,33 

2b 0,00 0,00 0,00 1,01 1,17 1,42 
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APÊNDICE B – Dados da cinética com meio utilizando arabinose + xilose 

 

As tabelas abaixo exibem os valores de densidade ótica, pH, concentrações de 2,3-

BD, etanol e ácido acético e concentrações de arabinose e xilose para cada alíquota 

coletada.  

Número 1 e 2 fazem referência ao meio de fermentação empregado. Número 1 

corresponde ao meio sintético e número 2 ao meio LB. 

Os índices a e b indicam que os dados foram coletados em duplicata e 

correspondem ao mesmo meio de fermentação.  

 

Tabela 1 – Densidade ótica (600 nm) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 0,089 0,373 1,992 3,084 3,596 4,625 

1b 0,086 0,372 1,790 3,027 3,456 4,761 

2a 0,090 0,426 1,802 2,870 3,270 4,320 

2b 0,063 0,404 1,812 2,817 3,332 4,125 

 

Tabela 2 – pH 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 7,09 7,02 6,11 5,99 5,75 5,40 

1b 7,08 7,01 6,10 6,02 5,73 5,38 

2a 6,55 6,37 5,58 5,60 5,52 5,33 

2b 6,56 6,36 5,61 5,61 5,66 5,43 
 

Tabela 3 – Concentração de 2,3-BD (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 0,00 0,00 1,37 3,06 4,82 8,59 

1b 0,00 0,00 1,48 3,70 4,93 10,19 

2a 0,00 0,00 1,99 3,10 4,40 6,80 

2b 0,00 0,00 2,47 4,20 3,89 6,62 
 

Tabela 4 – Concentração de arabinose (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 17,44 13,90 11,67 9,90 6,31 0,00 

1b 16,62 14,89 10,01 - 7,86 0,00 

2a 15,66 12,10 10,21 8,77 8,01 2,11 

2b 16,62 14,54 11,90 9,10 7,70 3,29 



Produção Biotecnológica de 2,3-Butanodiol a partir de diferentes fontes de carbono 40 

Tabela 5 – Concentração de xilose (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 14,29 14,10 12,90 11,89 10,89 3,49 

1b 15,92 14,26 13,21 11,53 10,53 5,06 

2a 15,88 15,33 12,69 10,90 10,10 6,26 

2b 14,69 14,55 13,29 9,96 9,57 5,57 
 

Tabela 6 – Concentração de etanol (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 0,00 0,00 1,99 1,96 2,21 3,18 

1b 0,00 0,00 2,06 2,50 2,01 2,90 

2a 0,00 0,00 0,89 1,71 2,45 3,55 

2b 0,00 0,00 0,36 1,64 1,98 3,92 
 

Tabela 7 – Concentração de ácido acético (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 0,00 0,00 1,01 1,36 1,39 1,55 

1b 0,00 0,00 0,95 1,40 1,44 1,21 

2a 0,00 0,00 0,89 1,28 1,36 1,59 

2b 0,00 0,00 0,78 1,01 1,23 1,66 
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APÊNDICE C – Dados da cinética com meio utilizando arabinose + xilose + glicose 

 

As tabelas abaixo exibem os valores de densidade ótica, pH, concentrações de 2,3-

BD, etanol e ácido acético e concentrações de arabinose, xilose e glicose para cada 

alíquota coletada.  

Número 1 e 2 fazem referência ao meio de fermentação empregado. Número 1 

corresponde ao meio sintético e número 2 ao meio LB. 

Os índices a e b indicam que os dados foram coletados em duplicata e 

correspondem ao mesmo meio de fermentação.  

 

Tabela 1 – Densidade ótica (600 nm) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 0,086 0,575 2,344 4,008 4,364 5,225 

1b 0,088 0,537 2,332 3,852 4,123 4,923 

2a 0,059 0,457 2,202 2,897 3,457 6,601 

2b 0,070 0,447 2,192 3,050 3,523 6,452 

 

Tabela 2 – pH 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 7,03 6,84 6,01 5,78 5,62 5,40 

1b 7,02 6,81 5,99 5,82 5,71 5,58 

2a 6,68 6,30 5,58 5,56 5,46 5,32 

2b 6,66 6,31 5,61 5,48 5,40 5,31 
 

Tabela 3 – Concentração de 2,3-BD (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 0,00 0,00 2,75 3,89 8,62 19,42 

1b 0,00 0,00 2,64 4,79 9,18 18,04 

2a 0,00 0,00 2,45 3,18 5,56 12,34 

2b 0,00 0,00 2,64 4,48 6,82 11,66 
 

Tabela 4 – Concentração de arabinose (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 12,28 12,12 10,79 10,10 9,51 0,00 

1b 13,42 13,24 12,50 11,23 8,84 0,00 

2a 11,80 11,19 10,90 10,57 10,58 0,00 

2b 12,40 11,80 11,00 10,89 10,46 0,00 
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Tabela 5 – Concentração de xilose (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 12,21 11,85 11,00 10,12 9,12 0,00 

1b 11,30 10,25 10,10 9,55 8,67 1,97 

2a 9,90 9,79 9,86 9,54 9,26 5,73 

2b 10,40 10,10 9,71 9,36 9,46 6,33 

 

Tabela 6 – Concentração de glicose (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 10,33 9,69 3,80 0,00 0,00 0,00 

1b 12,57 10,31 4,23 0,00 0,00 0,00 

2a 9,04 7,33 4,10 2,64 0,00 0,00 

2b 9,39 9,01 5,33 3,13 0,00 0,00 
 

Tabela 7 – Concentração de etanol (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 0,00 0,52 1,73 2,05 3,53 3,55 

1b 0,00 0,53 2,13 2,22 2,92 4,05 

2a 0,00 0,28 1,59 1,96 3,31 3,59 

2b 0,00 0,48 1,99 2,50 2,91 3,07 
 

Tabela 8 – Concentração de ácido acético (g.L-1) 

Amostras 
Tempo 

0 3 6 9 12 24 

1a 0,00 0,00 1,16 1,32 1,59 1,61 

1b 0,00 0,00 1,23 1,41 1,66 1,74 

2a 0,00 0,00 1,17 1,05 1,76 2,96 

2b 0,00 0,00 1,32 1,48 1,59 3,11 

 

 

 

 

 

 

 


