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Resumo

A utilizacdo de residuos em processos biotecnolégicos vem sendo muito estudada, frente
a preocupacdo global quanto a sustentabilidade de processos, busca por inovacdo e
reutilizacdo de recursos energéticos. A biomassa lignoceluldsica € um residuo de grande
abundancia, que pode ser utilizado como substrato de baixo custo para producéo de diversos
compostos quimicos, entre eles o 2,3-butanodiol (2,3-BD). O 2,3-BD € um composto de alto
interesse comercial, uma vez que pode ser utilizado em diversos ramos da industria quimica,
tanto diretamente em processos quimicos, quanto como intermediario quimico para obtencao
de outros compostos de interesse. Dessa forma, é de grande interesse a producdo desse
composto via processos de bioconversdo, utilizando fontes de carbono alternativas. Neste
trabalho, foi avaliada a capacidade de producdo de 2,3-BD a partir da fermentacdo de
hidrolisado resultante do tratamento acido e enzimatico da casca de soja por duas
enterobactérias isoladas de um consorcio ambiental, Klebsiella pneumoniae BLh-1 e
Pantoea aglommerans BL1. Os experimentos foram realizados em agitador orbital, onde foi
avaliada a capacidade de producdo de 2,3-BD em duas diferentes temperaturas de
fermentagdo, 30 °C e 37 °C, na condigdo de microaerofilia com os frascos vedados com
bucha de algoddo permeavel ao oxigénio. Na fermentacdo do hidrolisado acido, a maior
producéo de 2,3-BD (21,9 g.L™?) foi obtida por K. pneumoniae na temperatura de 30°C, com
rendimento (Yps) de 0,40 g.g™* e produtividade (Qr) de 0,30 g.(L.h)™. Porém, ndo houve
diferenca estatistica (p<0,05) do cultivo a 37 °C desses mesmos parametros com o cultivo
realizado pela P. aglommerans. Ja na fermentacdo do hidrolisado enzimético, parametros
cinéticos semelhantes foram obtidos por ambas as bactérias quando cultivadas na mesma
temperatura. A fermentacéo a 30 °C resultou em Ypsde 0,5 g.g™* e Qp de 0,28 g.(L.h)™* para
K.pneumoniae e Ypsde 0,51 g.g"* e Qpde 0,28 g.(L.h)™* para P. aglommerans. Porémhouve
diferenga estatistica (p<0,05) a 37 °C, ocorrendo uma reducdo de rendimento e de
produtividade, com Ypsde 0,41 g.g* e Qp de 0,14 g.(L.h)™* para K. pneumoniae, e Yps 0,33
9.9" e Qe de 0,09 g.(L.h)™* para P. aglommerans. Esses resultados apontam uma resposta
muito promissora quanto aos microrganismos utilizados e a utilizagdo de hidrolisados de
casca de soja como substrato para a fermentacdo. Além disso, a capacidade dessas
enterobactérias de fermentarem as pentoses presentes nos hidrolisados é um resultado muito
satisfatorio, uma vez que esses aglcares estdo presentes em grande abundancia nas

biomassas lignocelulésicas.
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1 Introducéo

Com a futura escassez de recursos energéticos de origem féssil e a constante busca por
inovacdo, sustentabilidade e melhor aproveitamento dos recursos energéticos disponiveis, a
producéo de compostos quimicos de interesse comercial a partir de fontes renovaveis recebe
interesse significativo. A alta disponibilidade de biomassa lignocelul6sica proveniente de
producdes agricolas e agroindustriais e a possibilidade de aproveitamento deste substrato em
bioprocessos indicam promissora viabilidade econdmica, visto que sdo matérias-primas de
baixo custo e de disponibilidade abundante.

Nesse contexto, a produgdo biotecnoldgica de 2,3-butanodiol (2,3-BD) a partir de
biomassa lignoceluldsica vem sendo estudada, devido a alta empregabilidade comercial do
composto, que pode ser utilizado desde intermediario para producéo da borracha sintética
até como aditivo na inddstria alimenticia, trazendo alta importancia ao estudo de sua
producdo biotecnoldgica.

A soja (Glycine max) € a oleaginosa mais cultivada mundialmente, sua importancia
econdmica vai desde a alimentacdo animal e humana até diversas aplicagbes na indUstria
quimica. O Brasil é o segundo maior produtor e exportador de soja no mundo, sendo
superado apenas pelos EUA. No ano de 2016, segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), foram colhidas 9543 milhdes de toneladas de soja no Brasil. A
casca de soja é a primeira camada que recobre o0 grao e é retirada durante a extracao do dleo.
O aproveitamento principal da casca de soja é na alimentacdo animal como alimento
volumoso, mas frente a grande produc¢do mundial, acaba sendo um subproduto abundante.
Muitos trabalhos ja mostraram que a casca de soja € um 6timo substrato para bioprocessos
devido a baixa concentracdo de lignina, composto que quando degradado gera substancias
toxicas a maioria dos microrganismos.

Para o aproveitamento de residuos lignoceluldsicos desse tipo em processos
biotecnologicos, estes devem ser tratados por processos fisicos, quimicos ou enzimaticos em
uma etapa chamada de pré-tratamento. Essa etapa é responsavel por realizar a dissociacéo
da fracdo hemicelulésica do material, liberando acucares fermentesciveis para
posteriormente serem utilizados como substrato por microrganismos. A utilizacdo de um
determinado pré-tratamento varia de acordo com a natureza da biomassa lignocelulosica a
ser hidrolisada e com a finalidade de aproveitamento do caldo resultante. Apds essa etapa, é
necessaria a realizacdo de um tratamento enzimatico (sacarificagéo), para que seja dissociada
a fragdo celuldsica do material, liberando os aglcares presentes no polimero de celulose.

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria anaerdbia facultativa, amplamente utilizada em

estudos que envolvem bioconverséo a 1,3-propanodiol, 2,3-butanodiol e etanol. E uma
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bactéria metabolicamente versatil, ou seja, é capaz de metabolizar diferentes tipos de
substratos em diferentes condicGes de operacdo. Pantoea aglommerans é pouco discutida na
literatura quando se trata de biconversdo em 2,3-BD. No entanto, alguns trabalhos recentes
indicam que esta se mostrou altamente capaz de produzir o composto em meio sintético.

Levando-se em consideracao o que foi explanado, o presente trabalho tem como objetivo
estudar a fermentacdo em hidrolisados acido e enzimatico de casca de soja visando a
producdo de 2,3-BD, testando duas bactérias entéricas como biocatalisadores, Klebsiella
pneumoniae (linhagem BLh-1) e Pantoea aglommerans (linhagem BL1), além das
condigdes de operacdo do processo.

Os objetivos especificos sdo:

v Realizar a fermentacédo das enterobactérias K. pneumoniae e Pantoea
aglommerans em dois tipos de hidrolisados de casca de soja.

v" Investigar a capacidade de producdo de 2,3-BD por esses dois microrganismos

\

Avaliar a influéncia da temperatura na produgéo de 2,3-BD.

v Quantificar a producdo de 2,3-BD, o consumo dos acglcares presentes nos
hidrolisados e a quantidade de células viaveis no caldo fermentativo, registrando
a variacdo do pH durante os ensaios de fermentacéo.

v’ Calcular o rendimento e produtividade dos processos, com o objetivo de inferir

quanto a influéncia dos parametros estudados nos resultados.
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2 Revisao Bibliografica
2.1 O 2,3-butanodiol

O 2,3-BD é um composto organico biodegradavel, usualmente conhecido também com
2,3-butilenoglicol e de nome IUPAC butano-2,3-diol. Sua formula molecular é C4H100: e
seu peso molecular € 90,121 g- mol™. O 2,3-BD possui 3 estereoisdmeros, todos liquidos
viscosos incolores, sendo eles: D-(-), L-(+) e meso, todos representados pela Figura 1.
Apesar de muito parecidos, os trés isdmeros possuem pontos de ebulicdo ligeiramente
diferentes, variando entre 177 °C e 182 °C. Como os seus PE sdo mais altos do que daagua,
€ necessaria uma grande quantidade de agua para a recuperacdo do 2,3-BD do caldo
fermentativo (VOLOCH et al., 1985), fazendo com que essa etapa corresponda a 50 % do
custo do processo (SUN et al., 2009a). Diante disso, novas técnicas de recuperacdo do
composto vém sendo estudadas nos ultimos anos (XIU e ZENG, 2008; ANVARI e
KHAYATI, 2009; SUN et al., 2009a; LI et al., 2016).

OH OH OH
-
H N A
CH, HiC X u CH,4
- -
OH OH OH
L{+)-2.3-BD meso-2,3-BD D-{-)-2,3-BD

Figura 1. Estereoisémeros do 2,3-butanodiol (CELINSKA e GRAJEK, 2009).

O 2,3-BD foi produzido pela primeira vez a partir de microrganismos por Harden e
Walpole no ano de 1906, e desde entdo a sua producdo biotecnolégica vem sendo estudada
como o uso de diversos microrganismos e a partir de diferentes fontes de carbono e
nutrientes. Uma atengdo especial foi dada para a producéo de 2,3-BD no periodo da 22 Guerra
Mundial, quando comecou a se suspeitar da possivel escassez futura de 1,3-Butadieno,
composto utilizado na produgéo da borracha sintética e que pode ser obtido através do 2,3-
BD, uma das diversas aplica¢des possiveis do diol. Devido ao baixo ponto de congelamento
(-60 °C) do isdbmero levogiro, o0 mesmo também pode ser utilizado como agente anti-
congelante.

A possivel utilizacdo do 2,3-BD como uma substancia polimérica também aumenta o
interesse na producdo desse composto, podendo ser utilizado em plasticos, resinas e
solventes. A desidrogenacéo de 2,3-BD produz diacetil, flavorizante de gosto amanteigado



4 Producéo biotecnoldgica de 2,3 butanodiol a partir de hidrolisados de casca de soja

(BARTOWSKY e HENSCHKE, 2004) utilizado como aditivo e agente antimicrobiano em
produtos alimentares, uma vez que inibe o crescimento de alguns microrganismos.

Devido a sua alta octanagem e poder calorifico (27 198 J- g1) o diol se torna também um
interessante aditivo de combustiveis, podendo ser combinado, por exemplo, com etanol
(Poder calorifico de 29 055 J- g™) sem que essa mistura prejudique a utilizagdo do 2,3-BD,
visto que uma mistura equimolar dos dois resulta em um poder calorifico de 27 660 J- g
(YU e SADDLER, 1982b).Além disso, a partir de sua condensacdo em metil-etil-cetona
(MEK ou butan-2-ona) e subsequente hidrogenacdo, é possivel produzir isémeros de
octano, produzindo combustivel de aviacdo de alta qualidade.

O 2,3-BD se mostrou um composto com potencial aplicacéo nas industrias de polimeros,
tintas, perfumes, explosivos, resinas plasticas e como transportadores de farmacos (GARG

e JAIN, 1995). A Figura 2 exemplifica de forma dindmica os possiveis usos do 2,3-

butanodiol.
Combustivel de aviacio Aditivos para alimentos / -Combustiveis
de alta qualidade agentes flavorizantes -Resinas
-Tintas
\ -Solventes
Q o
CH;
HsC AN CHy HiC Jk.’ HaC Jk, CH;
Octano Diacetil Y ’ Metil-etil-cetona
Hidl'ogenagﬁ‘o\ Desidrogenacao / Desidratacio
OH OH OH
H,C CH, HC H
\H\CHa i . \-/\CHS
OH OH OH
L-(+)-2,3-BD meso-2,3-BD D-(-)-2,3-BD
Desidratagﬁ‘(/ Esterificacao \Desidram;ﬁo
COOH i Poliamida precursora 28z CH 1,3-butadieno

\ H—B H,C

N
o
-Remeédios -Borracha sintética
-Cosmeéticos -Poliéster

-Logoes -Poliuretano

Figura 2. Exemplos de aplicacdo do 2,3-BD (traduzido e adaptado de Bialkowska, 2016).
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2.2 Microrganismos produtores de 2,3-BD

Varios microrganismos ja se mostraram capazes de produzir 2,3-BD, mas apenas alguns
o fazem em quantidades que possam ser consideradas significantes. Leveduras que tem
capacidade de sintetizar 2,3-BD, por exemplo, em geral o fazem com produtividade muito
baixa (GARG e JAIN, 1995). Diversas espécies de bactérias de variados géneros se
mostraram capazes de transformar o piruvato em 2,3-BD, entre elas: Klebsiella oxytoca
(MOTWANI et al., 1993; CHENG et al., 2010; GURAGAIN e VADLANI, 2017);
Klebsiella pneumoniae (GROVER et al., 1990; SONG et al., 2012; JUNG et al., 2014);
Bacillus (Paenibacillus) polymyxa (DZIEWULSKI et al., 1986; HASSLE et al., 2012;
OKONKWO et al., 2017); Bacillus subtilis (ANDRADE et al., 2016); algumas bactérias dos
géneros Lactobacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Aeromonas e a microalga marinha,
Chlamydomonas perigranulata (HON-NAMI, 2006).

Das bactérias citadas, Klebsiella sp. e B. polymyxa normalmente apresentam boa
produtividade em relacdo ao 2,3-BD. Algumas outras espécies tém se mostrado promissoras
para essa aplicacdo, mas em condicdes especificas e controladas, como é o caso da
Enterobacter aerogenes, que em condic¢des de microaerofilia apresenta bom rendimento para
2,3-BD. Na Tabela 1 estdo citados alguns exemplos de estudos ja realizados com diferentes
microrganismos e substratos, assim como 0s respectivos resultados obtidos. K. pneumoniae
é comumente escolhida para a sintese de 2,3-BD devido a sua capacidade de metabolizar os
principais tipos de aclcares (hexoses, pentoses e alguns dissacarideos) e também o acido
urdnico, derivado de hidrolisados de materiais hemicelul6sicos e celuldsicos. Os agucares
presentes na lignocelulose da madeira podem ser eficientemente utilizados apds pré-
tratamento por hidrélise acida (YU et al., 1982) e enziméatica (SADDLER et al., 1983).
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Tabela 1. Producdo 2,3-BD a partir de diferentes géneros e espécies de bactérias
(traduzido e adaptado de Ji et al., 2011).

Microrganismos

Estereoisdmeros

formados®

Produgio microbiana de 2,3-BD"

Referéncias

Substratos Métodos® Concentragdo de Produtividade Rendimento
diol (g[J LY [gLln 9gY
)
2,3-BD  Acetoina
Klebsiella - Batelada
pneumoniae meso-, L-(+)- Glicose alimentada 150,0 10,0 421 0,43 Ma et al. (2009)
Klebsiella - Batelada .
pneumoniae meso-, L-(+)- Glicose alimentada 92,4 131 2,10 0,49 Qin et al. (2006)
Klebsiella Melaco de Batelada Wang et al.
! - L-(+)- 4 > 0,41
pneumoniae meso-, L-(+) milho alimentada 89 36 135 (2010)
Kleb3|el-la meso-, L-(+)- Glicerol I?atelada 492 ) 0.8 0.36 Petrov e Petrova
pneumoniae alimentada (2009)
Klebsiella meso-, L-(+)- Glicerol Batelada ) 0.39 Petrov e Petrova
. . 70,0 0,47 ,
pneumoniae alimentada (2010)
Klebsiella L-(+) : uogrcmo Batelada 840 76 229 0.32 Sunetal
. meso-, L-(+)- e . , , . . !
pneumoniae alcachofra’ alimentada (2009b)
: Tubérculo e Batelada
Klebsiella meso-, L-(+)- talo de alimentada; 67,4 13,1 1,18 1,81 Li et al. (2010a)
alcachofra SSF
Hidrolisado Batelada
Klebsiella oxytoca MeS0-(9); L-(+)-  "deespiga  alimentada; 35,7 - 0,59 0,50 Chengi g2l
de milho SSF
Klebsiella oxytoca meso'(a))' HE- Glicose  SERR 500 14 164 048 Ji et al. (2010)
Klebsiella oxytoca meso-(9), L-(+)- Glicose Batelada 95,5 19 1,74 0,49 Ji et al. (2009a,
(@)
Klebsiella oxytoca meso-((gl)), HEY Melago  Relode g0 23 2,40 0,42 Afs(clhgé 3 al.
Lelulose ae
meso-(9), L-(+)- Batelada;
Klebsiella oxytoca (,1)\ ) espiga de Qar 25,0 - 0,36 0,31 Cfﬁ;@'ﬁ"
milho
- meso-(9), L-(+)- . Batelada Quresii e
Klebsiella oxytoca ((1)) ) Glicose alimentada 85,5 6,4 3,22 0,50 Cheryan
(1989b)
Enterobacter meso-(9), L-(+)- . Batelada . 4 Zeng et al.
aerogenes ()] Glicose alimentada 1100 540 0,49 (1991)
Serratia Batelada Zhang et al.
- S ; 0,41
marcescens meso acarose alimentada 1520 0.0 2,67 (2010a)
Serratia Batelada Zhang et al.
- S 0,47
marcescens meso acarose alimentada 1399 6.7 3.49 (2010b)
Paenibacillus tupereuio G |
e D-(-)- de Batelada 36,9 - 0,88 0,50 03
alcachofra
. - U-(-)-(3), meso- . Moes et al.
Bacillus subtilis Glicose Batelada
@ 25 0,6 0,33 0,38 (1985)
Bacillus D-(-)-, meso- Glicose Frasco sem 87 ) 047 012 Nilegaonkar et
licheniformis agitacéo ' ' al. (1992)
Bacillus ;
D-(-)-, meso- Glicose Batelada X i 0,33 Alam et al.
amyloliquefaciens 330 (1990)

2Baseado em Celinska e Grajek (2009) e Maddox (1996); entre parénteses consta a proporc¢éo dos isdbmeros.

b Diol: 2,3-butanodiol + acetoina.

¢ SSF: Simultaneous Saccharification and Fermentation (Fermentacéo e sacarificagdo simultanea).

dg de diol por (3 g de talo + 4 g de tubérculo).

¢ Producao total de 2,3-BD e acetoina.

f Alcachofra de Jerusalém.
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2.3 Caminhos metabdlicos de producéo de 2,3 -BD

Variados monossacarideos (hexoses e pentoses) podem ser utilizados para a producéo de
2,3-BD; 0s mesmos sdo convertidos a piruvato, o qual € metabolizado pelos microrganismos
em uma a fermentacéo acido-mista de produtos intermediarios, como a-acetolactato, diacetil
e acetoina. Além do 2,3-BD, diversos outros bioprodutos podem ser sintetizados, como
etanol, acetato, lactato e succinato, dependendo do microrganismo utilizado e das condigdes
aplicadas. Na Figura 3 é possivel verificar ambas as rotas a partir da glicose e da xilose.

A partir da glicose, o piruvato é formado a partir da glicélise de maneira relativamente
simples (rota Embden-Meyerhof). Ja a partir de pentoses, é necessaria uma combinacao da
rota pentose-fosfato e Embden-Meyerhof.

Para a biossintese do 2,3-BD a partir do piruvato, sdo empregadas trés enzimas: a a-ALS
(o-acetolactato sintase), a a-ALD (a-acetolactato descarboxilase) e a BDH (2,3-BD
hidrogenase, também conhecida como AR (acetoina redutase)).

A enzima a-ALS tem seletividade 6tima em pH levemente acido (pH=6,0). Ela age em
condicdes anaerdbias em uma reacdo de 2 etapas: primeiramente o piruvato é complexado
com tiamina pirofosfato (TPP) para formar acetil-TPP; esse composto é entdo condensado
com uma segunda molécula de piruvato para formar a-acetolactato (MAGEE e KOSARIC,
1987). Em condigdes aerobias, a enzima o-ALS é rapidamente e irreversivelmente
desativada, cessando a producdo de 2,3-BD. Nesse caso, o piruvato é convertido (pela acéo
do complexo multienziméatico piruvato desidrogenase (PDH), que ndo é sintetizada em
meios anaerobios e é normalmente inibida por NADH (GOTTSCHALK, 1986)) em
acetillcoenzima A (acetil-CoA), sendo utilizada no ciclo &cido tricarboxilico (TCA),
formando etanol e acetato. Ja quando as condi¢fes ndo sdo completamente aerébias, as
enzimas lactato desidrogenase (LDH), piruvato-formato liase (PF) e a-ALS agem em
conjunto, gerando lactato, formato e 2,3-BD, respectivamente.

A enzima a-ALD ¢é responsavel por converter a-acetolactato em acetoina, o que ocorre
em condicOes anaerobias. Na presenca de Oz, a-acetolactato pode sofrer descarboxilagdo e
gerar diacetil. Nesse caso, a enzima diacetil redutase (DAR) converte o diacetil em acetoina.

Por ultimo, BDH ¢é responsavel por reduzir a acetoina a 2,3-BD. Ja foi comprovado que
0 acetato € um indutor das 3 principais enzimas envolvidas no processo. Todas as enzimas e
componentes produzidos na rota de fermentagéo do 2,3-BD sdo normalmente produzidos
durante a fase log e estacionaria de crescimento celular, quando o oxigénio € limitante
(MALLONEE e SPECKMAN, 1988).
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Figura 3. Rota para producdo de 2,3-BD a partir de glicose e xilose (traduzido e adaptado
de GURAGAIN e VADLANI, 2017).

2.4 Substratos alternativos

Como a matéria-prima é uma grande fatia dos custos na fermentacdo microbiana para
producdo de 2,3-BD, vérios trabalhos que fazem a reutilizagdo de materiais como fontes de
carbono tém se mostrado promissores. Nas Ultimas décadas, o alto custo das fontes
convencionais de amido e agucares mostraram impactar diretamente na viabilidade do uso
da fermentacdo de 2,3-BD em larga escala. Dessa forma, o uso de matérias-primas
alternativas e mais baratas tem sido estudadas, indicando que 2,3-BD pode ser formado a
partir de substratos alternativos, divididos entre ndo-celulosicos e lignocelulosicos (J1 etal.,
2011).

2.4.1 Biomassa ndo-celuldsica

Um exemplo de substrato ndo-celuldsico é residuo de industria alimenticia. Perego e
colaboradores (2000, 2003) selecionaram residuos desse tipo devido ao seu alto teor de
acucares e compatibilidade com processos biologicos. Os residuos analisados incluem
hidrolisado de amido proveniente do processamento do milho, residuos da extracdo de
acucar da beterraba e soro proveniente da indUstria de queijos. A parte dos residuos,
substratos de baixo custo e ricos em hexoses, como a alcachofra de Jerusalém e a cana de
acucar, sdo materiais com potencial uso nessa area. Sun e colaboradores (2009)
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desenvolveram com sucesso um processo para producdo de 2,3-BD usando K. pneumoniae
e alcachofra de Jerusalém.

Ainda na linha dos ndo-celuldsicos, um potencial substrato de baixo custo é o glicerol
gerado na producdo do biodiesel. Normalmente, em fermentacGes usando o glicerol, o
principal produto é o 1,3-propanodiol (ROSSI et al., 2013). No entanto, j& foi comprovado
que € possivel reduzir a proporcao de 1,3-PD e aumentar a sintese de 2,3-BD em condigdes
de baixo pH e microaerofilia (BIEBL et al., 1998). Petrov e Petrova (2009;2010) mostraram
que o pH é o principal fator que afeta a producéao de 2,3-BD nesse caso.

2.4.2 Biomassa lignocelulosica

A lignocelulose é a biomassa mais abundante no planeta (JI et al.,2011). Kim e Yun
(2006) estimaram que mundialmente s&o gerados cerca de 1,5 trilhGes de toneladas de
biomassa lignoceluldsica anualmente. Esse fato traz consideravel atencdo a essa matéria-
prima como alternativa para os bioprocessos, visto que é um recurso energético naturalmente
disponivel e renovavel. Os principais componentes da lignocelulose séo a lignina, a celulose
e a hemicelulose. A celulose é um polimero de glicose, enquanto que a hemicelulose é um
polimero que contém principalmente pentoses, como a arabinose, a xilose e a ribose (YAN
et al., 2009). A produtividade ndo é tdo alta comparado aos bioprocessos usando glicose,
mas o fato de ser uma matéria prima barata e abundante a torna uma alternativa
economicamente atrativa.

A espiga de milho, por exemplo, é um tipo de material lignoceluldsico derivado do
processamento do milho, € um residuo altamente disponivel e de baixo custo proveniente da
agricultura. Apés um pré-tratamento com aménia e hidrélise acida, a fracdo celuldsica
presente no material pode ser convertida em 90 % de glicose, servindo de substrato para a
producdo de 2,3-BD (CAO et al., 1997). Para fazer com que a conversao de biomassa
lignocelulosica seja praticavel economicamente, € essencial que a fragdo hemicelulésica
tambem seja eficientemente convertida em 2,3-BD. Outros materiais ja foram testados, como
a fibra de milho (SAHA e BOTHAST, 1999), melaco de milho (WANG et al., 2010),
hidrolisado de madeira (YU et al., 1982; GROVER et al., 1990), hidrolisado de bagaco de
cana (UM etal., 2017) e palha de milho (MA et al., 2018; YAN et al., 2009), mostrando que
é possivel se obter 2,3-BD a partir de diversos tipos de materiais residuais.

A soja € um dos grdos mais cultivados no mundo, com uma producéo global em torno
de 351 milhGes de toneladas (Embrapa, safra 2016/2017), gerando milhdes de toneladas de
casca, o principal subproduto gerado no processamento do grao, que pode ser utilizada como

materia-prima lignocelulésica em bioprocessos. A composi¢do quimica da casca de soja
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depende da cultivar plantada e das condi¢des edafoclimaticas de cultivo. Cassales et al.
(2011) fizeram a caracterizacao da casca do grdo de soja (fracdo massica em base umida),
mostrando que a mesma contém aproximadamente 40 % de celulose, 26 % de xilose, 9 %
de lignina e 13 % de proteinas. Os resultados sugerem uma composigao interessante da casca
de soja para uso em bioprocessos, devido a baixa concentracdo de lignina, uma vez que a
degradacédo dessa macromolécula produz compostos toxicos a maioria dos microrganismos.
A fracdo massica de agUcares fermentesciveis presentes na casca de soja excede 60 %, valor
muito similar ao encontrado em bagaco de cana-de-acucar (65 %) (LASER et al., 2002) e
palha de arroz (66 %) (ROBERTO et al., 2003); e superior ao encontrado em palha de trigo
(57 %) (CANILHA et al., 2008) e gréo de cevada (46 %) (MUSSATTO e ROBERTO, 2006).
Esses resultados mostram que a casca de soja € um substrato muito promissor para a

bioconversdo em produtos de alto valor agregado.

2.5 Hidrdlise da biomassa lignocelulésica

Para que residuos lignocelulésicos possam ser utilizados em bioprocessos, estes devem
passar por processos de tratamento fisicos, quimicos ou enzimaticos, de forma a liberar
fermentesciveis presentes na fracdo de hemicelulose e aumentar a suscetibilidade da fracdo
de celulose a hidrdlise enzimética (LEE, 1997). O pré-tratamento se faz necessario para
aumentar a acessibilidade da area de superficie, reducdo da cristalizacdo da celulose,
despolimerizacdo parcial da celulose e solubilizacdo das fracGes de hemicelulose e lignina
(MARGEQT et al., 2009).

Além disso, os pré-tratamentos e tratamentos de hidrolise realizados nos materiais
lignocelul6sicos viabilizam a fermentacdo dos aclcares presentes nesses materiais pelos
microrganismos. Diversos tipos de pré-tratamento ja foram estudados, cada um com suas
vantagens e desvantagens.

Dentre os pré-tratamentos, o realizado com acido diluido e temperatura intermediaria
(60-160 °C) é considerado um dos mais eficientes em relacdo a liberacdo dos agucares,
embora possa haver liberacdo de compostos secundérios e de lignina, que podem ser
inibidores ao crescimento de microrganismos fermentadores. Além disso, xilose e arabinose
podem ser degradados a furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF), respectivamente,
juntamente com outros compostos fendlicos oriundos da degradacdo da lignina.

Apos o pré-tratamento é realizado o processo de hidrélise enzimatica (sacarificagdo),
para a liberacdo dos mondmeros de glicose. Normalmente, hidrdlises enziméticas possuem

um rendimento de agucar menor que 20 % sem a realizacdo da etapa de pré-tratamento
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enquanto que, quando esta etapa € realizada, o rendimento pode alcancar mais de 90 %
(HOLM e LASSI, 2011).

2.6 Condicdes de operacao

2.6.1 Aeracéo

Na producdo de 2,3-BD via processos fermentativos, a quantidade de oxigénio fornecido
ao meio é um fator critico, visto que a maioria das bactérias utilizadas nos estudos sdo dos
géneros Klebsiella e Bacillus, microrganismos que sdo geralmente anaerobios facultativos,
ou seja, obtém energia tanto via fermentacdo quanto via respiracdo. O 2,3-BD ¢ produzido
principalmente em meios com moderada limitacdo de O2. No entanto, quando demasiada,
essa limitacdo pode impactar diretamente no crescimento celular e, consequentemente,
diminuir a producéo de 2,3-BD, predominando a formacéo de lactato; enquanto que um
aumento excessivo do fornecimento de oxigénio favorece o crescimento da biomassa e
liberacdo de CO2, em detrimento da producéo de 2,3-BD e predominante formacéo de acetato
(SABLAYROLLES e GOMA, 1984; CONVERTI et al., 2003).

A necessidade ou ndo de aeracdo para producédo de 2,3-BD é uma contradi¢do discutida
por Voloch e colaboradores (1985). Quando o fornecimento de O é limitado, as mesmas
utilizam as duas vias para a obtencéo de energia, de modo que a producao de 2,3-BD depende
das atividades relativas a cada via, podendo ser maximizada através da diminuicdo de
fornecimento de oxigénio. Isso esta relacionado a manutencao do equilibrio NAD*/NADH
no meio, que varia em cada condicdo. Se o processo € aerdbio, esse equilibrio se mantém
por meio da regeneracdo de NADH (consumido na glicélise) na respiracao celular. Ja em
um meio anaerdbio, a formacao de 2,3-BD e outras rotas de fermentagdo servem ao mesmo
proposito. A relagdo de fornecimento de oxigénio e formacdo de produtos resultantes do

processo de fermentacdo podem ser observados na Figura 4.
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Figura 4. Influéncia da disponibilidade de oxigénio na sintese de produtos por B.
polymyxa (modificado de DE MAS et al., 1988).

2.6.2 Potencial Hidrogenidnico

O pH é um parametro fundamental na regulacdo do metabolismo das bactérias e essa
influéncia é especialmente pronunciada em processos que envolvem multiplos produtos. A
condicdo 6tima de pH depende diretamente do microrganismo e do substrato utilizado no
processo.

De maneira geral, condi¢des alcalinas (acima de pH 6,5) favorecem a formacao de acidos
organicos, diminuindo a producao de 2,3-BD. Em condi¢bes acidas, a producdo de acidos
organicos é reduzida mais de 10 vezes enquanto que a producdo de diol aumenta de 3 a 7
vezes.

A formacdo de 4cidos ocorre na maioria dos processos de fermentacdo anaerobia, 0 que
acaba por diminuir o pH do meio fermentativo durante o processo, frente ao aumento da
concentracéo de acidos toxicos ndo dissociados. Sem que isso seja controlado, o crescimento
celular e o consumo de agucares cessa gradualmente e a cultura € inativada pelos proprios
produtos formados (BIEBL et al., 1998).

Alguns microrganismos desenvolvem estratégias defensivas, como alterar o préprio
metabolismo para produzir compostos menos toxicos, como alcoois e glicois (VAN HOUDT
et al., 2007). Maddox (1996) explicou este fendmeno, postulando que o que causa a inducao
da rota para 2,3-BD é o acimulo de componentes acidos no meio fermentativo ao invés da
alteracdo do pH interno. O gradiente de pH transmembrana resulta no acimulo de acetato, o
qual induz as enzimas envolvidas na producdo de 2,3-BD. Ao diminuir o pH da cultura, o
gradiente de pH € elevado, produzindo 2,3-BD antes de o0 pH do meio externo se tornar muito

elevado, inativando a cultura.
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Este fendmeno foi observado em Klebsiella sp., no estudo de Biebl et al. (1998),
utilizando glicerol como fonte de carbono. Em pH neutro, esse grupo de bactérias costuma
produzir etanol e acido acético, enquanto que abaixo de 6,0 sdo produzidos 2,3-BD e etanol.
Os autores observaram que se o pH da cultura é fixo (no experimento em questdo 5,0; ou
alternativamente 7,0), quanto mais baixo o pH, maior a concentracdo final de 2,3-BD.
Curiosamente, a maior concentracdo de 2,3-BD foi encontrada, no entanto, quando o pH do
meio ndo era controlado (declinio gradativo de 7,0 para 5,0). O que foi inferido pelos autores
é que isso é explicado pelo fato de que ndo é o pH que induz a producéo do diol, mas sim a
presenca de &cido acético. Afirmaram ainda que € importante observar que ndo € sO a
presenca de acido acético que induz a producdo de 2,3-BD, visto que 0 mesmo é formado

em pH neutro sob excesso de glicerol.

2.6.3 Temperatura

A eficiéncia de bioprocessos é extremamente dependente da temperatura, visto que essa
variavel é responsavel pela regulacdo da atividade enzimética e da manutencdo celular
(GARG e JAIN, 1995). Normalmente, o intervalo de temperatura entre 30-35 °C deveria ser
0 ideal para fermentacdo com bactérias, visto que em condi¢Oes aerdbias esse € o intervalo
em que o crescimento celular € maximo; mudando essa condicéo para microaerofilia, serdo
obtidos os produtos da fermentacdo ao invés de biomassa. Acima desse intervalo de
temperatura a degradacdo celular se torna dominante no meio, enquanto que abaixo, a
regulacao e a taxa de metabolismo tendem a decair.

Nos estudos de Biebl (1998), em culturas com K. pneumoniae, a diminuicdo da
temperatura de 35 °C para 30 °C resultou em decaimento da sintese de etanol, em favor da
formacdo de 2,3-BD. E possivel afirmar, portanto, que a condicdo 6tima de operacéo para
fermentacdo utilizando K. pneumoniae seria a temperatura de 30 °C, em meio sem controle
de pH (acidificacdo descontrolada, referenciada acima), a partir de um pH néo inferior a 7,0,
condicdo também utilizada por Yu e colaboradores (1982, 1985).

Para investigar o efeito da temperatura em uma cultura com E. aerogenes, Perego e
colaboradores (2000) realizaram um estudo utilizando o intervalo entre 23 °C a 46 °C. A taxa
de converséo da glicose em 2,3-BD e acetoina, assim como a concentracéo final de produtos,
se mostraram inversamente correlacionados com a temperatura. Devido a aceleracdo dos
processos enzimaticos, o tempo de fermentacdo diminuia de acordo com o aumento da
temperatura. A produtividade de 2,3-BD aumentou gradualmente até a temperatura de 39 °C
e decaiu acima desse limite. Uma vez que o objetivo do trabalho era determinar uma

temperatura 6tima para a producdo de 2,3-BD, os autores inferiram que, para este processo,
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a temperatura de 39 °C é a ideal, sendo utilizada posteriormente no trabalho de Converti e
colaboradores (2003).

2.6.4 Concentracao de substratos

Na maioria dos processos de producéo de 2,3-BD a partir de residuos lignoceluldsicos,
a concentracdo inicial de agucares varia no intervalo de 5-10 % (GARG e JAIN, 1995). Essa
baixa concentragdo se deve principalmente a presenca de substancias toxicas na matéria-
prima, especialmente em hidrolisados de madeira, cuja concentracdo aumenta com o0
aumento da concentracdo da fonte de carbono. Frazer e McCaskey (1991) avaliaram o efeito
da presenca de substancias toxicas no hidrolisado de madeira na producdo de 2,3-BD,
utilizando K. pneumoniae. O estudo mostrou que a concentra¢ao de sulfato acima de 0,2 %
(massa/volume) reduziu a produgdo de 2,3-BD em 30 %, embora o crescimento celular néo
tivesse sido afetado. Resultados semelhantes foram encontrados para o furfural, composto
toxico as células presente no hidrolisado lignocelulésico, mas com um rendimento para o
2,3-BD ligeiramente mais alto. Compostos fendlicos inibiram a producdo de 2,3-BD e 0
crescimento celular.

Altas concentrag@es de agticar (acima de 50 g+ L) inibem a produgdo de 2,3-BD e a
metabolizacdo de aclcares (YU e SADDLER, 1983). McCall e Georgi (1954) demonstraram
gue em baixas concentracGes de acucares (de 4 a 6 %), a fermentacdo de sacarose do melago
de beterraba foi completa em 24 h, enquanto que em concentracgdes altas (acima de 17 %), a
fermentacdo foi incompleta e menos eficiente no mesmo periodo.

Em meios sintéticos suplementados com agucares puros, tais como glicose, Xilose e
arabinose, ndo ha a presenca de compostos inibidores, permitindo que a concentracéo inicial
de aguicares possa ser superior a 200 g- L, e 0 aumento na concentragio inicial leva a um
melhor rendimento para a producéo de 2,3-BD. No entanto, observou-se que concentragdes
iniciais de aglcar superiores a 20 g- L™ ocasionam uma diminuig&o na taxa de crescimento
especifico, o que é possivelmente um resultado de uma queda na atividade da agua. Converti
et al. (2002) realizaram estudos com E. aerogenes para a concentracéo inicial de glicose,
mostrando pouca influéncia da mesma (num intervalo de 9 & 72 g- L?) na produgéo de
2,3- BD. Em outro estudo (DE MAS et al., 1988), realizado com B. polymyxa, a inibicéo
do crescimento ocorreu em concentragdes de substrato superiores a 150 g- L. A
influéncia da concentracdo de xilose em 2,3-BD parece ser espécie especifico, visto que ha
informacdes divergentes sobre esse assunto (GARG e JAIN, 1995). Em geral, esta parece
ser influéncia do tipo de substrato, e a concentracdo na producdo de 2,3-BD é espécie

dependente.
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Biebl e colaboradores (1998) relataram que, para qualquer condicdo utilizada, excesso
de glicerol na cultura aumentou a produtividade de 2,3-BD. Em seus estudos com E.
aerogenes, Perego e colaboradores (2000) testaram valores de concentracdo inicial de
acucares entre 20 e 100 g- L, demonstrando que o tempo de fermentacio aumentava
gradualmente com o aumento da disponibilidade inicial de acucares, diminuindo
gradativamente o rendimento na producdo de 2,3-BD.

A fim de testar a suplementacdo de alguns componentes no meio fermentativo,
Nakashimada e colaboradores (2000) descobriram que a suplementacdo de acetato,
propinato, piruvato e succinato aumentaram a producdo de 2,3-BD pela bactéria B.
polymyxa, enquanto que com a adicdo de butirato, valerato, formato, lactato e malato néo se
pode observar nenhum efeito. Dentre os compostos testados, acetato parece ser o melhor
aditivo para o aumento do rendimento para 2,3-BD, visto que nesse estudo os maiores
rendimentos e concentracdo final foram obtidos com suplementacdo de 0,9 % de acetato.
Com a adicdo de acetato, também diminui a producdo de etanol, lactato e hidrogénio. No
entanto, a adi¢do de mais do que 1,2 % de acetato inibiu o crescimento celular e a producéo
de 2,3-BD.
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3 Materiais e Métodos
3.1 Microrganismos, meios de cultivo e manutencdes

Neste estudo, duas bactérias isoladas por Rossi et al. (2011), Klebsiela pneumoniae
(linhagem BLh-1) e Pantoea aglommerans (linhagem BL1), foram testadas como
biocatalizadores de conversdo de agUcares de hidrolisados de biomassa lignocelulésica em
2,3-butanodiol. Os estoques de microrganismos foram mantidos em meio Luria-Bertrani
(LB) com 50 % de glicerol, em ultrafreezer a -80 °C no laboratorio BiotecLab, situado no
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFRGS.

Os microrganismos foram transferidos do glicerol para um meio de cultura liquido, cuja
composicao consta na Tabela 2, e crescidos overnight em agitador orbital a 30 °C em 120
rpm. Apos, foi realizada a técnica de esgotamento em placa de Petri cujo meio esta descrito
na Tabela 3. As colbnias puras foram utilizadas para a realizacdo dos in6culos que foram

utilizados nos experimentos de fermentacao.

Tabela 2. Meio LB com glicose para crescimento de culturas.

Composicéo Concentragéo (g- L-
)
Triptona 10
NaCl 10
Extrato de Levedura 5
Glicose 20

Tabela 3. Composicdo do meio de manutencao de linhagens.

Composicao Concentragéo (g* L-
)
Triptona 10
NaCl 10
Extrato de Levedura 5
Agar bacterioldgico 15

Glicose 50
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3.2 Meio de cultivo

Os meios utilizados para a fermentagédo foram os hidrolisados resultantes do tratamento
acido e enzimatico da casca de soja. A casca de soja foi adquirida da companhia Solae do
Brasil Industria e Comércio de Alimentos (atual DuPont), localizada no municipio de Esteio-
RS e o teor de umidade foi determinado em Balanca de Infravermelho.

O hidrolisado &cido foi obtido a partir da solubilizacdo da fracdo de hemicelulose da
casca de soja por tratamento &cido diluido, com 1 % em volume de H2SO4, na relacéo
solido:liquido de 1:10, autoclavado por 40 minutos na temperatura de 121 °C seguindo a
metodologia descrita em Cassales et al. (2011).

O sdlido resultante do processo de tratamento acido foi lavado em agua corrente e
utilizado para a obtencdo do hidrolisado enzimatico (solubilizacdo da fracdo de celulose).
Para este processo, utilizou-se a enzima comercial Novozymes CELLUCLAST® 1.5L com
celulase ativa de Trichoderma reesei. O solido foi incubado juntamente com a enzima e
tampado citrato de sédio 0,1 M, pH 4,7, na relacdo sélido:liquido de 1:20 em agitador orbital
a 50 °C. Utilizou-se a concentracéo de enzima de 15 FPU- g com tempo de reacéo de 96
horas, segundo metodologia descrita em Dall Cortivo (2017).

Ambos os hidrolisados foram concentrados em concentrador a vacuo visando o aumento
das quantidades finais de acUcares. Apds, tiveram o seu pH ajustado e foram centrifugados
para a remoc¢édo de impurezas. Por fim, os hidrolisados foram armazenados a -4 °C, para

evitar a degradacgdo dos agUcares presentes no meio.

3.3 Ensaios de Fermentacéo

Os ensaios de fermentacdo foram realizados em agitador orbital em Erlenmeyers de 500
mL, com volume util de meio fermentativo de 250 mL. Quanto a oxigenacdo dos meios de
cultura, vedou-se os Erlenmeyers com buchas de algoddo permeaveis ao oxigénio,
simulando uma condicdo de microaerofilia, com agitacdo de 120 rpm visando a transferéncia
de oxigénio para os meios de cultura. Avaliou-se a fermentacdo dos hidrolisados &cido e
enzimatico separadamente pelas duas bactérias em duas temperaturas, 30 °C e 37 °C. Ambos
0s ensaios foram realizados em duplicata.

O in6culo foi realizado com os microrganismos citados no item 3.1, 0s quais cresceram
overnight em meio de cultura liquido. Ap6s, o meio de cultura foi centrifugado por 15
minutos, a 4 °C e 3000 xg, retirando o sobrenadante que possivelmente continha produtos
de fermentacdo. As células centrifugadas foram ressuspensas (diluidas) em meio de cultura
estéril (Tabela 2), para ajustar a densidade Otica (DO) igual a 1, e inoculadas nos
Erlenmeyers contendo os hidrolisados. Utilizou-se volume de indculo igual a 10 % do
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volume do meio de fermentacdo. A biorreacdo foi monitorada pela retirada de uma aliquota
de 3 ml a cada 3 horas nas primeiras 12 horas de cultivo e ap6s, 0 mesmo volume foi retirado

a cada 12 horas até atingir o tempo final de cultivo de 72 horas.

3.4 Metodologia analitica

34.1 Concentragdo dos produtos e consumo de agucares

A concentragdo de produtos de fermentacdo (2,3-BD, etanol e acido acético) e aglcares
foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando o
equipamento da marca Shimadzu equipado com detector de indice de refracdo (RID-10A).
A coluna utilizada foi Aminex HPX-87H (300%7,8 mm, Bio-Rad, EUA) e como fasemovel
foi utilizada uma solugdo de H»SO4 0,005 mol- L™. Para a quantificacdo do consumo de
aclcares utilizou-se as condigdes de 45 °C e fluxo de 0,6 mL- min™. Para a quantificagio
dos produtos utilizou-se temperatura de 65 °C e fluxo de 0,8 mL- min™.

As amostras coletadas do meio de fermentacdo foram preparadas para cromatografia por
centrifugacdo a 4 °C e 3000 xg por 15 min, a fim de precipitar as células em suspenséo,
procedendo-se entdo a filtracdo da porcdo sobrenadante em filtro Sepac e apds em filtro
Holder, com membranas de acetato de celulose (porosidade de 0,22 pum; Sartorius,
Alemanha). Para todas as analises por HPLC, padrbes de 2,3-BD, etanol, &cido acético,
glicose, xilose e arabinose, com de pureza de cromatografia (superior a 99,5 %) foram

utilizados.

34.2 Crescimento celular

Para o preparo do indculo, foi adotado o método de espectrofotometria, as concentracfes
celulares foram determinadas por turbidimetria em espectrofotémetro (Ultrospec 3100 PRO)
no comprimento de onda de 600 nm. O crescimento celular durante as fermentagdes com
hidrolisado foram determinados pela contagem em placa de unidade formadora de coldnias
(UFC), utilizando a metodologia de dilui¢Ges seriadas onde o meio fermentativo foi diluido

em solucéo salina (NaCl) de 1 %.

3.5 Caélculo de parametros cinéticos e Analises estatisticas

Os valores de conversao de substrato a produtos em relagéo ao 2,3-BD foram obtidos a

partir da Equacéo 1.
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P2,3—BD

= (1)
(So=9

Yps

Onde:

Yps é 0 valor para a conversdo de substrato em produtos (rendimento), em g.g™;
P,3-60 é a quantidade méxima de 2,3-BD produzida, em g- L™

So é a concentragdo inicial de substrato (agUcares totais) em g- L

LSéa concentragéo final de substrato (aglcares totais) em g- L.

A produtividade dos ensaios fermentativos foi determinada de acordo com a Equacéo 2.

P2,3—BD

Qr = : (2)

Onde:
Qr é a produtividade, em [g- (L- h)™];
t € 0 tempo necessario para atingir a maior concentracéao de 2,3-BD.

A analise estatistica foi realizada utilizando o Microsoft Excel. A analise de significancia
foi realizada pelo teste T de Student, considerando como diferenca significativa valores de
p<0.05. Para os calculos, foram utilizadas as médias das duplicatas obtidas durante as

experiéncias de fermentacao.
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4 Resultados e Discussao
4.1 Caracterizacgao dos hidrolisados

Através do processo de hidrolise acida diluida com &cido sulfdrico (H2SOs), ocorre
solubilizacdo da lignina e liberacdo dos agucares presentes na fracdo de hemicelulose, o0s
quais sdo predominantemente xilose e arabinose, com uma pequena quantidade de glicose
liberada, mostrando perfil de liberagcdo de agUcares semelhante ao mostrado por Cassales et
al. (2011). O hidrolisado resultante do tratamento &cido foi concentrado a vacuo para
aumentar o teor de acucares e a caracterizacdo do perfil final de agucares deste hidrolisado
antes do inicio do processo fermentativo se encontra na Tabela 4. Apds o processo de
tratamento &cido diluido, a cristalinidade da fracdo de celulose é reduzida, podendo passar
por um tratamento enzimatico para a liberacdo da glicose. Neste trabalho, utilizou-se a
enzima Novozymes CELLUCLAST 1.5% contendo complexos enzimaticos de
endogliicanases ¢ 3-glucosidase, com eficiéncia completa de conversdo da celulose em
glicose (DALL CORTIVO, 2017).

Como no caldo resultante do tratamento &cido, o hidrolisado resultante do tratamento
enzimatico também passou por processo de concentracdo a vacuo, e o perfil de aclcares
anterior ao inicio do processo fermentativo é mostrado na Tabela 5. E observada uma
pequena concentracdo de xilose no hidrolisado enzimatico que é residual da fracdo de
hemicelulose que nédo foi totalmente solubilizada durante o tratamento acido diluido.

Apesar de os hidrolisados terem sido concentrados com o intuito de obter um valor
padrdo para a concentracdo inicial de acucares, o processo de esterilizacdo por autoclave
pode acarretar em leve degradacdo dos mesmos, havendo variacdo na sua concentragao
inicial no tempo anterior ao inicio da fermentacdo. Esta variacao esta descrita nos valores de

médias e desvio padrdo mostrados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Composicédo do hidrolisado acido.
Composicdo Concentragédo (g- L)

Xilose 26,50+0,82
Glicose 7,53+1,63

Arabinose 21,12+1,52
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Tabela 5. Composi¢do do hidrolisado enzimatico.
Composicdo Concentragéo (g- L)

Xilose 9,62+1,15

Glicose 41,03 +1,61

4.2 Fermentacdo em hidrolisado acido

Neste meio de fermentacgéo, as pentoses (xilose e arabinose) apresentaram concentracao
predominante. A glicose presente no meio representava cerca de 13 % dos agucares totais, 0
que explica a ndo incidéncia de repressdo catabdlica pela glicose, como foi confirmado com
as duas bactérias, ocorrendo consumo simultaneo dos trés aclcares, como pode ser
observado nas Figuras 5, 6, 7 e 8. Este perfil de consumo de agUcar ja foi caracterizado na
literatura no trabalho de Ma e colaboradores (2018), com a bactéria Paenibacillus polymyxa
ATCC 12321, a qual tem 6timo potencial de producédo de 2,3-BD em meio sintético. Neste
estudo foram testadas diferentes propor¢oes de xilose e glicose, e foi observado que quanto
maior a concentracdo de xilose e menor a concentracao de glicose no meio, menor o efeito
da repressdo catabolica.

No presente trabalho, apds o esgotamento da glicose, a arabinose e a xilose presentes no
meio sdo rapidamente metabolizadas, sendo que no tempo final de 72 h o consumo de
acucares foi maior na temperatura de 30 °C pela bactéria K. pneumoniae, enquanto que nessa
mesma temperatura o consumo foi ligeiramente inferior com a P. aglommerans. Ja na
temperatura de 37 °C, observou-se o contrario, com um consumo de acucares e producdo de
2,3-BD levemente superior com a bactéria P. aglommerans. Deve-se ressaltar que nao foi
possivel medir com precisdo os dados referentes a crescimento celular da bactéria K.
pneumoniae na temperatura de 30 °C nesse hidrolisado. Dessa forma, esses dados néo
aparecem nos resultados apresentados.

As Figuras 5 e 6 representam as cinéticas realizadas com a bactéria K. pneumoniae, dos
experimentos realizados a 30 °C e 37 °C, respectivamente, enquanto que as Figuras 7 e 8
representam os experimentos nas mesmas temperaturas com a bactéria P. aglommerans. As
Figuras apresentam as cinéticas referentes a consumo de agucares, formagdo de produtos,

variacdo do pH e células viaveis ao longo do processo fermentativo.
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Figura 5. Ensaio fermentativo de producéo de 2,3-BD em hidrolisado &cido da casca de soja
a temperatura de 30 °C com K. pneumoniae. Em a) Consumo de aguUcares: (-A-) glicose, (-
o-) xilose e (-o-) arabinose; e formagéo de produtos: (- A -) 2,3-butanodiol, (-e-) Acido
acético e (-m-) etanol; e em b) (-0-) pH.
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Figura 6. Ensaio fermentativo de producéo de 2,3-BD em hidrolisado &cido da casca de soja
a temperatura de 37 °C com K. pneumoniae. Em a) Consumo de agucares: (-A-) glicose, (-
o-) xilose e (-o-) arabinose; e formagéo de produtos: (- A -) 2,3-butanodiol, (-e-) Acido
acético e (-m-) etanol; e em b) (-0-) pH e (-#-) Crescimento celular (UFC).
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Figura 7. Ensaio fermentativo de producéo de 2,3-BD em hidrolisado &cido da casca de soja
a temperatura de 30 °C com P. aglommerans. Em a) Consumo de agucares: (-A-) glicose, (-
o-) xilose e (-o-) arabinose; e formacao de produtos: (- A -) 2,3-butanodiol, (-e-) Acido
acético e (-m-) etanol; e em b) (-0-) pH e (-#-) Crescimento celular (UFC).
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Figura 8. Ensaio fermentativo de producéo de 2,3-BD em hidrolisado acido da casca de soja
a temperatura de 37 °C com P. aglommerans. Em a) Consumo de agucares: (-A-) glicose, (-
o-) xilose e (-o-) arabinose; e formacao de produtos: (- A -) 2,3-butanodiol, (-e-) Acido
acético e (-m-) etanol; e em b) (-0-) pH e (-#-) Crescimento celular (UFC).

Ambas as bactérias mostraram rapida adaptacdo ao hidrolisado. Também para ambas as
bactérias é possivel observar que houve preferéncia ao consumo de arabinose comparado ao
de xilose no hidrolisado &cido. Kang e colaboradores (1998) relataram a repressao dos genes
envolvidos no metabolismo da xilose quando as células foram cultivas em um meio contendo
arabinose e xilose. Em um estudo com a bactéria E. coli, Herndndez-Montalvo e
colaboradores (2001) observaram fenbmeno parecido, em que a bactéria prefere consumir
arabinose a xilose. O mesmo efeito repressivo pode ser observado com a bactéria K. oxytoca
ATCC 8724 (GURAGAIN e VADLANI, 2017), também em meio hidrolisado. Embora
existam estudos que indiquem estratégias para eliminar a repressdo catabolica mediada pela
glicose ao metabolismo de pentoses (JI et al., 2011), ainda ndo ha referéncias para a
repressdo mediada pela arabinose ao metabolismo de xilose, como ocorrido no presente
trabalho. A repressao catabdlica em enterobactérias vem sendo muito estudada, uma vez que
esse fendmeno diz respeito & habilidade da glicose de bloquear a inducéo de genes para o
uso de outros substratos, o que acaba por tornar 0s processos de bioconversdo menos
eficientes, uma vez que para iniciar 0 consumo 0s outros agucares, as bactérias precisam
primeiro metabolizar toda a glicose presente no meio (JI et al., 2011).

E possivel observar pelos resultados obtidos que a formagéo de 2,3-BD é verificada
principalmente durante a fase log de crescimento celular. 1sso ja era esperado, uma vez que
as enzimas e componentes responsaveis pela producédo de 2,3-BD sdo produzidas nessafase
do crescimento celular, quando o oxigénio é limitante (MALLONEE e SPECKMAN, 1988).
As condicdes de operacdo utilizadas favorecem principalmente o uso da rota de producéo
para 2,3-BD, pois as bactérias, dessa forma, regulam o balango energético através do

equilibrio de NADH/NAD™ no meio fermentativo.
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O é&cido acético apesar de ser um produto do metabolismo das bactérias, quando
produzido em quantidades maiores, a sua forma ndo dissociada pode entrar na céelula por
difusdo, através da membrana plasmatica, e desencadear varios efeitos tdxicos, como
desacoplamento e abaixamento do pH intracelular. Apesar disso, a presenca de &cido acético
ja foi relatada como benéfica para melhorar a produtividade de etanol e outros metablitos,
desde que a concentracdo de acido acético ndo exceda a concentracao que possa ser letal ao
crescimento celular (LARSSON et al., 1999). Neste trabalho a fermentacdo por ambas as
bactérias na temperatura de 37 °C gerou &cido acético, causando abaixamento do pH e
deixando o meio fermentativo abaixo do pH o6timo para a producdo de 2,3 BD. Na
temperatura de 37 °C observou-se que o pH diminuiu a valores mais baixos, préximo de 4,9.
Com o pH do meio estando abaixo do ideal, o crescimento celular chega em sua fase
estaciondria, parando de consumir os aglcares, mesmo que ainda disponiveis, e cessa a
producdo de 2,3-BD.

4.3 Fermentacdo em hidrolisado enzimético

Diferentemente do que foi observado nos experimentos com o hidrolisado &cido, quando
as pentoses sdo a principal fonte de carbono, no hidrolisado enzimatico, a principal fonte de
carbono era a glicose, sendo muito superior a concentracéo inicial de xilose. Com isso, foi
observado o fendmeno repressédo catabolica e a xilose ndo foi consumida. As Figuras 9 e 10
apresentam os resultados obtidos nos experimentos realizados com a bactéria K. pneumoniae
nas duas temperaturas de trabalho, enquanto que as Figuras 11 e 12 apresentam os resultados

obtidos com a bactéria P. aglommerans.
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Figura 9. Ensaio fermentativo de producéo de 2,3-BD em hidrolisado enzimatico da casca
de soja a temperatura de 30 °C com K. pneumoniae. Em a) Consumo de acgucares: (-A-)
glicose e (-o-) xilose; e formacéo de produtos: (- A-) 2,3-butanodiol, (-e-) Acido acético e
(-m-) etanol; e em b) (-0-) pH e (-#-) Crescimento celular (UFC).
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Figura 10. Ensaio fermentativo de producéo de 2,3-BD em hidrolisado enzimatico da casca
de soja a temperatura de 37 °C com K. pneumoniae. Em a) Consumo de acUcares: (-A-)
glicose e (-o-) xilose; e formacéo de produtos: (- A-) 2,3-butanodiol, (-e-) Acido acético e
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Figura 11. Ensaio fermentativo de producéo de 2,3-BD em hidrolisado enzimatico da casca
de soja a temperatura de 30 °C com P. aglommerans. Em a) Consumo de acgucares: (-A-)
glicose e (-o-) xilose; e formacéo de produtos: (- A-) 2,3-butanodiol, (-e-) Acido acético e
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Figura 12. Ensaio fermentativo de producéo de 2,3-BD em hidrolisado enzimatico da casca
de soja a temperatura de 37 °C com P. aglommerans. Em a) Consumo de agucares: (-A-)
glicose e (-o-) xilose; e formacéo de produtos: (- A-) 2,3-butanodiol, (-e-) Acido acético e
(-m-) etanol; e em b) (-0-) pH e (-#-) Crescimento celular (UFC).
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Como é possivel verificar nas cinéticas apresentadas, a 30 °C a glicose é completamente
consumida quando o experimento chega ao tempo final de 72 h, o que ndo ocorre na
temperatura de 37 °C. De maneira geral a glicose € consumida de uma maneira lenta quando
comparada com cinéticas de consumo de meio sintético contendo glicose, 0 que esta
relacionado ao fato relatado por Dall Cortivo (2017) e Hickert e colaboradores (2014), onde
hidrolisados de casca de soja com concentracdes acima de 30 g.L™ de glicose mostram
pressdes osmoticas elevadas atrasando a fermentacdo da glicose por varias leveduras. Esta
mesma explicagdo pode ser utilizada para as bactérias utilizadas.

Uma redugdo drastica no consumo de agUcares foi observada nos cultivos de ambas
bactérias a 37 °C. Isso possivelmente ocorre devido a uma menor solubilizacdo do oxigénio
disponivel no meio, levando-se em consideracdo que a solubilidade desse gas diminui
conforme a temperatura aumenta. Com isso, mesmo com a alta disponibilidade de glicose, o
crescimento celular foi mais lento, assim como a produgdo de 2,3-BD foi muito menor. Além
disso, o hidrolisado enziméatico € um meio tamponado, 0 que retarda o decaimento do pH.
Como a producéo de 2,3-BD é maior em pH préximo a 6,0 (valor atingido apenas na fase
final da fermentacdo), esse fator, juntamente com o efeito da temperatura, pode ter

dificultado o crescimento celular, diminuindo a producéo de 2,3-BD

4.4 Parametros cinéticos

Os parametros para Yps e Qp, avaliados a partir dos valores méximos de producédo de
2,3-BD e quantidade consumida de agUcares totais, sdo mostrados nas Tabelas 6 e 7. S&o
também mostrados nas tabelas os valores percentuais de cada agUcar consumido na
fermentacdo e dos coprodutos formados com maior expressdo, etanol e acido acético. Em
nenhum meio de cultivo ou temperatura houve diferenca estatistica significativa (p<0,05)
entre as bactérias. 1sso mostra que, por se tratarem de enterobactérias geneticamente muito
semelhantes, realizam as rotas fermentativas também de maneira semelhante. No entanto,

houve diferenca significativa quanto a temperatura de cultivo para a mesma bacteéria.
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Embora nesse trabalho tenham sido utilizados hidrolisados da casca de soja, 0s
parametros fermentativos foram semelhantes aos mostrados por Binotto (2016), que também
utilizou K. pneumoniae e P. aglommerans, mas para fermentar solugdes de acucar (xilose e
glicose) suplementadas com meio sintético.

Guragain e Vadlani (2017) compararam a fermentacéo por Klebsiella oxytoca ATCC
8724 em meio sintético contento solucdo de glicose e xilose e em hidrolisados de varias
gramineas e madeiras, ndo encontrando diferencas significativas nos parametros
fermentativos entre os meios estudados, sugerindo que o rendimento e produtividade de
fermentagdo para 2,3-BD se utilizando hidrolisados podem ser os mesmos obtidos na
fermentacao de meios sintéticos.

Os maiores valores para rendimento e produtividade obtidos neste trabalho foram no
cultivo em hidrolisado enziméatico a 30 °C, porém ndo foram resultados com diferenca
significativa de parametros cinéticos entre as duas bactérias, apenas diferencas significativas
entre as temperaturas de cultivo. Guragain e Vadlani (2017) obtiveram rendimento de 0,47
0.9 e produtividade de 0,91 g.(L.h)* utilizando glicose como substrato na fermentagdo
realizada em biorreator aerado com 1 vvm. Ja Ji et al. (2009) mostraram rendimento de 0,49
0.9’ e produtividade de 1,74 g.(L.h)* para uma fermentacdo contendo glicose como fonte
de carbono em modo batelada, com Klebsiella oxytoca. Outra bactéria produtora de 2,3-BD,
Enterobacter aerogenes, mostrou rendimento de 0,49 g.g™! e produtividade de 1,74 g.(L.h)"
! fermentando glicose no trabalho de Lee et al. (2017).

Neste trabalho, embora os rendimentos observados sejam semelhantes aos dostrabalhos
descritos acima, a produtividade foi inferior. Poréem, deve ser levado em conta o que foi
relatado no trabalho de Hickert et al. (2014), onde os autores descrevem que os hidrolisados
de casca de soja possuem altas pressbes osmoticas. A pressdao osmotica é diretamente
relacionada com a atividade de &gua no meio, sendo esta inversamente proporcional a
concentracdo de solutos no meio, ou seja, a pressao osmatica aumenta quanto maior for a
concentracdo de agucares do meio, afetando diretamente na produgdo de 2,3-BD. Em
organismos como K. pneumoniae, relatada por possuir baixa osmotolerancia, a atividade de
agua (ou pressao osmotica) do meio € um parametro de extrema importancia (GARG e JAIN,
1995). Isso, juntamente com a presenca de compostos toxicos como furfural e
hidroximetilfurfural, cuja presenca j& foi descrita em hidrolisados de casca de soja
(CASSALES et al., 2011), pode ser o motivo da lenta producéo de 2,3-BD em hidrolisados
de casca de soja.

Os valores de Yps no hidrolisado acido se mostraram ligeiramente inferiores aos obtidos

no hidrolisado enzimatico. Isso possivelmente se deve ao fato de o principal substrato
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disponivel no hidrolisado &cido ser principalmente pentoses, com predominéncia de xilose
e seguida por arabinose. Neste caso, a exigéncia de cofatores das enzimas responsaveis pelo
metabolismo das pentoses é diferente da necessaria para o metabolismo da glicose. Além
disso, a fermentacdo da xilose segue a via das pentoses fosfato, que possui um equilibrio
energeético diferenciado da via glicose fosfato, 0 que, consequentemente, gera parametros
cinéticos diferentes.

Os valores de rendimento (Yps) ndo diferiram significativamente (p<0,05) na
fermentacdo do hidrolisado resultante do tratamento acido por ambas as bactérias e em
ambas as temperaturas, ficando com Ypsentre 0,40 g.g™* e 0,44 g.g™*. O mesmo ocorreu com
o fator de produtividade Qp, 0 qual variou de 0,22 g.(L.h)™* a 0,30 g.(L.h)™. Apesar de a
temperatura de 30 °C ja ter sido relatada na literatura como sendo a ideal para a producéo de
2,3-BD por enterobactérias, neste trabalho foi observada boa resposta semelhante no
hidrolisado acido na temperatura de 37 °C.

Os valores mostrados aqui para a fermentacdo do hidrolisado acido foram semelhantes
aos ja mostrados na literatura para a fermentacdo por enterobactérias em hidrolisados, com
matérias-primas e perfis de acucares semelhantes. Grover et al. (1990), utilizaram K.
pneumoniae para fermentar hidrolisados de madeira em agitador orbital, com um rendimento
de 0,29 g.g™ e produtividade de 0,28 g.(L.h)X. Em outro estudo utilizando K. oxytoca para
fermentar hidrolisado acido de espiga de milho, também em agitador orbital, Cheng et al.
(2010) observaram valores para rendimento de 0,5 g.g™ e produtividade de 0,59 g.(L.h)™.
Com a fermentacdo de hidrolisado de biomassa de residuos de arroz por K. pneumoniae, em
método batelada, Saratale e colaboradores (2016) obtiveram rendimento de 0,38 g.g* e
produtividade de 0,48 g.(L.h)™.

A fermentacdo para 2,3-BD utilizada nesse trabalho pode ser otimizada utilizando-se
outras técnicas de fermentacdo, como batelada alimentada ou biorreator continuo. Dessa
forma, pode-se controlar os niveis de aeracdo do meio de cultura, mantendo em niveis
adequados. Os métodos controlados permitem também a manutengdo dos niveis basais de
acucares como a glicose, o que poderia fornecer melhor equilibrio dos cofatores envolvidos
na producdo de 2,3-BD. Essas metodologias ja foram testadas em outros trabalhos na
literatura (WANG et al., 2010; LI et al., 2014; MA et al., 2018) e mostraram melhorias
significativas nos pardmetros de producdo de 2,3-BD por enterobactérias quando

comparadas com a fermentacdo em agitador orbital ou batelada em biorreator.
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5 Conclusotes e Trabalhos Futuros

A producdo de 2,3-BD a partir dos hidrolisados, provenientes tanto do tratamento acido
quanto do tratamento enzimatico da casca de soja, se mostrou viavel por ambas as bactérias
utilizadas neste trabalho e mostrou pardmetros de rendimento e produtividade semelhantes
a outras bactérias entéricas produtoras de 2,3-BD ja descritos na literatura. A capacidade dos
microrganismos descritos nesse trabalho de fermentarem a xilose e a arabinose (com
preferéncia por arabinose) presentes nos hidrolisados é um fator muito relevante, uma vez
que sdo aglcares muito abundantes na natureza e poucos microrganismos sao descritos na
literatura com capacidade de fermentacdo dos mesmos.

No hidrolisado proveniente do tratamento acido, as bactérias tiveram resposta bem
semelhante em relacéo a producéo de 2,3-BD em ambas as temperaturas, sem que houvesse
diferenca estatistica significante entre ambas as bactérias e ambas as temperaturas em tal
meio. No hidrolisado enzimatico, no entanto, a producdo de 2,3-BD foi bem inferior na
temperatura de 37 °C, sendo possivelmente afetada pelos fatores de alta pressdo osmotica,
baixa aeracdo e pH fora do ideal.

A resposta desses microrganismos nos meios utilizados € muito promissora, reiterando
que os hidrolisados da casca de soja sdo viaveis substratos para processos fermentativos com
microrganismos, devido a alta concentragdo de acUcares dissociados no processo de
hidrélise. Espera-se obter melhores resultados para a produtividade para a producéo de 2,3-
BD com o uso de métodos controlados que garantam as condi¢cdes Otimas para a

fermentacao.
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ANEXO 1

Enzima utilizada para producéo do hidrolisado enzimético

novozymes~

Celluclast® 1.5 L

Valid From

Product Characteristics:
Declared Enzyme

Declared Actvity

Coiour

Physical form
Approximate Density (g/'ml)
Stabllisers

Praservatives
Odour

Production organism
Production Method

Product Specification:

Beta-gucanase Units EGU
Total Viable Count
Coltform Bacieria
Enteropathogenic E.Coll
Saimonela

Packaging:
Recommended Storage:
Best before

Storage at customer's warehouse

Storage Conditions

Safety and Handling Precautions

Product Data Sheet

2009-03-09

Cellulase
700 EGUIQ

Brown

Colour can vary from batch to bateh. Colour Intensity Is not an
Indication of enzyme activity.

Liquid
1.2

Sodium chiorige
Sorpitol

Potasslum sorbats
Slight fermentation odour
Trichogerma reesel

Froducad by submargad femmentation of 2 micro organism.
The enzyme protein Is separatad and punfed from the
production organism.

Lower Limit Upper Limit Unit
700 ig
- 50000 iq
g K ig
Not Detecizd 25q
Not Detected 25g

See the standard packaging list for more information.

When stored as recommended, the product is best used within

18 months from date of delivery.
0-25°C (32°F-T7°F)

In unbroken packaging - dry and protected from the sun. The
preduct has been formulated for optimal stability. Extended
storage or adverse condiions such as higher temperature or
higher humidity may lead to a higher dosage requirement.

Enzymes are proteins. Inhalation of dust or aerosols may induce sensitization and may cause allergic
reactions in sensitized individuals. Some enzymes may imitate the skin, eyes and mucous membranes
upon prolonged contact. The product may create easily inhaled aerosaols if splashed or vigorously
stimed. Spilled product may dry out and create dust. Spilled material should be flushed away with
water. Avoid splashing. Left ower material may dry out and create dust. Wear suitable protective
clothing. glowes and eyeface protection as prescribed on the warning label. Wash contaminated
clothes. A Material Safety Data Sheet is supplied with all products. See the Safety Manual for further
informaticn regarding how to handle the product safely.
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