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Resumo: O processo de fermentagdo de acetona-
butanol-etanol (ABE) emerge como uma opgao
promissora para producdo de biocombustiveis. Contudo,
a viabilidade comercial do processo ABE tem sido
comprometida devido aos baixos rendimentos e
concentragdes de produtos alcangados. No presente
trabalho, foi investigado o uso de agentes redutores (L-
cisteina e &cido ascorbico) de baixo custo como
estratégia para melhorar a producdo de butanol na
fermentagdo. O wuso de agentes redutores nas
concentragdes (0,3 e 0,6 mM) e momento de adi¢do (0
h) avaliados apresentaram desempenho ligeiramente
inferior ao controle (sem adicdo de agente redutor).
Diante disso, sugere-se investigar concentracdes
menores e adicdo do agente redutor durante a fase
exponencial de crescimento da bactéria fermentativa.

1. Introducéo

O processamento de residuos lignocelulésicos por
meio de rotas fermentativas tem mostrado ser uma
possibilidade  promissora  para  producdo  de
biocombustiveis e bioprodutos.

Dentre as vias bioquimicas para a producdo de
biocombustiveis, a fermentacdo ABE se destaca. Nessa
via, 0s produtos formados sdo acetona, etanol e butanol
na proporcdo massica de 3:6:1, respectivamente. O
residuo lignocelul6sico deve ser primeiramente pré-
tratado para remocdo de lignina e aumento de
acessibilidade dos polissacarideos, posteriormente
hidrolisado para obtencéo dos aglcares fermentesciveis
e fermentado anaerobicamente por bactérias do género
Clostridium para geracao dos solventes ABE.

O biobutanol (n-butanol) é o produto de maior
interesse, com varias vantagens como combustivel
veicular. Suas propriedades sdo similares as da gasolina,
podendo ser misturado em até 40% (v/v) sem impactos
negativos nos motores de ignicdo por centelha. Além
disso, € menos corrosivo, possui maior poder calorifico
e menor volatilidade do que o etanol (GUAN et
al.,2016). Também é mais biodegradavel e seguro para
armazenagem se comparado a gasolina.

Um dos principais desafios no processamento de
biomassa para biobutanol é a etapa de fermentacdo
ABE, cujo rendimento de butanol é baixo (~ 0,3
Obutanol/Qagicar consumido) devido & baixa tolerancia do
microrganismo ao préprio produto (biobutanol) e a
compostos inibidores (fendlicos, furanos e &cidos
alifaticos) provenientes do pré-tratamento da biomassa.
Neste contexto, a utilizacdo de agentes destoxificantes e
redutores podem melhorar a eficiéncia da fermentacéo.
Os agentes destixificantes atuam na remocdo de
compostos fenolicos do hidrolisado lignocelulésico
antes da fermentacdo. Ja os agentes redutores utilizados

durante a fermentacdo fornecem elétrons para a
regeneracdo oxidativa (dado que durante a fermentagdo
uma sequéncia de reages REDOX ocorre) das células.
O fornecimento adequado de NAD+ e NADH durante a
fase de producédo de solventes é crucial para obter uma
boa concentracédo final de butanol.

Neste sentido, o presente estudo tem por objetivo
avaliar o uso de agentes redutores e destoxificantes na
eficiéncia da fermentagdo ABE de hidrolisado de
bagaco de cana-de-aglcar, visando aumento da
producdo de butanol em comparacdo com 0 meio
convencional (sem adi¢do de agentes redutores). Para
isso, foi utilizado polisorbato 80, conhecido também
como Tween 80, na hidrélise enzimédtica, e
posteriormente a destoxificagdo com carvdo ativado,
para remover compostos fendlicos presentes no
hidrolisado. Além disso, outros compostos como a L-
cisteina e acido ascorbico foram empregados como
agentes redutores na etapa fermentativa.

2. Metodologia

O residuo lignocelulésico, apds coletado e triturado,
foi pré-tratado com &cido sulfurico (1,4% m/m) a 121°C
por 55 min (condic¢do otimizada em estudos anteriores)
[1]. Esse processo teve como objetivo desestruturar a
matriz lignocelulésica e aumentar a acessibilidade da
celulose. Em seguida, a biomassa pré-tratada foi
submetida & hidr6lise enzimética utilizando 20
FPU/gcenuiose da enzima comercial Cellic®Ctec2 e 10%
m/v de carga de solidos. A mistura foi agitada a 250
rpm em incubadora shaker a 50 °C por 48 h, visando
obter os agUcares fermentesciveis (glicose e xilose).
Durante esta etapa, também foi adicionado Tween 80
(1% V/Vreagao), que tem a fungdo de minimizar a adsorgéo
da enzima na lignina presente na biomassa.

O hidrolisado resultante foi submetido a um
processo de destoxificagdo com carvdo ativado (5%
Mearvao/Vreacional) @ 28 °C por 1 h para remoc¢do dos
compostos fenodlicos presentes no hidrolisado.

O microrganismo utilizado na fermentacdo ABE foi
o Clostridium acetobutylicum ATCC 824. A ativacdo
dos esporos da bactéria foi feita em meio RCM
(Reinforced Clostridium Medium) a 37 °C até densidade
otica (D.O) de 2-2,5 (aproximadamente 24 h).

5%  Vinsculo/Viorat  das  células ativadas foram
ressuspendidos no hidrolisado celulésico, dando inicio a
fermentagdo ABE. Dois agentes redutores (L-Cisteina e
acido ascorbico) foram adicionados no meio reacional
no tempo inicial, em concentragdes de 0,3 e 0,6 mM.

Ap6s adicdo de todos os compostos, os frascos
foram acondicionados na estufa a 37 °C por 96 h.

A fermentacdo foi realizada em 18 ensaios com
réplicas sendo distribuidas conforme a tabela 1 a seguir:
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Tabela 1 — Ensaios fermentacdo ABE

x Hldrollsgt_jo Hidrolisado destoxificado
ndo-destoxificado
Ensaio Condigao Réplica Ensaio Condigao Réplica
Sem Sem
1 agentes 10 agente
redutor redutor
2 Hid. + &c. A 11 Hid. + ac A
ascorbico ascorbico
3 0,3 mM B 12 0,3 mM B
4 Hid. + L- A 13 Hid. + L- A
cisteina cisteina
5 0,3 mM B 14 0,3 mM B
6 Hid. + ac A 15 Hid. + ac A
ascorbico ascorbico
7 0,6 mM B 16 0,6 mM B
8 Hid. + L- A 17 Hid. + L- A
cisteina cisteina
9 0,6 mM B 18 0,6 mM B

Durante a fermentagdo, aliquotas foram retiradas
para analise dos produtos formados e substrato
consumido por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).

3. Resultados
Apenas as condicBes que levaram aos resultados
mais expressivos foram apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Desempenho Fermentacéo

Hid. Hid. Hid. + &c. Hidrolis.
s/ Destox ascorb. destox. +
redutores s/ 0,3mM ac. Ascorb.
redutores 0,3mM
Glicose
Inicial 33,42 33,46 29,88 29,91
(9/L)
Xilose
Inicial 4,92 4,80 4,39 4,29
(9/L)
Glicose
consumida 32,97 32,98 29,43 +0,01% |29,44 £ 0,072
(g/L)
Consumo a a
xilose (%) 56 41 41+0,04 65+ 0,01
Consumo
glicose (%) 99 99 98 98
Acetona 2,65 284 | 217+012%| 1,97 +0,45°
(9/L)
Butanol 7,70 7,51 6,86 +0,12%| 6,57 +0,56°
(9/L)
Etanol
1,65 1,25 1,58 +0,07 | 1,08+0,04°
(9/L)
Total ABE | 1509 11,60 |10,61+0,07¢| 961+0,15°
(9/L)
Rend.
produto
(Gbutanc 0,23 0,23 0,23 0,22
Jglicose
consumida
)
Acido
Acético 2,91 3,80 2,81+0,03% 3,52+0,26°
(9/lL)

8valor médio + desvio padréo representam a média de ensaios
realizados em duplicata.

4, Discuss0es e conclusdo

Através da tabela 2, observa-se que o efeito da
destoxificacdo mostrou-se pouco significativo, uma vez
apresentou valores similares ao hidrolisado né&o-
destoxificado. Analises realizadas indicaram baixa
concentragdo (0,3 g/L) de compostos fendlicos no
hidrolisado bruto, o que sugere que a destoxificacdo ndo
teve efeito positivo na fermentacdo. Trabalhos da
literatura [2,3] relatam que concentracdo de fendlicos
acima de 0,8 g/L tornam-se inibidoras para Clostridium.

A adicdo de agentes redutores durante a fermentacao
resultou em uma producdo ligeiramente menor de
butanol em comparacdo com o experimento controle.
Possivelmente, as concentragdes avaliadas foram altas e
adicionadas em fase de crescimento inadequada para as
células.

Como estudos posteriores, faz-se necessario
adicionar o0s agentes redutores apés 12 h de
fermentagdo, que corresponde ao meio da fase
exponencial de crescimento (alta atividade metabdlica)
e, portanto, permite uma maior conversao de NADH
[4]. Além disso, sugere-se a investigacdo de
concentragdes menores de agentes redutores e a possivel
suplementacdo de glicose, uma vez que todo o aglcar
foi consumido durante a fase acidogénica, ndo havendo
fonte de carbono para iniciar a fase solvatogénica.
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