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Resumo 
 

A utilização de resíduos em processos biotecnológicos vem sendo muito estudada, frente 

a preocupação global quanto à sustentabilidade de processos, busca por inovação e 

reutilização de recursos energéticos. A biomassa lignocelulósica é um resíduo de grande 

abundância, que pode ser utilizado como substrato de baixo custo para produção de diversos 

compostos químicos, entre eles o 2,3-butanodiol (2,3-BD). O 2,3-BD é um composto de alto 

interesse comercial, uma vez que pode ser utilizado em diversos ramos da indústria química, 

tanto diretamente em processos químicos, quanto como intermediário químico para obtenção 

de outros compostos de interesse. Dessa forma, é de grande interesse a produção desse 

composto via processos de bioconversão, utilizando fontes de carbono alternativas. Neste 

trabalho, foi avaliada a capacidade de produção de 2,3-BD a partir da fermentação de 

hidrolisado resultante do tratamento ácido e enzimático da casca de soja por duas 

enterobactérias isoladas de um consórcio ambiental, Klebsiella pneumoniae BLh-1 e 

Pantoea aglommerans BL1. Os experimentos foram realizados em agitador orbital, onde foi 

avaliada a capacidade de produção de 2,3-BD em duas diferentes temperaturas de 

fermentação, 30 ºC e 37 ºC, na condição de microaerofilia com os frascos vedados com 

bucha de algodão permeável ao oxigênio. Na fermentação do hidrolisado ácido, a maior 

produção de 2,3-BD (21,9 g.L-1) foi obtida por K. pneumoniae na temperatura de 30ºC, com 

rendimento (YPS) de 0,40 g.g
-1

 e produtividade (QP) de 0,30 g.(L.h)
-1

. Porém, não houve 

diferença estatística (p<0,05) do cultivo a 37 ºC desses mesmos parâmetros com o cultivo 

realizado pela P. aglommerans. Já na fermentação do hidrolisado enzimático, parâmetros 

cinéticos semelhantes foram obtidos por ambas as bactérias quando cultivadas na mesma 

temperatura. A fermentação a 30 ºC resultou em YPS de 0,5 g.g
-1

 e QP de 0,28 g.(L.h)
-1

 para 

K.pneumoniae e YPS de 0,51 g.g
-1

 e QP de 0,28 g.(L.h)
-1

 para P. aglommerans. Porém houve 

diferença estatística (p<0,05) a 37 ºC, ocorrendo uma redução de rendimento e de 

produtividade, com YPS de 0,41 g.g
-1

 e QP de 0,14 g.(L.h)
-1

 para K. pneumoniae, e YPS 0,33 

g.g
-1

 e QP de 0,09 g.(L.h)
-1

 para P. aglommerans. Esses resultados apontam uma resposta 

muito promissora quanto aos microrganismos utilizados e à utilização de hidrolisados de 

casca de soja como substrato para a fermentação. Além disso, a capacidade dessas 

enterobactérias de fermentarem as pentoses presentes nos hidrolisados é um resultado muito 

satisfatório, uma vez que esses açúcares estão presentes em grande abundância nas 

biomassas lignocelulósicas. 
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1 Introdução 
 

Com a futura escassez de recursos energéticos de origem fóssil e a constante busca por 

inovação, sustentabilidade e melhor aproveitamento dos recursos energéticos disponíveis, a 

produção de compostos químicos de interesse comercial a partir de fontes renováveis recebe 

interesse significativo. A alta disponibilidade de biomassa lignocelulósica proveniente de 

produções agrícolas e agroindustriais e a possibilidade de aproveitamento deste substrato em 

bioprocessos indicam promissora viabilidade econômica, visto que são matérias-primas de 

baixo custo e de disponibilidade abundante. 

Nesse contexto, a produção biotecnológica de 2,3-butanodiol (2,3-BD) a partir de 

biomassa lignocelulósica vem sendo estudada, devido à alta empregabilidade comercial do 

composto, que pode ser utilizado desde intermediário para produção da borracha sintética 

até como aditivo na indústria alimentícia, trazendo alta importância ao estudo de sua 

produção biotecnológica. 

A soja (Glycine max) é a oleaginosa mais cultivada mundialmente, sua importância 

econômica vai desde a alimentação animal e humana até diversas aplicações na indústria 

química. 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 milhões de toneladas de soja no Brasil. A 

casca de soja é a primeira camada que recobre o grão e é retirada durante a extração do óleo. 

O aproveitamento principal da casca de soja é na alimentação animal como alimento 

volumoso, mas frente à grande produção mundial, acaba sendo um subproduto abundante. 

Muitos trabalhos já mostraram que a casca de soja é um ótimo substrato para bioprocessos 

devido à baixa concentração de lignina, composto que quando degradado gera substâncias 

tóxicas à maioria dos microrganismos. 

Para o aproveitamento de resíduos lignocelulósicos desse tipo em processos 

biotecnológicos, estes devem ser tratados por processos físicos, químicos ou enzimáticos em 

uma etapa chamada de pré-tratamento. Essa etapa é responsável por realizar a dissociação 

da fração hemicelulósica do material, liberando açúcares fermentescíveis para 

posteriormente serem utilizados como substrato por microrganismos. A utilização de um 

determinado pré-tratamento varia de acordo com a natureza da biomassa lignocelulósica a 

ser hidrolisada e com a finalidade de aproveitamento do caldo resultante. Após essa etapa, é 

necessária a realização de um tratamento enzimático (sacarificação), para que seja dissociada 

a fração celulósica do material, liberando os açúcares presentes no polímero de celulose. 

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria anaeróbia facultativa, amplamente utilizada em 

estudos que envolvem bioconversão a 1,3-propanodiol, 2,3-butanodiol e etanol. É uma 
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bactéria metabolicamente versátil, ou seja, é capaz de metabolizar diferentes tipos de 

substratos em diferentes condições de operação. Pantoea aglommerans é pouco discutida na 

literatura quando se trata de biconversão 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 consideração o que foi explanado, o presente trabalho tem como objetivo 

estudar a fermentação em hidrolisados ácido e enzimático de casca de soja visando a 

produção de 2,3-BD, testando duas bactérias entéricas como biocatalisadores, Klebsiella 

pneumoniae (linhagem BLh-1) e Pantoea aglommerans (linhagem BL1), além das 

condições de operação do processo. 

Os objetivos específicos são: 

 Realizar a fermentação das enterobactérias K. pneumoniae e Pantoea 

aglommerans em dois tipos de hidrolisados de casca de soja. 

 Investigar a capacidade de produção de 2,3-BD por esses dois microrganismos 

 Avaliar a influência da temperatura na produção de 2,3-BD. 

 Quantificar a produção de 2,3-BD, o consumo dos açúcares presentes nos 

hidrolisados e a quantidade de células viáveis no caldo fermentativo, registrando 

a variação do pH durante os ensaios de fermentação. 

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

quanto a influência dos parâmetros estudados nos resultados. 
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2 Revisão Bibliográfica 
 

2.1 O 2,3-butanodiol 

 
O 2,3-BD é um composto orgânico biodegradável, usualmente conhecido também com 

2,3-butilenoglicol e de nome IUPAC butano-2,3-diol. Sua fórmula molecular é C4H10O2 e 

seu peso molecular é 90,121 g‧ mol-1. O 2,3-BD possui 3 estereoisômeros, todos líquidos 

viscosos incolores, sendo eles: D-(-), L-(+) e meso, todos representados pela Figura 1. 

Apesar de muito parecidos, os três isômeros possuem pontos de ebulição ligeiramente 

diferentes, variando entre 177 ºC e 182 ºC. Como os seus PE são mais altos do que da água, 

é necessária uma grande quantidade de água para a recuperação 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 recuperação do 

composto vêm sendo estudadas nos últimos anos (XIU e ZENG, 2008; ANVARI e 

KHAYATI, 2009; SUN et al., 2009a; LI et al., 2016). 

 
 

Figura 1. Estereoisômeros do 2,3-butanodiol (CELIŃSKA 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 então a sua produção biotecnológica vem sendo estudada 

como o uso de diversos microrganismos e a partir de diferentes fontes de carbono e 

nutrientes. Uma atenção especial foi dada para a produção de 2,3-BD no período da 2ª Guerra 

Mundial, quando começou a se suspeitar da possível escassez futura de 1,3-Butadieno, 

composto utilizado na produção da borracha sintética e que pode ser obtido através do 2,3- 

BD, uma das diversas aplicações possíveis do diol. Devido ao baixo ponto de congelamento 

(-60 ºC) do isômero levogiro, o mesmo também pode ser utilizado como agente anti- 

congelante. 

A possível utilização do 2,3-BD como uma substância polimérica também aumenta o 

interesse na produção desse composto, podendo ser utilizado em plásticos, resinas e 

solventes. A desidrogenação de 2,3-BD produz diacetil, flavorizante de gosto amanteigado 
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(BARTOWSKY e HENSCHKE, 2004) utilizado como aditivo e agente antimicrobiano em 

produtos alimentares, uma vez que inibe o crescimento de alguns microrganismos. 

Devido à sua alta octanagem e poder calorífico (27 198 J‧ g-1) o diol se torna também um 

interessante aditivo de combustíveis, podendo ser combinado, por exemplo, com etanol 

(Poder calorífico de 29 055 J‧ g-1) sem que essa mistura prejudique a utilização do 2,3-BD, 

visto que uma mistura equimolar dos dois resulta em um poder calorífico de 27 660 J‧ g-

1(YU e SADDLER, 1982b).Além disso, a partir de sua condensação em metil-etil-cetona 

(MEK ou butan-2-ona) e subsequente hidrogenação, é possível produzir isômeros de 

octano, produzindo combustível de aviação de alta qualidade. 

O 2,3-BD se mostrou um composto com potencial aplicação nas indústrias de polímeros, 

tintas, perfumes, explosivos, resinas plásticas e como transportadores de fármacos (GARG 

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

butanodiol. 

 
 

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

 
Vários microrganismos já 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 gêneros 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; HÄSSLE et al., 2012; 

OKONKWO et al., 2017); Bacillus subtilis (ANDRADE et al., 2016); algumas bactérias dos 

gêneros 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 relação ao 2,3-BD. Algumas outras espécies têm se mostrado promissoras 

para essa aplicação, mas em condições específicas e controladas, como é o caso da 

Enterobacter aerogenes, que em condições de microaerofilia apresenta bom rendimento para 

2,3-BD. Na Tabela 1 estão citados alguns exemplos de estudos já realizados com diferentes 

microrganismos e substratos, assim como os respectivos resultados obtidos. K. pneumoniae 

é comumente escolhida para a síntese de 2,3-BD devido à sua capacidade de metabolizar os 

principais tipos de açúcares (hexoses, pentoses e alguns dissacarídeos) e também o ácido 

urônico, derivado de hidrolisados de materiais hemicelulósicos e celulósicos. Os açúcares 

presentes na lignocelulose da madeira podem ser eficientemente utilizados após pré- 

tratamento por hidrólise ácida (YU et al., 1982) e enzimática (SADDLER et al., 1983). 
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Tabela 1. Produção 2,3-BD a partir de diferentes gêneros e espécies de bactérias 

(traduzido e adaptado de Ji et al., 2011). 
 

Microrganismos Estereoisômeros Produção microbiana de 2,3-BDb Referências 
formadosa

 Substratos Métodosc Concentração de 

diol (g⸳L-1) 

Produtividade 

[g⸳(L⸳h

)-1] 

Rendimento 

(g⸳g-1) 

 

 

pneumoniae alimentada 

 

pneumoniae alimentada 

 

 

 

 

 

 

 

 

alcachofraf
 

 

 

 

 

 
 

(1) alimentada 

 

(1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a Baseado em Celínska e Grajek (2009) e Maddox (1996); entre parênteses consta a proporção dos isômeros. 

b Diol: 2,3-butanodiol + acetoína. 

c SSF: Simultaneous Saccharification and Fermentation (Fermentação e sacarificação simultânea). 

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

e Produção total de 2,3-BD e acetoína. 

f Alcachofra de Jerusalém. 

 2,3-BD Acetoína  

Klebsiella 
meso-, L-(+)- Glicose 

Batelada
 150,0 10,0 4.21 0,43 Ma et al. (2009) 

Klebsiella 
meso-, L-(+)- Glicose 

Batelada
 92,4 13,1 2,10 0,49 Qin et al. (2006) 

Klebsiella 
meso-, L-(+)- 

Melaço de Batelada 

pneumoniae milho alimentada 
78,9 3,6 1,35 0,41 

Wang et al. 
(2010) 

Klebsiella 
meso-, L-(+)- Glicerol 

Batelada
 

pneumoniae alimentada 
49,2 - 0,18 0,36 

Petrov e Petrova 
(2009) 

Klebsiella 
meso-, L-(+)- Glicerol 

Batelada
 

pneumoniae alimentada 
70,0 - 0,47 0,39 

Petrov e Petrova 
(2010) 

Klebsiella 
Tubérculo 

Batelada 

pneumoniae 
meso-, L-(+)- de 

alimentada 

 

84,0 
 

7,6 
 

2,29 0,32 
Sun et al. 
(2009b) 

Klebsiella 
Tubérculo e Batelada 

pneumoniae 
meso-, L-(+)- talo de alimentada; 67,4 13,1 1,18 1,81d Li et al. (2010a) 

alcachofra SSF     

meso-(9), L-(+)- 
Hidrolisado Batelada 

Klebsiella oxytoca 
(1) 

de espiga alimentada; 35,7 - 0,59 0,50 
Cheng et al. 

(2010) 
de milho SSF     

Klebsiella oxytoca 
meso-(9), L-(+)- 

Glicose 
Batelada

 130,0 1,4 1,64 0,48 Ji et al. (2010) 

Klebsiella oxytoca 
meso-(9), L-(+)- 

Glicose Batelada 95,5 1,9 1,74 0,49 Ji et al. (2009a) 

Klebsiella oxytoca 
meso-(9), L-(+)- 

Melaço 
Reciclo de 

(1) célula 
118,0 2,3 2,40 0,42 

Afschar et al. 
(1991) 

meso-(9), L-(+)- 
Celulose de 

Batelada; 
Klebsiella oxytoca 

(1) 
espiga de 

SSF
 

 

25,0 
 

- 
 

0,36 0,31 
Cao et al. 

(1997) 
milho     

Klebsiella oxytoca 
meso-(9), L-(+)- 

Glicose 
Batelada

 (1) alimentada 85,5 6,4 3,22 
Qureshi e 

0,50 Cheryan 

    (1989b) 

Enterobacter meso-(9), L-(+)- 
Glicose 

Batelada 

aerogenes (1) alimentada 
110,0e

 
 

5,40 0,49 
Zeng et al. 

(1991) 

Serratia 
meso- Sacarose 

Batelada 

marcescens alimentada 
152,0 0,0 2,67 0,41 

Zhang et al. 
(2010a) 

Serratia 
meso- Sacarose 

Batelada 

marcescens alimentada 
139,9 6,7 3,49 0,47 

Zhang et al. 
(2010b) 

Paenibacillus 
Tubérculo

 

polymyxa 
D-(-)- de Batelada 

 

36,9 
 

- 
 

0,88 0,50 
Gao et al. 

(2010) 
alcachofra     

Bacillus subtilis 
D-(-)-(3), meso- 

Glicose Batelada 
(2) 

2,5 0,6 0,33 0,38 
Moes et al. 

(1985) 

Bacillus 
D-(-)-, meso- Glicose 

Frasco sem
 

licheniformis agitação 
8,7 - 0,47 0,12 

Nilegaonkar et 

al. (1992) 

Bacillus 
D-(-)-, meso- Glicose Batelada 

amyloliquefaciens 
33,0 - - 0,33 

Alam et al. 
(1990) 
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2.3 Caminhos metabólicos de produção de 2,3 -BD 

 
Variados monossacarídeos (hexoses e pentoses) podem ser utilizados para a produção de 

2,3-BD; os mesmos são convertidos a piruvato, o qual é metabolizado pelos microrganismos 

em uma a fermentação ácido-mista de produtos intermediários, como α-acetolactato, diacetil 

e acetoína. Além do 2,3-BD, diversos outros bioprodutos podem ser sintetizados, como 

etanol, acetato, lactato e succinato, dependendo do microrganismo utilizado e das condições 

aplicadas. Na Figura 3 é possível verificar ambas as rotas a partir da glicose e da xilose. 

A partir da glicose, o piruvato é formado a partir da glicólise de maneira relativamente 

simples (rota Embden-Meyerhof). Já a partir de pentoses, é necessária uma combinação da 

rota pentose-fosfato e Embden-Meyerhof. 

Para a biossíntese do 2,3-BD a partir do piruvato, são empregadas três enzimas: a α-ALS 

(α-acetolactato sintase), a α-ALD (α-acetolactato descarboxilase) e a BDH (2,3-BD 

hidrogenase, também conhecida como AR (acetoína redutase)). 

A enzima α-ALS tem seletividade ótima em pH levemente ácido (pH=6,0). Ela age em 

condições anaeróbias em uma reação de 2 etapas: primeiramente o piruvato é complexado 

com tiamina pirofosfato (TPP) para formar acetil-TPP; esse composto é então condensado 

com uma segunda molécula de piruvato para formar α-acetolactato (MAGEE e KOSARIC, 

1987). Em condições aeróbias, a enzima α-ALS é rapidamente e irreversivelmente 

desativada, cessando a produção de 2,3-BD. Nesse caso, o piruvato é convertido (pela ação 

do complexo multienzimático piruvato desidrogenase (PDH), que não é sintetizada em 

meios anaeróbios e é normalmente inibida por NADH (GOTTSCHALK, 1986)) em 

acetillcoenzima A (acetil-CoA), sendo utilizada no ciclo ácido tricarboxilico (TCA), 

formando etanol e acetato. Já quando as condições não são completamente aeróbias, as 

enzimas lactato desidrogenase (LDH), piruvato-formato liase (PF) e α-ALS agem em 

conjunto, gerando lactato, formato e 2,3-BD, respectivamente. 

A enzima α-ALD é responsável por converter α-acetolactato em acetoína, o que ocorre 

em condições anaeróbias. Na presença de O2, α-acetolactato pode sofrer descarboxilação e 

gerar diacetil. Nesse caso, a enzima diacetil redutase (DAR) converte o diacetil em acetoína. 

Por último, BDH é responsável por reduzir a acetoína a 2,3-BD. Já foi comprovado que 

o acetato é um indutor das 3 principais enzimas envolvidas no processo. Todas as enzimas e 

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

durante a fase log e estacionária de crescimento celular, quando o oxigênio é limitante 

(MALLONEE e SPECKMAN, 1988). 
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Figura 3. Rota para produção 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 fermentação microbiana para 

produção de 2,3-BD, vários trabalhos que fazem a reutilização de materiais como fontes de 

carbono têm se mostrado promissores. Nas últimas décadas, o alto custo das fontes 

convencionais de amido e açúcares mostraram impactar diretamente na viabilidade do uso 

da fermentação 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 não-celulósicos e lignocelulósicos (JI et al., 

2011). 

 

2.4.1 Biomassa não-celulósica 

 
Um exemplo de substrato não-celulósico é resíduo de indústria alimentícia. Perego e 

colaboradores (2000, 2003) selecionaram resíduos desse tipo devido ao seu alto teor de 

açúcares e compatibilidade com processos biológicos. Os resíduos analisados incluem 

hidrolisado de amido proveniente do processamento do milho, resíduos da extração de 

açúcar da beterraba e soro proveniente da indústria de queijos. À parte dos resíduos, 

substratos de baixo custo e ricos em hexoses, como a alcachofra de Jerusalém e a cana de 

açúcar, são materiais com potencial uso nessa área. Sun e colaboradores (2009) 
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desenvolveram com sucesso um processo para produção de 2,3-BD usando K. pneumoniae 

e alcachofra de Jerusalém. 

Ainda na linha dos não-celulósicos, um potencial substrato de baixo custo é o glicerol 

gerado na produção do biodiesel. Normalmente, em fermentações usando o glicerol, o 

principal produto é o 1,3-propanodiol (ROSSI et al., 2013). No entanto, já foi comprovado 

que é possível reduzir a proporção de 1,3-PD e aumentar a síntese de 2,3-BD em condições 

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 produção de 2,3-BD nesse caso. 

 

2.4.2 Biomassa lignocelulósica 

 
A lignocelulose é a biomassa mais abundante no planeta (JI et al.,2011). Kim e Yun 

(2006) estimaram que mundialmente são gerados cerca de 1,5 trilhões de toneladas de 

biomassa lignocelulósica anualmente. Esse fato traz considerável atenção a essa matéria- 

prima como alternativa para os bioprocessos, visto que é um recurso energético naturalmente 

disponível e renovável. Os principais componentes da lignocelulose são a lignina, a celulose 

e a hemicelulose. A celulose é um polímero de glicose, enquanto que a hemicelulose é um 

polímero que contém principalmente pentoses, como a arabinose, a xilose e a ribose (YAN 

et al., 2009). A produtividade não é tão 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 lignocelulósico derivado do 

processamento do milho, é um resíduo altamente disponível e de baixo custo proveniente da 

agricultura. Após um pré-tratamento com amônia e hidrólise ácida, a fração celulósica 

presente no material pode ser convertida em 90 % de glicose, servindo de substrato para a 

produção de 2,3-BD (CAO et al., 1997). Para fazer com que a conversão de biomassa 

lignocelulósica seja praticável economicamente, é essencial que a fração hemicelulósica 

também seja eficientemente convertida em 2,3-BD. Outros materiais já foram testados, como 

a fibra de milho (SAHA e BOTHAST, 1999), melaço de milho (WANG et al., 2010), 

hidrolisado de madeira (YU et al., 1982; GROVER et al., 1990), hidrolisado de bagaço de 

cana (UM et al., 2017) e palha de milho (MA et al., 2018; YAN et al., 2009), mostrando que 

é possível se obter 2,3-BD a partir de diversos tipos de materiais residuais. 

A soja é um dos grãos mais cultivados no mundo, com uma produção global em torno 

de 351 milhões de toneladas (Embrapa, safra 2016/2017), gerando milhões de toneladas de 

casca, o principal subproduto gerado no processamento do grão, que pode ser utilizada como 

matéria-prima lignocelulósica em bioprocessos. A composição química da casca de soja 
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depende da cultivar plantada e das condições edafoclimáticas de cultivo. Cassales et al. 

(2011) fizeram a caracterização da casca do grão de soja (fração mássica em base úmida), 

mostrando que a mesma contém aproximadamente 40 % de celulose, 26 % de xilose, 9 % 

de lignina e 13 % de proteínas. Os resultados sugerem uma composição interessante da casca 

de soja para uso em bioprocessos, devido à baixa concentração de lignina, uma vez que a 

degradação dessa macromolécula produz compostos tóxicos à maioria dos microrganismos. 

A fração mássica de açúcares fermentescíveis presentes na casca de soja excede 60 %, valor 

muito similar ao encontrado em bagaço de cana-de-açúcar (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 grão de cevada (46 %) (MUSSATTO e ROBERTO, 2006). 

Esses resultados mostram que a casca de soja é um substrato muito promissor para a 

bioconversão em produtos de alto valor agregado. 

 
2.5 Hidrólise da biomassa lignocelulósica 

 
Para que resíduos lignocelulósicos possam ser utilizados em bioprocessos, estes devem 

passar por processos de tratamento físicos, químicos ou enzimáticos, de forma a liberar 

fermentescíveis presentes na fração de hemicelulose e aumentar a suscetibilidade da fração 

de celulose à hidrólise enzimática (LEE, 1997). O pré-tratamento se faz necessário para 

aumentar a acessibilidade da área de superfície, redução da cristalização da celulose, 

despolimerização parcial da celulose e solubilização das frações de hemicelulose e lignina 

(MARGEOT et al., 2009). 

Além disso, os pré-tratamentos e tratamentos de hidrólise realizados nos materiais 

lignocelulósicos viabilizam a fermentação dos açúcares presentes nesses materiais pelos 

microrganismos. Diversos tipos de pré-tratamento já foram estudados, cada um com suas 

vantagens e desvantagens. 

Dentre os pré-tratamentos, o realizado com ácido diluído e temperatura intermediária 

(60-160 ºC) é considerado um dos mais eficientes em relação à liberação dos açúcares, 

embora possa haver liberação de compostos secundários e de lignina, que podem ser 

inibidores ao crescimento de microrganismos fermentadores. Além disso, xilose e arabinose 

podem ser degradados à furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF), respectivamente, 

juntamente com outros compostos fenólicos oriundos da degradação da lignina. 

Após o pré-tratamento é realizado o processo de hidrólise enzimática (sacarificação), 

para a liberação dos monômeros de glicose. Normalmente, hidrólises enzimáticas possuem 

um rendimento de açúcar menor que 20 % sem a realização da etapa de pré-tratamento 
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enquanto que, quando esta etapa é realizada, o rendimento pode alcançar mais de 90 % 

(HOLM e LASSI, 2011). 

 
2.6 Condições de operação 

 
2.6.1 Aeração 

 
Na produção de 2,3-BD via processos fermentativos, a quantidade de oxigênio fornecido 

ao meio é um fator crítico, visto que a maioria das bactérias utilizadas nos estudos são dos 

gêneros Klebsiella e Bacillus, microrganismos que são geralmente anaeróbios facultativos, 

ou seja, obtém energia tanto via fermentação quanto via respiração. O 2,3-BD é produzido 

principalmente em meios com moderada limitação de O2. No entanto, quando demasiada, 

essa limitação pode impactar diretamente no crescimento celular e, consequentemente, 

diminuir a produção de 2,3-BD, predominando a formação de lactato; enquanto que um 

aumento excessivo do fornecimento de oxigênio favorece o crescimento da biomassa e 

liberação de CO2, em detrimento da produção de 2,3-BD e predominante formação de acetato 

(SABLAYROLLES e GOMA, 1984; CONVERTI et al., 2003). 

A necessidade ou não de aeração para produção de 2,3-BD é uma contradição discutida 

por Voloch e colaboradores (1985). Quando o fornecimento de O2 é limitado, as mesmas 

utilizam as duas vias para a obtenção de energia, de modo que a produção de 2,3-BD depende 

das atividades relativas a cada via, podendo ser maximizada através da diminuição de 

fornecimento de oxigênio. Isso está relacionado à manutenção do equilíbrio NAD+/NADH 

no meio, que varia em cada condição. Se o processo é aeróbio, esse equilíbrio se mantém 

por meio da regeneração de NADH (consumido na glicólise) na respiração celular. Já em 

um meio anaeróbio, a formação de 2,3-BD e outras rotas de fermentação servem ao mesmo 

propósito. A relação de fornecimento de oxigênio e formação de produtos resultantes do 

processo de fermentação podem ser observados na Figura 4. 
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Figura 4. Influência da disponibilidade de oxigênio na síntese de produtos por B. 

polymyxa (modificado de DE MAS et al., 1988). 

 

2.6.2 Potencial Hidrogeniônico 

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

influência é especialmente pronunciada em processos que envolvem múltiplos produtos. A 

condição ótima de pH depende diretamente do microrganismo e do substrato utilizado no 

processo. 

De maneira geral, condições alcalinas (acima de pH 6,5) favorecem a formação de ácidos 

orgânicos, diminuindo a produção de 2,3-BD. Em condições ácidas, a produção de ácidos 

orgânicos é reduzida mais de 10 vezes enquanto que a produção de diol aumenta de 3 a 7 

vezes. 

A formação de ácidos ocorre na maioria dos processos de fermentação anaeróbia, o que 

acaba por diminuir o pH do meio fermentativo durante o processo, frente ao aumento da 

concentração de ácidos tóxicos não dissociados. Sem que isso seja controlado, o crescimento 

celular e o consumo de açúcares cessa gradualmente e a cultura é inativada pelos próprios 

produtos formados (BIEBL et al., 1998). 

Alguns microrganismos desenvolvem estratégias defensivas, como alterar o próprio 

metabolismo para produzir compostos menos tóxicos, como álcoois e glicóis (VAN HOUDT 

et al., 2007). Maddox (1996) explicou este fenômeno, postulando que o que causa a indução 

da rota para 2,3-BD é o acúmulo de componentes ácidos no meio fermentativo ao invés da 

alteração do pH interno. O gradiente de pH transmembrana resulta no acúmulo de acetato, o 

qual induz as enzimas envolvidas na produção de 2,3-BD. Ao diminuir o pH da cultura, o 

gradiente de pH é elevado, produzindo 2,3-BD antes de o pH do meio externo se tornar muito 

elevado, inativando a cultura. 
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Este fenômeno 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 ácido acético, enquanto que abaixo de 6,0 são produzidos 2,3-BD e etanol. 

Os autores observaram que se o pH da cultura é fixo (no experimento em questão 5,0; ou 

alternativamente 7,0), quanto mais baixo o pH, maior a concentração final de 2,3-BD. 

Curiosamente, a maior concentração de 2,3-BD foi encontrada, no entanto, quando o pH do 

meio não era controlado (declínio gradativo de 7,0 para 5,0). O que foi inferido pelos autores 

é que isso é explicado pelo fato de que não é o pH que induz a produção do diol, mas sim a 

presença de ácido acético. Afirmaram ainda que é importante observar que não é só a 

presença de ácido acético que induz a produção de 2,3-BD, visto que o mesmo é formado 

em pH neutro sob excesso de glicerol. 

 

2.6.3 Temperatura 

 
A eficiência de bioprocessos é extremamente dependente da temperatura, visto que essa 

variável é responsável pela regulação da atividade enzimática e da manutenção celular 

(GARG e JAIN, 1995). Normalmente, o intervalo de temperatura entre 30-35 ºC deveria ser 

o ideal para fermentação com bactérias, visto que em condições aeróbias esse é o intervalo 

em que o crescimento celular é máximo; mudando essa condição para microaerofilia, serão 

obtidos os produtos da fermentação ao invés de biomassa. Acima desse intervalo de 

temperatura a degradação celular se torna dominante no meio, enquanto que abaixo, a 

regulação e a taxa de metabolismo tendem a decair. 

Nos estudos de Biebl (1998), em culturas com K. pneumoniae, a diminuição da 

temperatura de 35 ºC para 30 ºC resultou em decaimento da síntese de etanol, em favor da 

formação de 2,3-BD. É possível afirmar, portanto, que a condição ótima de operação para 

fermentação utilizando K. pneumoniae seria à temperatura de 30 ºC, em meio sem controle 

de pH (acidificação descontrolada, referenciada acima), a partir de um pH não inferior a 7,0, 

condição 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 ºC a 46 ºC. A taxa 

de conversão da glicose em 2,3-BD e acetoína, assim como a concentração final de produtos, 

se mostraram inversamente correlacionados com a temperatura. Devido à aceleração dos 

processos enzimáticos, o tempo de fermentação diminuia de acordo com o aumento da 

temperatura. A produtividade de 2,3-BD aumentou gradualmente até a temperatura de 39 ºC 

e decaiu acima desse limite. Uma vez que o objetivo do trabalho era determinar uma 

temperatura ótima para a produção de 2,3-BD, os autores inferiram que, para este processo, 
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a temperatura de 39 ºC é a ideal, sendo utilizada posteriormente no trabalho de Converti e 

colaboradores (2003). 

 

2.6.4 Concentração de substratos 

 
Na maioria dos processos de produção de 2,3-BD a partir de resíduos lignocelulósicos, 

a concentração inicial de açúcares varia no intervalo de 5-10 % (GARG e JAIN, 1995). Essa 

baixa concentração se deve principalmente à presença de substâncias tóxicas na matéria- 

prima, especialmente em hidrolisados de madeira, cuja concentração aumenta com o 

aumento da concentração da fonte de carbono. Frazer e McCaskey (1991) avaliaram o efeito 

da presença de substâncias tóxicas no hidrolisado de madeira na produção de 2,3-BD, 

utilizando K. pneumoniae. O estudo mostrou que a concentração de sulfato acima de 0,2 % 

(massa/volume) reduziu a produção de 2,3-BD em 30 %, embora o crescimento celular não 

tivesse sido afetado. Resultados semelhantes foram encontrados para o furfural, composto 

tóxico às células presente no hidrolisado lignocelulósico, mas com um rendimento para o 

2,3-BD ligeiramente mais alto. Compostos fenólicos inibiram a produção de 2,3-BD e o 

crescimento celular. 

Altas concentrações de açúcar (acima de 50 g‧ L-1) inibem a produção de 2,3-BD e a 

metabolização de açúcares (YU e SADDLER, 1983). McCall e Georgi (1954) demonstraram 

que em baixas concentrações de açúcares (de 4 a 6 %), a fermentação de sacarose do melaço 

de beterraba foi completa em 24 h, enquanto que em concentrações altas (acima de 17 %), a 

fermentação foi incompleta e menos eficiente no mesmo período. 

Em meios sintéticos suplementados com açúcares puros, tais como glicose, xilose e 

arabinose, não há a presença de compostos inibidores, permitindo que a concentração inicial 

de açúcares possa ser superior a 200 g‧ L-1, e o aumento na concentração inicial leva a um 

melhor rendimento para a produção de 2,3-BD. No entanto, observou-se que concentrações 

iniciais de açúcar superiores a 20 g‧ L-1 ocasionam uma diminuição na taxa de crescimento 

específico, o que é possivelmente um resultado de uma queda na atividade da água. Converti 

et al. (2002) realizaram estudos com E. aerogenes para a concentração inicial de glicose, 

mostrando pouca influência da mesma (num intervalo de 9 à 72 g‧ L-1) na produção de 

2,3- BD. Em outro estudo (DE MAS et al., 1988), realizado com B. polymyxa, a inibição 

do crescimento ocorreu em concentrações de substrato superiores a 150 g‧ L-1. A 

influência da concentração de xilose em 2,3-BD parece ser espécie específico, visto que há 

informações divergentes sobre esse assunto (GARG e JAIN, 1995). Em geral, esta parece 

ser influência do tipo de substrato, e a concentração na produção de 2,3-BD é espécie 

dependente. 
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Biebl e colaboradores (1998) relataram que, para qualquer condição 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 concentração inicial de 

açúcares entre 20 e 100 g‧ L-1, demonstrando que o tempo de fermentação aumentava 

gradualmente com o aumento da disponibilidade inicial de açúcares, diminuindo 

gradativamente o rendimento na produção de 2,3-BD. 

A fim de testar a suplementação de alguns componentes no meio fermentativo, 

Nakashimada e colaboradores (2000) descobriram que a suplementação de acetato, 

propinato, piruvato e succinato aumentaram a produção de 2,3-BD pela bactéria B. 

polymyxa, enquanto que com a adição de butirato, valerato, formato, lactato e malato não 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 concentração final foram obtidos com suplementação de 0,9 % de acetato. 

Com a adição de acetato, também diminui a produção de etanol, lactato e hidrogênio. No 

entanto, a adição de mais do que 1,2 % de acetato inibiu o crescimento celular e a produção 

de 2,3-BD. 
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3 Materiais e Métodos 
 

3.1 Microrganismos, meios de cultivo e manutenções 

 
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 conversão de açúcares de hidrolisados de biomassa lignocelulósica em 

2,3-butanodiol. Os estoques de microrganismos foram mantidos em meio Luria-Bertrani 

(LB) com 50 % de glicerol, em ultrafreezer a -80 ºC no laboratório BiotecLab, situado no 

Instituto de Ciência e Tecnologia de Alimentos da UFRGS. 

Os microrganismos foram transferidos do glicerol para um meio de cultura líquido, cuja 

composição consta na Tabela 2, e crescidos overnight em agitador orbital a 30 ºC em 120 

rpm. Após, foi realizada a técnica de esgotamento em placa de Petri cujo meio está descrito 

na Tabela 3. As colônias puras foram utilizadas para a realização dos inóculos que foram 

utilizados nos experimentos de fermentação. 

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

Composição Concentração (g‧ L-

1) 

Triptona 10 

NaCl 10 

Extrato de Levedura 5 

Glicose 20 

 
Tabela 3. Composição do meio de manutenção de linhagens. 

Composição Concentração (g‧ L-

1) 

Triptona 10 

NaCl 10 

Extrato de Levedura 5 

Ágar bacteriológico 15 

Glicose 50 
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3.2 Meio de cultivo 

 
Os meios utilizados para a fermentação foram os hidrolisados resultantes do tratamento 

ácido e enzimático da casca de soja. A casca de soja foi adquirida da companhia Solae do 

Brasil Indústria e Comércio de Alimentos (atual DuPont), localizada no município de Esteio- 

RS e o teor de umidade foi determinado em Balança de Infravermelho. 

O hidrolisado ácido foi obtido a partir da solubilização da fração de hemicelulose da 

casca de soja por tratamento ácido diluído, com 1 % em volume de H2SO4, na relação 

sólido:líquido de 1:10, autoclavado por 40 minutos na temperatura de 121 °C seguindo a 

metodologia descrita em Cassales et al. (2011). 

O sólido resultante do processo de tratamento ácido foi lavado em água corrente e 

utilizado para a obtenção do hidrolisado enzimático (solubilização da fração de celulose). 

Para este processo, utilizou-se a enzima comercial Novozymes CELLUCLAST® 1.5L com 

celulase ativa de Trichoderma reesei. O sólido foi incubado juntamente com a enzima e 

tampão citrato de sódio 0,1 M, pH 4,7, na relação sólido:líquido de 1:20 em agitador orbital 

a 50 ºC. Utilizou-se a concentração de enzima de 15 FPU‧ g-1 com tempo de reação de 96 

horas, segundo metodologia descrita em Dall Cortivo (2017). 

Ambos os hidrolisados foram concentrados em concentrador a vácuo visando o aumento 

das quantidades finais de açúcares. Após, tiveram o seu pH ajustado e foram centrifugados 

para a remoção de impurezas. Por fim, os hidrolisados foram armazenados a -4 ºC, para 

evitar a degradação dos açúcares presentes no meio. 

 
3.3 Ensaios de Fermentação 

 
Os ensaios de fermentação foram realizados em agitador orbital em Erlenmeyers de 500 

mL, com volume útil de meio fermentativo de 250 mL. Quanto à oxigenação dos meios de 

cultura, vedou-se os Erlenmeyers com buchas de algodão permeáveis ao oxigênio, 

simulando uma condição de microaerofilia, com agitação de 120 rpm visando a transferência 

de oxigênio para os meios de cultura. Avaliou-se a fermentação dos hidrolisados ácido e 

enzimático separadamente pelas duas bactérias em duas temperaturas, 30 ºC e 37 ºC. Ambos 

os ensaios foram realizados em duplicata. 

O inóculo foi realizado com os microrganismos citados no item 3.1, os quais cresceram 

overnight em meio de cultura líquido. Após, o meio de cultura foi centrifugado por 15 

minutos, a 4 ºC e 3000 ×g, retirando o sobrenadante que possivelmente continha produtos 

de fermentação. As células centrifugadas foram ressuspensas (diluídas) em meio de cultura 

estéril (Tabela 2), para ajustar a densidade ótica (DO) igual a 1, e inoculadas nos 

Erlenmeyers contendo os hidrolisados. Utilizou-se volume de inóculo igual a 10 % do 
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volume do meio de fermentação. A biorreação foi monitorada pela retirada de uma alíquota 

de 3 ml a cada 3 horas nas primeiras 12 horas de cultivo e após, o mesmo volume foi retirado 

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

 
3.4 Metodologia analítica 

 
3.4.1 Concentração dos produtos e consumo de açúcares 

 
A concentração de produtos de fermentação (2,3-BD, etanol e ácido acético) e açúcares 

foi determinada por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), 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 

foi utilizada uma solução de 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. 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 4 ºC e 3000 ×g por 15 min, a fim de precipitar as células em suspensão, 

procedendo-se então a filtração da porção sobrenadante em filtro Sepac e após em filtro 

Holder, com membranas de acetato de celulose (porosidade 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 de pureza de cromatografia (superior a 99,5 %) foram 

utilizados. 

 

3.4.2 Crescimento celular 

 
Para o preparo do inóculo, foi adotado o método de espectrofotometria, as concentrações 

celulares foram determinadas por turbidimetria em espectrofotômetro (Ultrospec 3100 PRO) 

no comprimento de onda de 600 nm. O crescimento celular durante as fermentações com 

hidrolisado foram determinados pela contagem em placa de unidade formadora de colônias 

(UFC), utilizando a metodologia de diluições seriadas onde o meio fermentativo foi diluído 

em solução salina (NaCl) de 1 %. 

 

3.5 Cálculo de parâmetros cinéticos e Análises estatísticas 

 
Os valores de conversão de substrato a produtos em relação ao 2,3-BD foram obtidos a 

partir da Equação 1. 
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𝑃2,3−𝐵𝐷 

 
 

Onde: 

𝑌𝑃𝑆 = 
(𝑆

 (1) 
− 𝑆) 

YPS é o valor para a conversão de substrato em produtos (rendimento), em g.g
-1

; 

P2,3-BD é a quantidade máxima de 2,3-BD produzida, em g‧ L
-1

; 

S0 é a concentração inicial de substrato (açúcares totais) em g‧ L
-

1
; S é a concentração final de substrato (açúcares totais) em g‧ L-1. 

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

 

 

 

 

Onde: 

 

𝑄𝑃 
𝑃2,3−𝐵𝐷 

= 
𝑡 

(2) 

QP é a produtividade, em [g‧ (L‧ h)
-1

]; 

t é o tempo necessário para atingir a maior concentração de 2,3-BD. 

 
 

A análise estatística foi realizada utilizando o Microsoft Excel. A análise de significância 

foi realizada pelo teste T de Student, considerando como diferença significativa valores de 

p<0.05. Para os cálculos, foram utilizadas as médias das duplicatas obtidas durante as 

experiências de fermentação. 

0 
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4 Resultados e Discussão 
 

4.1 Caracterização dos hidrolisados 

 
Através do processo de hidrólise ácida diluída com ácido sulfúrico (H2SO4), ocorre 

solubilização da lignina e liberação dos açúcares presentes na fração de hemicelulose, os 

quais são predominantemente xilose e arabinose, com uma pequena quantidade de glicose 

liberada, mostrando perfil de liberação de açúcares semelhante ao mostrado por Cassales et 

al. (2011). O hidrolisado resultante do tratamento ácido foi concentrado a vácuo para 

aumentar o teor de açúcares e a caracterização do perfil final de açúcares deste hidrolisado 

antes do início do processo fermentativo se encontra na Tabela 4. Após o processo de 

tratamento ácido diluído, a cristalinidade da fração de celulose é reduzida, podendo passar 

por um tratamento enzimático para a liberação da glicose. Neste trabalho, utilizou-se a 

enzima Novozymes CELLUCLAST 1.5®, contendo complexos enzimáticos de 

endoglúcanases e ẞ-glucosidase, com eficiência completa de conversão da celulose em 

glicose (DALL CORTIVO, 2017). 

Como no caldo resultante do tratamento ácido, o hidrolisado resultante do tratamento 

enzimático também passou por processo de concentração a vácuo, e o perfil de açúcares 

anterior ao início do processo fermentativo é mostrado na Tabela 5. É observada uma 

pequena concentração de xilose no hidrolisado enzimático que é residual da fração de 

hemicelulose que não foi totalmente solubilizada durante o tratamento ácido diluído. 

Apesar de os hidrolisados terem sido concentrados com o intuito de obter um valor 

padrão para a concentração inicial de açúcares, o processo de esterilização por autoclave 

pode acarretar em leve degradação dos mesmos, havendo variação na sua concentração 

inicial no tempo anterior ao início da fermentação. Esta variação está descrita nos valores de 

médias e desvio padrão mostrados nas Tabelas 4 e 5. 

 
Tabela 4. Composição do hidrolisado ácido. 

 

Composição Concentração (g‧ L-1) 
 

Xilose 26,50±0,82 
 

Glicose 7,53±1,63 
 

Arabinose 21,12±1,52 
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Tabela 5. Composição do hidrolisado enzimático. 
 

Composição Concentração (g‧ L-1) 
 

Xilose 9,62 ± 1,15 
 

Glicose 41,03 ± 1,61 
 

 

4.2 Fermentação em hidrolisado ácido 

 
Neste meio de fermentação, as pentoses (xilose e arabinose) apresentaram concentração 

predominante. A glicose presente no meio representava cerca de 13 % dos açucares totais, o 

que explica a não incidência de repressão catabólica pela glicose, como foi confirmado com 

as duas bactérias, ocorrendo consumo simultâneo dos três açúcares, como pode ser 

observado nas Figuras 5, 6, 7 e 8. Este perfil de consumo de açúcar já foi caracterizado na 

literatura no trabalho de Ma e colaboradores (2018), com a bactéria Paenibacillus polymyxa 

ATCC 12321, a qual tem ótimo potencial de produção de 2,3-BD em meio sintético. Neste 

estudo foram testadas diferentes proporções de xilose e glicose, e foi observado que quanto 

maior a concentração de xilose e menor a concentração de glicose no meio, menor o efeito 

da repressão catabólica. 

No presente trabalho, após o esgotamento da glicose, a arabinose e a xilose presentes no 

meio são rapidamente metabolizadas, sendo que no tempo final de 72 h o consumo de 

açúcares foi maior na temperatura de 30 ºC pela bactéria K. pneumoniae, enquanto que nessa 

mesma temperatura o consumo foi ligeiramente inferior com a P. aglommerans. Já na 

temperatura de 37 ºC, observou-se o contrário, com um consumo de açúcares e produção de 

2,3-BD levemente superior com a bactéria P. aglommerans. Deve-se ressaltar que não foi 

possível medir com precisão os dados referentes a crescimento celular da bactéria K. 

pneumoniae na temperatura de 30 ºC nesse hidrolisado. Dessa forma, esses dados não 

aparecem nos resultados apresentados. 

As Figuras 5 e 6 representam as cinéticas realizadas com a bactéria K. pneumoniae, dos 

experimentos realizados a 30 ºC e 37 ºC, 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 açúcares, formação de produtos, 

variação do pH e células viáveis ao longo do processo fermentativo. 
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Figura 5. Ensaio fermentativo de produção de 2,3-BD em hidrolisado ácido da casca de soja 

a temperatura de 30 ºC com K. pneumoniae. Em a) Consumo de açúcares: (-Δ-) glicose, (- 

○ -) xilose e (-□-) arabinose; e formação de produtos: (-▲-) 2,3-butanodiol, (-●-) Ácido 

acético e (-■-) etanol; e em b) (-◊-) pH. 
 
 

 

Figura 6. Ensaio fermentativo de produção de 2,3-BD em hidrolisado ácido da casca de soja 

a temperatura de 37 ºC com K. pneumoniae. Em a) Consumo de açúcares: (-Δ-) glicose, (- 

○ -) xilose e (-□-) arabinose; e formação de produtos: (-▲-) 2,3-butanodiol, (-●-) Ácido 

acético e (-■-) etanol; e em b) (-◊-) pH e (-♦-) Crescimento celular (UFC). 
 
 

Figura 7. Ensaio fermentativo de produção de 2,3-BD em hidrolisado ácido da casca de soja 

a temperatura de 30 ºC com P. aglommerans. Em a) Consumo de açúcares: (-Δ-) glicose, (- 

○ -) xilose e (-□-) arabinose; e formação de produtos: (-▲-) 2,3-butanodiol, (-●-) Ácido 

acético e (-■-) etanol; e em b) (-◊-) pH e (-♦-) Crescimento celular (UFC). 
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Figura 8. Ensaio fermentativo de produção de 2,3-BD em hidrolisado ácido da casca de soja 

a temperatura de 37 ºC com P. aglommerans. Em a) Consumo de açúcares: (-Δ-) glicose, (- 

○ -) xilose e (-□-) arabinose; e formação de produtos: (-▲-) 2,3-butanodiol, (-●-) Ácido 

acético e (-■-) etanol; e em b) (-◊-) pH e (-♦-) Crescimento celular (UFC). 

 
Ambas as bactérias mostraram rápida adaptação ao hidrolisado. Também para ambas as 

bactérias é possível observar que houve preferência ao consumo de arabinose comparado ao 

de xilose no hidrolisado ácido. Kang e colaboradores (1998) relataram a repressão 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, Hernández-Montalvo e 

colaboradores (2001) observaram fenômeno parecido, em que a bactéria prefere consumir 

arabinose à 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 repressão catabólica mediada pela 

glicose ao metabolismo de pentoses (JI et al., 2011), ainda não há referências para a 

repressão mediada pela arabinose ao metabolismo de xilose, como ocorrido no presente 

trabalho. A repressão catabólica em enterobactérias vem sendo muito estudada, uma vez que 

esse fenômeno diz respeito à habilidade da glicose de bloquear a indução de genes para o 

uso de outros substratos, o que acaba por tornar os processos de bioconversão menos 

eficientes, uma vez que para iniciar o consumo os outros açúcares, as bactérias precisam 

primeiro metabolizar toda a glicose presente no meio (JI et al., 2011). 

É possível observar pelos resultados obtidos que a formação de 2,3-BD é verificada 

principalmente durante a fase log de crescimento celular. Isso já era esperado, uma vez que 

as enzimas e componentes responsáveis pela produção de 2,3-BD são produzidas nessa fase 

do crescimento celular, quando o oxigênio é limitante (MALLONEE e SPECKMAN, 1988). 

As condições de operação utilizadas favorecem principalmente o uso da rota de produção 

para 2,3-BD, pois as bactérias, dessa forma, regulam o balanço energético através do 

equilíbrio de NADH/NAD+ no meio fermentativo. 
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O ácido acético apesar de ser um produto do metabolismo das bactérias, quando 

produzido em quantidades maiores, a sua forma não dissociada pode entrar na célula por 

difusão, através da membrana plasmática, e desencadear vários efeitos tóxicos, como 

desacoplamento e abaixamento do pH intracelular. Apesar disso, a presença de ácido acético 

já foi relatada como benéfica para melhorar a produtividade de etanol e outros metablitos, 

desde que a concentração de ácido acético não exceda a concentração que possa ser letal ao 

crescimento celular (LARSSON et al., 1999). Neste trabalho a fermentação por ambas as 

bactérias na temperatura de 37 ºC gerou ácido acético, causando abaixamento do pH e 

deixando o meio fermentativo abaixo do pH ótimo para a produção de 2,3 BD. Na 

temperatura de 37 ºC observou-se que o pH diminuiu a valores mais baixos, próximo de 4,9. 

Com o pH do meio estando abaixo do ideal, o crescimento celular chega em sua fase 

estacionária, parando de consumir os açúcares, mesmo que ainda disponíveis, e cessa a 

produção de 2,3-BD. 

 
4.3 Fermentação em hidrolisado enzimático 

 
Diferentemente do que foi observado nos experimentos com o hidrolisado ácido, quando 

as pentoses são a principal fonte de carbono, no hidrolisado enzimático, a principal fonte de 

carbono era a glicose, sendo muito superior à concentração inicial de xilose. Com isso, foi 

observado o fenômeno repressão catabólica e a xilose não 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. 

 
 

 
Figura 9. Ensaio fermentativo de produção de 2,3-BD em hidrolisado enzimático da casca 

de soja a temperatura de 30 ºC com K. pneumoniae. Em a) Consumo de açúcares: (-Δ-) 

glicose e (-○-) xilose; e formação de produtos: (-▲-) 2,3-butanodiol, (-●-) Ácido acético e 

(-■-) etanol; e em b) (-◊-) pH e (-♦-) Crescimento celular (UFC). 
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Figura 10. Ensaio fermentativo de produção de 2,3-BD em hidrolisado enzimático da casca 

de soja a temperatura de 37 ºC com K. pneumoniae. Em a) Consumo de açúcares: (-Δ-) 

glicose e (-○-) xilose; e formação de produtos: (-▲-) 2,3-butanodiol, (-●-) Ácido acético e 

(-■-) etanol; e em b) (-◊-) pH e (-♦-) Crescimento celular (UFC). 
 
 

Figura 11. Ensaio fermentativo de produção de 2,3-BD em hidrolisado enzimático da casca 

de soja a temperatura de 30 ºC com P. aglommerans. Em a) Consumo de açúcares: (-Δ-) 

glicose e (-○-) xilose; e formação de produtos: (-▲-) 2,3-butanodiol, (-●-) Ácido acético e 

(-■-) etanol; e em b) (-◊-) pH e (-♦-) Crescimento celular (UFC). 
 
 

Figura 12. Ensaio fermentativo de produção de 2,3-BD em hidrolisado enzimático da casca 

de soja a temperatura de 37 ºC com P. aglommerans. Em a) Consumo de açúcares: (-Δ-) 

glicose e (-○-) xilose; e formação de produtos: (-▲-) 2,3-butanodiol, (-●-) Ácido acético e 

(-■-) etanol; e em b) (-◊-) pH e (-♦-) Crescimento celular (UFC). 
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Como é possível verificar nas cinéticas apresentadas, a 30 ºC a glicose é completamente 

consumida quando o experimento chega ao tempo final de 72 h, o que não ocorre na 

temperatura de 37 ºC. De maneira geral a glicose é consumida de uma maneira lenta quando 

comparada com cinéticas de consumo de meio sintético contendo glicose, o que está 

relacionado ao fato relatado por Dall Cortivo (2017) e Hickert e colaboradores (2014), onde 

hidrolisados de casca de soja com concentrações acima de 30 g.L-1 de glicose mostram 

pressões osmóticas elevadas atrasando a fermentação da glicose por várias leveduras. Esta 

mesma explicação pode ser utilizada para as bactérias utilizadas. 

Uma redução drástica no consumo de açúcares foi observada nos cultivos de ambas 

bactérias a 37 ºC. Isso possivelmente ocorre devido a uma menor solubilização do oxigênio 

disponível no meio, levando-se em consideração que a solubilidade desse gás diminui 

conforme a temperatura aumenta. Com isso, mesmo com a alta disponibilidade de glicose, o 

crescimento celular foi mais lento, assim como a produção de 2,3-BD foi muito menor. Além 

disso, o hidrolisado enzimático é um meio tamponado, o que retarda o decaimento do pH. 

Como a produção de 2,3-BD é maior em pH próximo a 6,0 (valor atingido apenas na fase 

final da fermentação), esse fator, juntamente com o efeito da temperatura, pode ter 

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

 
4.4 Parâmetros cinéticos 

 
Os parâmetros para YPS e QP, avaliados a partir dos valores máximos de produção de 

2,3-BD e quantidade consumida de açúcares totais, são mostrados nas Tabelas 6 e 7. São 

também mostrados nas tabelas os valores percentuais de cada açúcar consumido na 

fermentação e dos coprodutos formados com maior expressão, etanol e ácido acético. Em 

nenhum meio de cultivo ou temperatura houve diferença estatística significativa (p<0,05) 

entre as bactérias. Isso mostra que, por se tratarem de enterobactérias geneticamente muito 

semelhantes, realizam as rotas fermentativas também de maneira semelhante. No entanto, 

houve diferença significativa quanto à temperatura de cultivo para a mesma bactéria. 
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Embora nesse trabalho tenham sido utilizados hidrolisados da casca de soja, os 

parâmetros fermentativos foram semelhantes aos mostrados por Binotto (2016), que também 

utilizou K. pneumoniae e P. aglommerans, mas para fermentar soluções de açúcar (xilose e 

glicose) suplementadas com meio sintético. 

Guragain e Vadlani (2017) compararam a fermentação por Klebsiella oxytoca ATCC 

8724 em meio sintético contento solução de glicose e xilose e em hidrolisados de várias 

gramíneas e madeiras, não encontrando diferenças significativas nos parâmetros 

fermentativos entre os meios estudados, sugerindo que o rendimento e produtividade de 

fermentação para 2,3-BD se utilizando hidrolisados podem ser os mesmos obtidos na 

fermentação de meios sintéticos. 

Os maiores valores para rendimento e produtividade obtidos neste trabalho foram no 

cultivo em hidrolisado enzimático a 30 ºC, porém não foram resultados com diferença 

significativa de parâmetros cinéticos entre as duas bactérias, apenas diferenças significativas 

entre as temperaturas de cultivo. Guragain e Vadlani (2017) obtiveram rendimento de 0,47 

g.g-1 e produtividade de 0,91 g.(L.h)-1 utilizando glicose como substrato na fermentação 

realizada em biorreator aerado com 1 vvm. Já Ji et al. (2009) mostraram rendimento de 0,49 

g.g-1 e produtividade de 1,74 g.(L.h)-1 para uma fermentação 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-1 e produtividade de 1,74 g.(L.h)- 

1 fermentando glicose no trabalho de Lee et al. (2017). 

Neste trabalho, embora os rendimentos observados sejam semelhantes aos dos trabalhos 

descritos acima, a produtividade foi inferior. Porém, 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 pressões osmóticas. A pressão osmótica é diretamente 

relacionada com a atividade de água no meio, sendo esta inversamente proporcional à 

concentração de solutos no meio, ou seja, a pressão osmótica aumenta quanto maior for a 

concentração de açúcares do meio, afetando diretamente na produção de 2,3-BD. Em 

organismos como K. pneumoniae, relatada por possuir baixa osmotolerância, a atividade de 

água (ou pressão osmótica) do meio é um parâmetro de extrema importância (GARG e JAIN, 

1995). Isso, juntamente com a presença de compostos tóxicos como furfural e 

hidroximetilfurfural, cuja presença já foi descrita em hidrolisados de casca de soja 

(CASSALES et al., 2011), pode ser o motivo da lenta produção de 2,3-BD em hidrolisados 

de casca de soja. 

Os valores de YPS no hidrolisado ácido se mostraram ligeiramente inferiores aos obtidos 

no hidrolisado enzimático. Isso possivelmente se deve ao fato de o principal substrato 
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disponível no hidrolisado ácido ser principalmente pentoses, com predominância de xilose 

e seguida por arabinose. Neste caso, a exigência de cofatores das enzimas responsáveis pelo 

metabolismo das pentoses é diferente da necessária para o metabolismo da glicose. Além 

disso, a fermentação da xilose segue a via das pentoses fosfato, que possui um equilíbrio 

energético diferenciado da via glicose fosfato, o que, consequentemente, gera parâmetros 

cinéticos diferentes. 

Os valores de rendimento (YPS) não diferiram significativamente (p<0,05) na 

fermentação do hidrolisado resultante do tratamento ácido por ambas as bactérias e em 

ambas as temperaturas, ficando com YPS entre 0,40 g.g
-1

 e 0,44 g.g
-1

. O mesmo ocorreu com 

o fator de produtividade QP, o qual variou de 0,22 g.(L.h)
-1

 a 0,30 g.(L.h)
-1

. Apesar de a 

temperatura de 30 ºC já ter sido relatada na literatura como sendo a ideal para a produção de 

2,3-BD por enterobactérias, neste trabalho foi observada boa resposta semelhante no 

hidrolisado ácido na temperatura de 37 ºC. 

Os valores mostrados aqui para a fermentação do hidrolisado ácido foram semelhantes 

aos já mostrados na literatura para a fermentação por enterobactérias em hidrolisados, com 

matérias-primas e perfis de açúcares semelhantes. Grover et al. (1990), utilizaram K. 

pneumoniae para fermentar hidrolisados de madeira em agitador orbital, com um rendimento 

de 0,29 g.g-1 e produtividade de 0,28 g.(L.h)-1. Em outro estudo utilizando K. oxytoca para 

fermentar hidrolisado ácido de espiga de milho, também em agitador orbital, Cheng et al. 

(2010) observaram valores para rendimento de 0,5 g.g-1 e produtividade de 0,59 g.(L.h)-1. 

Com a fermentação de hidrolisado de biomassa de resíduos de arroz por K. pneumoniae, em 

método batelada, Saratale e colaboradores (2016) obtiveram rendimento de 0,38 g.g-1 e 

produtividade de 0,48 g.(L.h)-1. 

A fermentação para 2,3-BD utilizada nesse trabalho pode ser otimizada utilizando-se 

outras técnicas de fermentação, como batelada alimentada ou biorreator contínuo. Dessa 

forma, pode-se controlar os níveis de aeração do meio de cultura, mantendo em níveis 

adequados. Os métodos controlados permitem também a manutenção dos níveis basais de 

açúcares como a glicose, o que poderia fornecer melhor equilíbrio dos cofatores envolvidos 

na produção de 2,3-BD. Essas metodologias já foram testadas em outros trabalhos na 

literatura (WANG et al., 2010; LI et al., 2014; MA et al., 2018) e mostraram melhorias 

significativas nos parâmetros de produção de 2,3-BD por enterobactérias quando 

comparadas com a fermentação em agitador orbital ou batelada em biorreator. 
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5 Conclusões e Trabalhos Futuros 
 

A produção de 2,3-BD a partir dos hidrolisados, provenientes tanto do tratamento ácido 

quanto do tratamento enzimático da casca de soja, se mostrou viável por ambas as bactérias 

utilizadas neste trabalho e mostrou parâmetros de rendimento e produtividade semelhantes 

a outras bactérias entéricas produtoras de 2,3-BD já descritos na literatura. A capacidade dos 

microrganismos descritos nesse trabalho de fermentarem a xilose e a arabinose (com 

preferência por arabinose) presentes nos hidrolisados é um fator muito relevante, uma vez 

que são açúcares muito abundantes na natureza e poucos microrganismos são descritos na 

literatura com capacidade de fermentação dos mesmos. 

No hidrolisado proveniente do tratamento ácido, as bactérias tiveram resposta bem 

semelhante em relação à produção de 2,3-BD em ambas as temperaturas, sem que houvesse 

diferença estatística significante entre ambas as bactérias e ambas as temperaturas em tal 

meio. No hidrolisado enzimático, no entanto, a produção de 2,3-BD foi bem inferior na 

temperatura de 37 ºC, sendo possivelmente afetada pelos fatores de alta pressão osmótica, 

baixa aeração e pH fora do ideal. 

A resposta desses microrganismos nos meios utilizados é muito promissora, reiterando 

que os hidrolisados da casca de soja são viáveis substratos para processos fermentativos com 

microrganismos, devido à alta concentração de açúcares dissociados no processo de 

hidrólise. Espera-se obter melhores resultados para a produtividade para a produção de 2,3- 

BD com o uso de métodos controlados que garantam as condições ótimas para a 

fermentação. 
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ANEXO 1 

Enzima utilizada para produção do hidrolisado enzimático 
 

 

 
 


