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Resumo: o biobutanol tem emergido como um biocombustivel
promissor devido a sua alta densidade energética e compatibilidade
em misturas com gasolina. Uma etapa fundamental na producéo de
biobutanol é a fermentacdo de acetona-butanol-etanol (ABE), um
bioprocesso mediado por bactérias anaer6bias do género
Clostridium que podem assimilar diversas hexoses e pentoses.
Embora a fermentagdo de hexoses e pentoses seja uma abordagem
simples, a assimilagdo simultanea desses aglcares pode levar a
supressdo metabdlica da xilose pela glicose. Assim, o presente
projeto tem como objetivo avaliar diferentes estratégias para a co-
fermentacdo de glicose e xilose de meios sintéticos. Foram
avaliadas cinco estratégias, considerando glicose e xilose como
fontes de carbono, fermentadas isoladamente, sequencialmente ou
simultaneamente. A concentracdo de glicose (40 g/L) e xilose (20
g/L) foi definida de acordo com a composigdo tipica de hidrolisados
lignoceluldsicos. A melhor estratégia avaliada foi utilizar primeiro
a glicose, seguida da suplementagdo de xilose (S5). O rendimento e
a concentracdo de butanol foram de 0,35 gbutanol/gglicose CONSUMida e
11,97 g/L, respectivamente.

1. Introducéo

Os processos fermentativos para conversdo de residuos
lignoceluldsicos em biocombustiveis, produtos quimicos e
materiais sdo uma opgao sustentavel com baixa demanda energética
no contexto das biorrefinarias. A fermentacdo ABE (acetona,
butanol, etanol) ou IBE (isopropanol, butanol, etanol) é uma opgéo
promissora para explorar glicose e xilose, os dois principais
agucares nas biomassas lignocelulésicas. Tais fermentages sdo
mediadas por bactérias do género Clostridium, capazes de
metabolizar uma variedade de monossacarideos, incluindo muitas
hexoses e pentoses, proporcionando uma vantagem significativa
sobre 0s microrganismos produtores naturais de etanol, que s6
conseguem sintetizar algumas hexoses [1].

Embora cepas de Clostridium possam metabolizar a glicose ou
a xilose individualmente, a assimilagdo da xilose é inibida quando
a glicose esta disponivel no meio de reagdo [2]. Portanto, estudar
estratégias de assimilacdo de hexoses e pentoses é essencial para a
utilizacdo eficiente de aglcares na biomassa lignocelul6sica.
Assim, este estudo tem como objetivo avaliar diferentes estratégias
de co-fermentacdo de glicose e xilose, adicionando essas fontes de
carbono de forma individual, simultanea ou sequencial.

2. Materiais e Métodos
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 da Colecdo de
Culturas ARS (Agricultural Research Services), EUA, foi utilizado
em ensaios de fermentacéo.

A ativacdo dos esporos foi feita em meio RCM (Reinforced
Clostridium Medium) com xilose ou glicose como fonte de carbono
a 37°C até densidade Optica (D.O) de 2-2,5 (aproximadamente 24
h). Apos a inoculagdo, 10% v/v de indculo foi ressuspenso no meio
com a seguinte composi¢do (g/L): fonte de carbono (glicose (40)
e/ou xilose (20)); acetato de aménio (2,2); KH2POa (0,5); K2HPO4
(0,5); vitaminas (acido para-aminobenzdico (0,1), tiamina (0,1) e
biotina (0,01)) e sais minerais (MgSO4.7H20 (0,2); MnSO4.H20
(0,01); FeS0O4.7H20 (0,01); NaCl (0,01). )5. O pH do meio de
fermentacdo foi ajustado para 6,5 com HCI ou KOH, conforme
necessario. As solugdes foram autoclavadas por 15 minutos a 120°C
para esterilizar o meio e depois seladas para garantir a anaerdbia do
meio e evitar contaminagdo com 0 ambiente externo. A fermentacédo
foi realizada estaticamente em meio anaerébio a 37 °C.

Diferentes configuracGes de fermentacdo foram realizadas para
determinar a estratégia ideal de metabolizagdo da glicose e xilose,
sendo elas: 1) Fermentagdo isolada de xilose (S1) ou glicose (S2);
2) Co-fermentacdo da glicose e da xilose, onde ambos os agUcares
sdo fermentados simultaneamente (S3); 3) Lote sequencial: a
primeira etapa contendo apenas Xilose seguida de alimentagdo com
glicose (S4), ou a primeira etapa contendo apenas glicose seguida
de alimentacdo com xilose (S5). A segunda fonte de carbono foi
adicionada quando a concentracdo de aglcar no meio caiu para
menos de 10 g/L. As concentragdes iniciais de glicose e xilose
foram definidas com base nos niveis esperados em hidrolisados
celulésicos e hemicelulésicos.

Aliquotas foram retiradas durante a fermentacdo e
analisadas por HPLC dos solventes (acetona, etanol, butanol)
produzidos, bem como dos agucares (glicose e xilose) consumidos.
O cromatografo (Shimadzu LC-10AD) foi equipado com detector
de indice de refragdo (Shimadzu RID-10A) e coluna de excluséo
ibnica Aminex HPX-87H utilizando &cido sulfurico 5 mM a 0,6
mL/min e 35 °C.

Para avaliar os parametros de fermentacéo foram avaliados
o rendimento e a produtividade de butanol, calculados pelas
equagdes 1 e 2, respectivamente:

g Butanol ) _

CButanol - (1)
g Aglicar consumido

Rendimento ( =
CAqucar,o _CAgu'car,f

onde: Coutanol € @ concentragdo (g/L) de butanol obtida ao
final da fermentac&o; Cacucar,0 € @ concentracéo de acucares no inicio
da fermentacdo, e Cagucar, £, final é a concentracdo de aglcares no
final da fermentacéo.

Produtividade (g B”m""l) — CButanol -

Lh - Tempo de fermentagao -

O tempo de fermentagdo variou entre as diferentes
estratégias e foi definido como o periodo até que o consumo de
aclcar e a produgdo de butanol estagnassem.

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas. Os
resultados sdo relatados como média + erro padrdo. O teste de
Tukey avaliou a significancia estatistica das diferencas entre os
grupos, considerando o nivel de confianga de 90% (p < 0,10).

3. Resultados e discussdo
Ativacdo de bactérias em meio RCM com diferentes
fontes de carbono
A ativacdo dos esporos foi realizada em glicose ou xilose
para analisar seu tempo de crescimento em diferentes fontes de
carbono. A Figura 1 mostra o crescimento celular usando densidade
oOptica em fungdo do tempo de inoculagao.

O perfil de crescimento mostra que C. acetobutylicum pode
crescer em ambas as fontes de carbono, mas cresce mais
rapidamente em glicose. A fase de crescimento exponencial inicia-
se por volta das 19 horas no meio com glicose, enquanto no meio
com xilose inicia-se as 24 horas. Fermentacbes bem-sucedidas
requerem crescimento celular exponencial, caracterizado por
intensa atividade metabdlica e densidades oOpticas.

Os resultados confirmaram a preferéncia das bactérias
pela glicose, o que ¢ esperado, uma vez que a glicose é a fonte de
carbono mais facilmente metabolizavel pelos microrganismos.
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Figura 1 - Cinética de crescimento em diferentes fontes
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Avaliag8o das estratégias de fermentagéo

A Tabela 1 representa os principais resultados de
concentracéo, produtividade e rendimento de butanol. O tempo de
fermentacdo em cada teste referiu-se a0 momento em que o
consumo de substrato e a geragéo de produto estagnaram:

Tabela 1 - Resultados de fermentacéo para as diferentes
estratégias avaliadas

S3
S1 S2 .
20 g/L xil +
20 g/L xil. 40 gIL glic. gibxi
40 g/L glic.
47h 146 h 96 h
Consumo de 0% 63% 95%
glicose (%)
Consumo de o o )

Xilose (%) 44% 0% 15%
Butanol (g/L) 3.57 £0.22% 8.84 +0.31° 8.47 £0.70°
Rendimento

Butanol
(gbutanolfg agicar 0.43 +0.012° 0.32£0.017° 0.21 +0.001'
consumido)
Taxa do consumo
de substrato 0.08 +0.00 0.17 £0.03 0.25+001
@/(L.h)
Produtividade de
butanol 0.076 +0.005" 0.061 +0.002' 0.088 +0.005"
(9/(L.h))
S4 S5
20 g/L xil sup. 40 g/L glic. 40 g/L glic. sup. 20 g/L xil.
Antes sup. Apos sup. Antes sup. ApOs sup.
168 h 146 h 216 h
72h
Consumo de 0% 55% 70% 100%
glicose (%)
Consumo de o, o o o

Xilose (%) 69% 0% 0% 0%
Butanol (g/L) 3.29 +0.49° 9.15 +0.27° 8.55 +0.42° 11.97 +0.26°
Rendimento

Butanol
(gbutanolig agicar | 0-24+0.017"¢ | 0.28+0.026%° 0.35 +0.018° 0.34 +0.007°
consumido)
Taxa do consumo
de substrato 0.17 +0.00 0.01+0.02 0.16 +0.00 0.04 +0.00
@/(L.h)
Produtividade de
butanol 0.039 + 3E-4 0.054 +0.002' 0.059 +0.003 0.055 +0.001'
(9/(L.h))
As letras minusculas sobrescritas representam o teste de

Tukey para comparagdes maltiplas entre linhas (p < 0,1) de cada

ensaio.

A taxa de consumo de xilose em (S1) foi 2,1 vezes menor que

a de glicose (S2), reiterando a preferéncia do microrganismo por
esta Ultima. Além disso, em S2, a producédo de butanol foi 2,48
vezes maior. A concentragdo de butanol foi possivelmente baixa
em S1 devido a baixa concentracdo inicial de xilose, que foi
insuficiente para sustentar as fases acidogénica e solvatogénica.
Nesse sentido, foi proposta a estratégia S3 para aumentar a
concentracdo inicial de substrato, onde glicose e xilose
estivessem disponiveis. Em 96 horas de reagdo, o consumo de
substrato foi de 95% para glicose e 15% para xilose, indicando
repressao catabolica pela glicose, onde a célula suprime a
assimilacdo de pentose em favor da presenca de glicose, fonte de
carbono mais facilmente metabolizavel. Apesar do baixo
consumo de xilose, a producdo de butanol foi satisfatdria (8,47
g/L), atingindo valores estatisticamente iguais ao S2.

Curiosamente, a produtividade de butanol em S3 foi 1,4 vezes
maior que em S2 e maior que nas demais condicdes. Este
comportamento  provavelmente estd associado a maior
concentragdo inicial de substrato, o que leva a uma maior taxa de
crescimento celular, aumentando assim a produtividade dos
metabdlitos.

A estratégia S4 é proposta para explorar a xilose de forma
mais eficiente, uma vez que esta é a Unica fonte de carbono até o
momento da suplementacdo. Neste ensaio, 69% da xilose foi
consumida antes da suplementagdo, rendendo 0,24 gbutanol/Qxilose
consumida € 3,3 g/L de butanol. Ap6s a suplementacdo de glicose, o
consumo de xilose foi completamente inibido, com 55% de
utilizacdo de glicose apds mais 96 horas de fermentagdo. O
consumo incompleto de glicose esta provavelmente associado a
inibi¢&o celular pelo produto (butanol). Ao final da fermentacéo
obteve-se uma concentragéo de butanol de 9,15 g/L.

As estratégias S1 e S4 (antes da suplementacdo) ndo
apresentaram diferenca estatistica (p < 0,1) na concentragdo de
butanol, o que ja era esperado, pois as condi¢fes eram as mesmas.
O mesmo comportamento é observado em S2, S3 e S5 (antes da
suplementacdo), que também apresentam condigdes iniciais
iguais. O ensaio S3, apesar de conter xilose, ndo apresenta
diferencas significativas, pois a xilose ndo foi metabolizada para
produzir butanol.

O ensaio S1 apresenta diferengas significativas quanto ao
rendimento de butanol devido a baixa concentracdo de xilose
consumida. S2, S4 (apos a suplementacdo) e S5 (antes e apds a
suplementacéo) ndo apresentaram diferencas significativas (p <
0,1) no rendimento de butanol. Observa-se que a suplementacdo
de glicose (S4) aumentou o rendimento de butanol, aumentando
de 0,24 para 0,28 g/g. S1 e S3 ndo apresentaram diferencas
significativas na produtividade de butanol, com valores maiores
gue nos demais ensaios. Esse comportamento esta associado a
estagnacdo da fermentacdo em um curto espago de tempo,
gerando, portanto, um valor de produtividade maior.

A produgdo de butanol atingiu o titulo maximo (11,97 g/L)
no S5 ap6s suplementacdo com xilose. Apos a suplementagéo, a
glicose foi totalmente consumida. Conforme observado em S3, a
presenca simultdnea de pentoses e hexoses pode melhorar a
fermentacdo, levando a maior concentragdo e/ou produtividade de
butanol. Certamente, a xilose ndo foi consumida porque o nivel
de butanol alcancado ja era toxico para as bactérias. Estudos
descobriram que a sintese de xilose por C. acetobutylicum é
altamente sensivel ao butanol [3].

4. Conclusbes
A fermentagdo ABE é uma estratégia promissora para a

producéo de biocombustiveis a partir de hidrolisados celulésicos
e hemicelulésicos, uma vez que C.acetobutylicum demonstrou a
capacidade de fermentar aglicares C5 e C6. A estratégia S3 e S5
foram as melhores estratégias para producdo de butanol,
alcancando o melhor desempenho fermentativo. Para estudos
futuros, exploraremos concentragcbes mais elevadas de xilose
(entre 40 e 60 g/L) para investigar o potencial de aumento da
producdo de butanol exclusivamente a partir desta fonte de
carbono.
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