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Resumo

Na industria sucroalcooleira € gerada grande quantidade de residuos, com destaque para o
bagaco de cana-de-acUcar. O bagaco hidrolisado, em fungéo da presenca de fontes de carbono
fermentesciveis, consiste em alternativa de matéria-prima a ser utilizada em cultivos
microbianos para a producdo de 2,3-butanodiol (2,3-BDO), contribuindo, também, para a
gestdo racional de residuos nestas industrias. Microrganismos anaerdbios facultativos do
género Enterobacter séo relatados como produtores de 2,3-BDO, composto usado como
intermediario quimico na industria petroquimica. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o crescimento e formacdo de 2,3-BDO por Enterobacter aerogenes ATCC 13048 em
meios de cultura sintéticos, contendo xilose e glicose, com intuito de simular a utilizacdo de
hidrolisados lignoceluldsicos. Os ensaios foram realizados em agitador de bancada, usando
meio mineral suplementado com mistura de glicose e xilose ou com o uso isolado das
referidas fontes de carbono. Foi observada a influéncia da concentracdo de xilose e glicose
sobre o desenvolvimento microbiano. Dentre as condicGes avaliadas, o crescimento celular e
producéo de 2,3-BDO foram superiores com o uso de aglcares puros, sendo atingido cerca de
25 e 18 ¢g/L de BDO com glicose e xilose, respectivamente. Com o uso de diferentes
concentragcdes da mistura de agucares, foi observada pequena varia¢édo na producdo de BDO,
em média 8,5 g/L. Embora preliminares, os resultados indicam a metabolizacdo de pentoses,
aléem de hexoses, por E. aerogenes, sendo necessaria, entretanto, a avaliacdo do balanco de
carbono no meio de cultivo a fim de favorecer o processo microbiano global.
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1 Introducéo

O setor agroindustrial brasileiro da cana-de-aclUcar é tradicional e de grande
importancia, visto que o pais € um dos maiores produtores mundiais (PAOLIELLO, 2006).
Para a safra de 2017/18, foi estimada producdo de 647,6 milhdes de toneladas de cana, sendo
na sua maioria, destinada para a producdo de etanol e acucar. A cana-de-agUcar é considerada
uma das grandes fontes de obtencdo de biocombustiveis (CONAB, 2017).

No setor sucroenergético é gerado, como resultado do processamento da cana para
producdo de &lcool, uma grande quantidade de residuos. Entre estes, destaca-se o bagaco da
cana-de-agucar, que corresponde, de acordo com Unido da Inddstria de Cana de AgUcar, a 280
kg para cada tonelada de cana produzida (CASTRO, 2013). Devido a sua caracteristica
energética, esse residuo é utilizado, normalmente, para a geracdo de energia elétrica nas
proprias usinas. No entanto, por meio de tratamentos quimicos, fisico-quimicos ou
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enzimaticos, é possivel a obtencdo de hidrolisados lignocelulésicos, possibilitando a geragdo
de produtos com maior calor de combustédo, com destaque para o 2,3-BDO, um potencial
aditivo de combustivel, que pode chegar a 27.200 kJ/kg, valor superior ao metanol (22.100
kJ/kg) e etanol (29.100 kJ/kg) (FLICKINGER, 1980).

Apesar de ser aproveitado para producdo de energia, 0 bagaco € um material muito
volumoso, sendo necessarias grandes areas para O Seu armazenamento, enquanto a sua
disposicdo ao ar livre propicia a fermentagdo natural, o que acarreta em reducdo do seu
rendimento energético (PAOLIELLO, 2006; BONASSA et al, 2015). Por se tratar de um
subproduto rico em fontes de carbono fermentesciveis, como a xilose e a glicose, 0s
hidrolisados, obtidos a partir do bagaco, consistem uma alternativa de matéria-prima para ser
utilizada em fermentacdes, visando a producéo de 2,3-BDO.

0 2,3-BDO é um alcool que possui caracteristica de biodegradabilidade, o que o torna
interessante, pois pode ser aplicado como intermediario quimico para obtencdo de produtos
com importancia nas mais diversas industrias, principalmente da borracha sintética e do
combustivel, visto que possui um elevado valor de aquecimento e aumenta 0 nimero de
octanas dos combustiveis (BIALKOWSKA, 2016).

Na literatura ha relatos de diferentes microrganismos capazes de producdo de 2,3-
BDO a partir de substratos puros como glicose e xilose. No entanto, apenas alguns o
produzem em quantidade significativa, destacando-se as espécies pertencentes aos géneros
Klebsiella, Enterobacter e Bacillus (BIALKOWSKA, 2016; JI, HUANG & OUYANG,
2011). A espécie Enterobacter aerogenes, apesar de citada como produtora de 2,3-BDO,
ainda nao foi amplamente estudada para esta finalidade. Nesse contexto o objetivo desse
trabalho foi avaliar o crescimento e formacéo de 2,3-BDO por Enterobacter aerogenes ATCC
13048 em meios de cultura sintéticos contendo xilose e glicose, com intuito de simular a
utilizacdo de subprodutos da industria sucroalcooleira.

2 Materiais e Métodos

Os ensaios fermentativos foram realizados com a bactéria anaerobia facultativa
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, obtida do Centro de Culturas Tropical André Tosello
(Séo Paulo, Brasil). A propagacdo das culturas foi realizada em placas de Petri com meio agar
nutriente, durante 24 h, a 37 °C.

O meio mineral utilizado nos ensaios fermentativos foi descrito por Pirt & Callow
(1958), tendo o pH ajustado inicialmente para 5,5 com a adi¢do de HCI 2,0 mol/L. Os meios
foram suplementados com uma mistura de glicose e xilose, visando simular a utilizacdo de
subprodutos da industria sucroalcooleira, ou usadas de forma isolada. Para cada ensaio foram
utilizadas diferentes proporcGes das respectivas fontes de carbono, as quais podem ser
visualizadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Ensaios fermentativos propostos envolvendo a suplementacéo de glicose e xilose no meio

mineral.
Ensaio Glicose (g/L) Xilose (g/L)
S1 5 65
S2 10 60
S3 10 65
S4 60 0
S5 0 60

Os ensaios foram conduzidos em agitador de bancada sob agitagdo reciproca, a 300
rpm e 37 °C, utilizando frascos Erlenmeyer de 500 mL, de gargalo alongado, contendo 100
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mL de meio. O in6culo foi preparado a partir de uma suspensdo de células em &gua
esterilizada, correspondente a 0,2 unidades de densidade Optica para cada 100 mL de meio,
obtidas através da raspagem das células previamente crescidas por 24 h. Os frascos foram
cobertos por uma manta de gaze e algod&o hidréfobo.

Ao longo dos cultivos foram coletadas amostras em espacos periodicos de tempo, a
partir das quais foram realizadas as medicGes de pH, concentracdo celular e andlise de
consumo das fontes de carbono e formagdo de produtos. Durante o cultivo, quando
necessario, o ajuste do pH dos meios foi realizado com a adi¢do de CaCOs.

A concentracédo celular foi quantificada a partir da absorbéncia, determinada a 520 nm
em espectrofotdbmetro. Para andlise das fontes de carbono e produtos, foi realizada a
centrifugacdo da amostra por 10 minutos a 10000 rpm, sendo o sobrenadante recolhido para a
realizacdo de andlises por cromatografia em fase liquida (coluna Aminex HPX-87H, volume
de injecdo de 5 L, a 60 °C, vazdo de 0,6 mL/min e fase movel H,SO,4 0,005 mol/L) (SOUZA
et al, 2017a).

3 Resultados e Discussao

Os trés ensaios foram encerrados em 38 h, antes do consumo total do substrato, pois
verificou-se que ndo ocorria mais 0 consumo do mesmo. Na Figura 1 pode ser observado o
perfil global do ensaio S1, envolvendo crescimento celular, variagdo do pH, consumo de
substrato e formacéo de produtos por E. aerogenes.

Figura 1 — Variacdo da concentracdo celular, pH, consumo de substratos e formacéo de produtos em cultivo de
Enterobacter aerogenes em frascos sob agitacdo, em meio contendo mistura de glicose e xilose (Ensaio S1- 5
g/L glicose + 65 g/L xilose)
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Concentracdo celular méxima (Xmax) foi de 8,6 g/L, atingida em aproximadamente 14
h de processo, seguida de um perfil de reducdo gradual. Como consequéncia do intenso
crescimento celular, ocorre a acidificacdo do meio, 0 que torna necessario o controle desse
parametro, realizada, no caso, com a adigdo de carbonato de célcio. Esta substancia tem baixa
solubilidade, o que proporciona a manutencdo do pH em niveis favoraveis ao
desenvolvimento microbiano. Cerca de 4,4 g/L de substrato residual - mistura de glicose e
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xilose — foi detectada em 38 h de cultivo, o que pode ter acontecido pela adaptacdo parcial do
microrganismo frente a essa mistura de substratos. A concentragdo de 2,3-BDO atingida ao
final desse cultivo foi de 9,08 g/L.

No ensaio S2, a maxima concentracdo celular atingida foi de 6,95 g/L, também em 14
h de processo. Perfil de queda do pH muito semelhante a ensaio anterior (S1) foi observado e,
desta forma, também houve a adi¢do de carbonato de calcio para garantir a estabilidade do pH
durante o cultivo. Cerca de 5,91 g/L de substrato residual foi quantificado e a concentracao de
2,3-BDO atingida ao final do cultivo foi de 8,58 g/L, levemente inferior a atingida no ensaio
S1. O gréfico com os resultados obtidos para o ensaio S2 esta apresentado na Figura 2.

Figura 2 — Variacdo da concentragdo celular, pH, consumo de substratos e formacg&o de produtos em cultivo de
Enterobacter aerogenes em frascos sob agitacdo, em meio contendo mistura de glicose e xilose (Ensaio S2- 10
g/L glicose + 60 g/L xilose)
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Na Figura 3 ¢é apresentado o perfil do ensaio S3. A concentracdo celular maxima foi de
6,50 g/L, em 14 h de processo e, assim como nos ensaios anteriores, foi observada uma queda
no pH do inicio do processo até esse tempo. Nesse ensaio foi identificada concentracdo
residual de substrato ainda superior, totalizando 11,03 g/L, o que indica a necessidade de
adaptacdo da cultura quando exposta a concentracGes crescentes de glicose e xilose. A
concentracdo de 2,3-BDO atingida ao final do cultivo foi de 6,8 g/L, inferior ao obtido em S1
e S2.

Os resultados gerais, referentes a formacao de produto e crescimento celular, obtidos
nas cinco condicdes avaliadas, estdo apresentados na Tabela 2. Nos ensaios S1, S2 e S3,
realizados com a mistura dos agUcares, foram atingidos Xmsx inferiores se comparados com o
ensaio S4, contendo apenas glicose, no qual determinou-se crescimento celular de 24,41 g/L.
Porém, se comparados com o ensaio S5, realizado com xilose, onde o crescimento foi de 5,34
g/L, possivelmente a presenca de glicose na mistura tenha favorecido o desenvolvimento
microbiano, pois apresentaram valores superiores de Xmsx em relacdo ao meio formulado
somente com Xxilose. Em outros ensaios realizados com xilose, também se verificou um
crescimento inferior quando comparado com a glicose, fato que pode estar associado a
diferenca de rota metabolica utilizada para metabolizar agucares de cinco carbonos (xilose) e
as hexoses, de 6 carbonos, como é o caso da glicose.
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Figura 3 — Variacdo da concentragéo celular, pH, consumo de substratos e formacéo de produtos em cultivo de
Enterobacter aerogenes em frascos sob agitacdo, em meio contendo mistura de glicose e xilose (Ensaio S3- 10
g/L glicose + 65 g/L xilose)
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Tabela 2 — Resultados gerais dos cultivos de Enterobacter aerogenes, realizados em frascos sob
agitacdo, em meios contendo glicose e xilose como fontes de carbono.

S1 S2 S3 S4 S5
Xmax (9/L) 8,61 6,95 6,50 24,41 5,34
Txmax () 14 14 14 20 25
Pms BDO 1 (g/L) 4,48 5,19 4,17 15,24 12,87
Pma BDO 2 (g/L) 0,32 0,37 0,0 1,09 1,29
Pmax acetoina (g/L) 4,28 3,02 2,63 8,61 4,57
P total (g/L) 9,08 8,58 6,8 24,94 18,73

Xmax: concentracdo celular maxima; Tx ma: tempo onde atinge 0 Xmax: Pmax: produto méximo formado (meso 2,3-
BDO 1+ dextro-rotatério BDO 2 + acetoina).
Ensaios: S1, 5 g/L glicose + 65 g/L xilose; S2, 10 g/L glicose + 60 g/L xilose; S3, 10 g/L glicose + 65 g/L
xilose; S4, 60 g/L glicose; S5, 60 g/L xilose.

Ao longo do processo fermentativo o microrganismo produz dois isdmeros de 2,3-
BDO, o meso BDO (BDO 1) e o dextro-rotatorio (BDO 2), além de acetoina. A identificacdo
dos isbmeros formados se torna importante tendo em vista a aplicacdo diferenciada destes
compostos na industria (SOUZA et al, 2017b). Nos ensaios S1, S2 e S3 foi identificada
formacdo de BDO 1 de 4,48, 5,19 e 4,17 g/L, enquanto para os testes S4 e S5, observaram-se,
na devida ordem, valores de 15,24 e 12,87 g/L. Em relacdo ao BDO 2, formac¢do menor foi
identificada para todos os testes, 0 que é caracteristico do microrganismo utilizado frente as
condicGes de processo empregadas, resposta encontrada também em testes anteriormente
realizados (SOUZA et al, 2017b). A producéo de acetoina também foi inferior nos ensaios S1,
S2 e S3, atingindo valores de 4,28, 3,02 e 2,63 g/L, enquanto para 0 S4 e S5 foram
determinados valores de 8,61 e 4,57 g/L.

Ao comparar 0s testes realizados com a mistura de agucares ou com o uso isolado de
glicose ou frutose, verificou-se que a maior formacdo de produto nos ensaios com a fonte de
carbono isolada, apresentando valores de Pmsx médio de 25 g/L para o0 S4 e 18 g/L para o S5,
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ressaltando que no ensaio com xilose (S5) observa-se menor formagéo total de produto pela
diferenca da cadeia carbdnica de glicose e xilose. Apesar do desempenho constatado em S4 e
S5, 0 mesmo ndo foi observado quando os agUcares foram misturados, tendo uma formagéo
de produto inferior para os ensaios S1, S2 e S3. Isto pode ter ocorrido devido a um desvio da
rota metabdlica para formacdo de outros compostos intermediarios, como o acido acético e
acido latico. Relatos na literatura indicam a ocorréncia de desvios de rota metabdlica com a
utilizacdo de diferentes aclcares e combinagdes de agUcares com emprego do mesmo
microrganismo. Entre o0s testes realizados com a mistura dos agucares 0 que apresentou maior
formacéo de 2,3-BDO foi o0 ensaio S1, atingindo um valor médio de 9,0 g/L.

4 Conclusao

Com a utilizacdo da mistura de fontes de carbono (glicose e xilose), presentes em
maior quantidade nos hidrolisados lignocelulésicos de bagaco de cana-de-agucar, verificou-se
a menor formagédo de 2,3-BDO se comparado aos ensaios realizados com o uso das fontes de
forma isolada. Isto pode estar relacionado, entre outros fatores, ao desvio da rota metabdlica
quando na presenca de outros acUcares fermentesciveis. Desta forma, estes resultados
preliminares indicam a necessidade de avaliagéo, em biorreatores em escala de bancada, de
outros parametros que podem influenciar o desempenho microbiano global.
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