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ABSTRACT

Aim of the present work is the study of the bio-oxidation of 2,3-butanediol to diacetil and acetoin, two compounds that
can be used for the production of more complex flavours. Their production through the traditional chemical way implies
the use of catalysts that can be hazardous for human health. A lot of work has been done on the production of these
compounds by lactic bacteria, among which Lactococcus lactis and Streptococcus lactis, whereas nothing is known
about their possible synthesis through 2,3-butandiol oxidation by acetic bacteria. Preliminary batch productions of
diacetyl and acetoin by Acetobacter hansenii have been performed to study the effects of oxygen and starting substrate
levels on the yields of both products. The experimental results have then been used to propose a kinetic model able to

describe this process.

1. INTRODUCAO

A acetoina € uma hidroxicetona com quatro dtomos
de carbono que tem elevada polaridade devido a
hidroxila e a carbonila, acentuada pelo curto
comprimento da cadeia carbdnica. Esta particular
caracteristica confere ao composto uma boa
solubilidade em 4gua e um ponto de ebuli¢do mais
elevado seja do alcano que do alqueno
correspondentes. A acetoina € usada como
componente para a producdo de diversos aromas de
interesse alimenticio, por ter um caracteristico odor
de manteiga. O diacetil, que ¢ uma dicetona cuja
estrutura quimica difere daquela da acetoina por ter
a hidroxila-substituida por outra carbonila, é muito
hidrossoliivel, tem wum ponto de ebulicio
relativamente elevado e possui propriedades fisicas
¢ quimicas muito parecidas com as da acetoina.
Também o diacetil é um aroma da indQstria
alimentar com sabor de manteiga, que pode ser
usado como aditivo em produtos de forno ou como
precursor para a sintese de outros aromas. Devido
20 seu uso no setor alimenticio, seria muito
interessante  conseguir  produzir ambos  estes
produtos por via biotecnoldgica.

Embora diacetil ¢ acetoina sejam predutos
secundarios do metabolismo de numerosas
bactérias, os rendimentos a partir de glicose sdo
geralmente baixos e, portanto, sdo procuradas as
condigdes de processo que possam incrementé-los.
Os microrganismos mais estudados sdo as bactérias
lacticas, quais Lactococcus lactis e Streptococcus
lactis (Shimazu et al. 1985, Cogan 1995, Cogain-
Bousquet et al. 1996, Escamilla er al 1996,
Rondags et al. 1999, Petit e al. 1989).

Em alternativa, tanto o diacetil quanto a acetoina
podem ser produzidos por simples oxida¢do do 2,3-
butandiol mediante bactérias acéticas, se bem que
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as referéncias bibliograficas a este proposito sejam
praticamente inexistentes. Objetivo deste trabalho é o
estudo das condigdes de operagdo Otimas (oxigénio e
concentracdo de substrato) que possibilitem a obtengdo dos
melhores rendimentos e a modelagem cinética do
processo.

2. MATERIAIS E METODOS

Microrganismo. Acetobacter hansenii MIM 2000/5 era
mantido em PDA apés incubagdo a 28°C durante 48 h. Em
seguida, as células eram utilizadas para o pré-inoculo do
terreno liguido de crescimento cuja composigdo era: 25 g/l
glicerol e 10 g/l extrato de levedura. O crescimento era
conduzido em frascos de 500 ml contendo 200 ml de
solugdo em agitador rotativo 250-300 rpm durante 48 h. A
células eram separadas do meio liquido mediante
centrifugacdo estérit a 8000 rpm por 15 min e
sucessivamente utilizadas para o inoculo do terreno de
fermentagdo, cuja composi¢io era: 23-butandiol em
concentragdo variavel, 0.2 g/l K,HPO, e 0.1 g/

Condi¢des de fermentacdo. As ferinentagdes foram
conduzidas num  fermentador  Applikon, modelo
Z61103CT04, de 3 litros, equipado com um sistema de
controle € regulacdo das variaveis de processo (Applikon
ADI 1030). O pH foi mantido a 5.5 mediante adi¢do de 0.5
N NaOH e 0.1 N H,S0, de acordo com as necessidades,
enquanto  a temperatura selecionada foi 28°C. A
concentragdes desejadas de oxigénio dissolvido (varidveis
entre 10.0% e 27.5% do valor de saturacio a mesma
temperatura) eram selecionadas regulando com um
fluximetro o fluxo de oxigénio no ingresso do fermentador
¢ variando as condigdes de agitagio (100-450 rpmy).




Métodos analiticos. As concentragoes de 2,3-
butandiol, diacetil e acetoina eram detectadas
através de um HPLC Hewlett Packard 1100
equipado com integrador HP 1047 ¢ coluna
SUPELCOGEL H 300x7.8. As condi¢des analiticas
eram: T = 35°C; fase mével 0.1% H;PO; em dgua;
fluxo de 0.5 mi/min. A concentragdo celular era
calculada por via gravimétrica usando filtros com
porosidade de 0.45 pm. A producdo de CO; era
determinada mediante titulagio (ISO, 1997) apos
coleta do gas na saida do reator em solugdes de
Ba(OH),.

3. RESULTADOS E DISCUSSAQO

Os ensaios foram planejados mediante um método
fatorial com ponto central (Montgomery, 2000). Os
pardmetros  varidveis eram a aeracio e a
concentracao inicial de substrato (1.8,4.5,7.0,10.0
g/l), enquanto a concentragio inicial de biomassa
era mantida ao valor constante de 1.2 g/I.

Com vista & selecdo das condi¢des Gtimas de
acragdo € a4 maximizagio dos rendimentos de
produtos, foi variada a concentragio de oxigénio
(10.0, 15.0, 20.0, 27.5% do valor de saturagio a
28°C) mantendo constante a concentragdo de 2,3-
butandiol ao valor de 10,0 g/I. A Figura 1 ilustra os
comportamentos da concentragio de acetoina e de
diacetil em fun¢do do tempo destas fermentagdes.
Pode-se notar como em condicdes de oxigenagido
suficientemente elevada (O, = 27,5%) ndo houve
sequer produgdo de diacetil, enquanto a aeragdo a
nivel baixo (O; = 10,0%) aumentou a duragio total
da transformagio.
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Figura 1. Concentragdes de diacetil e acetoina em
funcdo do tempo. Ensaios conduzidos a diversos
teores de oxigenagdo: ([J) Diacetil-10,0%:; ()
Acetoina-10,0%; (<)  Diacetil-15,0%; (&)
Acetoina-15,0%;  (O) Diacetil-20,0%; (@)
Acetoina-20,0%: (+) Diacetil-27,5%; (X) Acctoina-
27,5%.

A Tabela 1 mostra os rendimentos em acetoina e
diacetil calculados para as fermentagdes conduzidas
com oxigenagdo variavel.

25

Tabela 1. Rendimento em acetoina e diacetil obtidos
através de ensaios a diversos teores de oxigenagio.

0, (%) Y acetoina (g/g,) | Y diacetil (g4/g,)
10.0 0.602 0.0230
15.0 0.612 0.0438
20.0 0.545 0.0428
27,5 0.390 0,0000

Pois os melhores resultados foram obtidos em presenca de
concentragdo de oxigénio entre 15,0 ¢ 20,0% do valor de
saturagdo, as sucessivas fermentagdes a  diversas
concentragbes iniciais de substrato foram executadas
mantendo o nivel de oxigenagio perto deste valor 6timo
(O2 = 15,0%). A Figura 2 ilustra os resultados salientes
destes ensaios em termos de concentragdes de acetoina e
diacetil em fungdo do tempo. Pode-se ver como a produgdo
de acetoina seja particularmente interessante, enquanto a
concentrago de diacetil fique niveis
insatisfatorios.
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Figura 2. Concentragdes de diacetil e acetoina em fungdo
do tempo. Ensaios conduzidos a diversas concentragdes
iniciais de substrato: (+) Diacetil-1,8 g/l; (X) Acetoina 1,8-
g/l; (A) Diacetil 4,5-g/1; () Acetoina-4,5g/1; (O) Diacetil
7,0-¢/l; (@) Acetoina-7,0 g/l; (0)) Diacetil-10 g/1; (M)
Acetoina-10 g/l.

Em adigdo, os dados de Tabela 2 evidenciam um
progressivo aumento do rendimento em acetoina e uma
progressiva diminuigdo do rendimento em diacetil ao
crescer da concentragio de substrato.

Tabela 2. Rendimento em acetoina e diacetil obtidos
através de ensaios a diversas concentragles iniciais de
substrato (C)).

C; (g/l) Y acetoina (g,/g,) Y diacetil (g4/g,)
1,8 0.354 31,81
4,5 0.609 11,33
7,0 0.620 4,28
10,0 0.612 4,38




Vale ressaltar o fato que os rendimentos foram
calculados usando sempre os valores maximos de
concentragdo dos produtos, que no caso da acetoina
sempre coincidiram com o valor final, enquanto no
caso do diacetil foram freqiientemente encontrados
antes do término da fermentacio.

Na segunda fase do trabalho tem sido realizado um
estudo cinético com vista a possiveis aplicagdes
futuras do processo em escala industrial, As
equagoes cinéticas se baseiam sobre a hipotese que
A. hansenii atuc a oxidagdo completa do 2.3-
butandiol através de duas reacdes em serie. No
primeiro estadio, o substrato seria transformado em
acetoina € no scgundo em diacetil, gracas a
oxidagdio de ambas as hidroxilas. Supde-se também
que a primeira oxidagdo seja irreversivel enquanto a
segunda seria reversivel, com uma constante de
equilibrio que favoreceria a formagdo do composto
menos oxidado (acetoina):
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Considerando que essas reagdes procedem em
solu¢ao aquosa em presenga de biomassa ¢ que o
rendimento em diacetil decresce com o aumento da
concentragdo de 2,3-butandiol, a hipdtesc mais
direta ¢ a cinética de Monod combinada com
inibicdo devida ao substrato. Tem sido também
considerado o efeito da oxigenagio sobre o
crescimento ¢ a produgio dos compostos oxidados.
Com base nessas hipoteses ¢ desprezando, em
primeira aproximagio a produgio de CO,, todas as
geragdes (crescimento celular, produgio de acetoina
e produgio de diacetil) teriam a forma:
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Pois esse modelo ndo seria facil de se utilizar por
causa da presenga de um nimero excessivo de
pardmetros, supde-se que tanto a reagdo direta
quanto aquela inversa do segundo estagio possam
ser descritas pela cinética de Michaelis-Menten, o
que equivale a dizer que o consumo dos produtos
acetoina ¢ diacetil ndo contribui ao crescimento
celular. O modelo cinético, portanto, torna-se
constituido pela relagio anterior (Eq. 3) ¢ pela
seguinte equagio:

Vimaxi Cpi

] .
P Ami + Cpi

(4)

De acordo com as simplificagdes acima descritas, o
numero de pardmetros a serem determinados reduz-se de
I8 para 10, de modo a limitar a possibilidade de erro de
interpolagiio  dos dados numéricos em relacdo  aos
fendmenos fisico-quimicos envolvidos. Os pardmetros tém
sido determinados sob base estatistica utilizando-se um
programa de claborag¢do de dados baseado sobre o método
da maxima verossimilhanga. Todavia, foi possivel estimar
$0 7 dos 10 pardmetros cinéticos devido a um numero de
dados experimentais insuficiente para o modelo proposto.
Em adigdo, os dados experimentais de alguns dos ensaios
ndo sio bem interpolados pelo modelo proposto, o que
sugere de exccutar um maior numero de ensaios e de
cfetuar um estudo microcinético mais aprofundado.

Vale salientar, em fim, que os rendimentos em acetoina
foram mais satisfatorios dos que os de diacetil seja para
aos ensalos a oxigenagdo variavel que para aqucles a
concentragdo inicial de substrato varidvel. Em condigdes
de oxigenagdo limitada (O, = 10%), o microrganismo foi
incapaz de oxidar completamente o 2.3-butandiol,
acumulando-se desta forma acetoina no meio de cultivo:
ao contrdrio, em presenga de um teor suficientemente
elevado de oxigénio a producio de diacetil foi totalmente
inibida. Com basec a essas considera¢des e aos resultados
apresentados, as condigdes Otimas para a produgdo de
ambos os produtos parecem encontrar-se com valores
intermediarios de oxigenagio (15,0-20,0%) ¢ com a
concentragdo de substrato mais baixa (1,8 g/1).
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