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Resumo: A fermentacio ABE (acetona-butanol-etanol)
€ uma rota sustentavel para biocombustiveis e quimicos
a partir de residuos agroindustriais, utilizando bactérias
Clostridium em condicfes anaerobicas. Essas bactérias,
embora capazes de metabolizar diferentes hexoses e
pentoses, possuem baixa tolerancia ao butanol, limitando
a producéo a cerca de 10 g/L, além de serem sensiveis
aos inibidores presentes em hidrolisados
lignocelulésicos. A imobilizacdo das células em matriz
polimérica surge como uma alternativa para protegé-las
do meio reacional. Este trabalho visa imobilizar células
de Clostridium Acetobutylicum para aumentar a
eficiéncia da  fermentacdo  de  hidrolisados
lignocelul6sicos, buscando resultados superiores aos
métodos convencionais.

1. Introducéo

A fermentacdo ABE (Acetona-Butanol-Etanol) usa
bactérias do género Clostridium para produzir solventes
a partir de aglcares e amidos renovaveis. Embora tenha
sido substituida por métodos petroquimicos mais baratos,
a fermentacdo ABE esta ressurgindo devido ao interesse
em alternativas sustentdveis. Seus principais desafios
incluem a baixa concentracao de butanol (m&ximo de 10
g/L), causada pela baixa tolerdncia das bactérias ao
butanol e aos compostos gerados durante o pré-
tratamento de biomassa lignocelulésica [1,2].

Uma forma de reduzir a toxicidade dos produtos e
melhorar a eficiéncia da fermentacdo é usar células
imobilizadas, que sdo fixadas em um material de suporte.
Isso permite que o substrato e o produto se difundam
através da matriz onde as células estdo confinadas.
Comparadas as células livres, as imobilizadas tendem a
ser mais estaveis em termos de temperatura, pH e
resisténcia a inibidores [2]. Os métodos de imobilizagdo
incluem a ligacdo direta a suportes insoldveis e o
encapsulamento em matrizes poliméricas, sendo este
Gltimo mais estudado devido a sua simplicidade e
eficiéncia na retencdo celular. O encapsulamento é uma
técnica amplamente estudada para a imobilizacdo de
células devido a sua simplicidade e eficiéncia. Baseia-se
no aprisionamento das células em um suporte rigido de
maneira a impedir a liberacdo das células enquanto
permite a difusdo de substratos e produtos [3].

Dado o contexto apresentado, o projeto visa
imobilizar células de Clostridium acetobutylicum em
polimerode PVA (&lcool polivinilico)-alginato. O PVA
foi escolhido, pois oferece maior resisténcia mecénica,

durabilidade e maior estabilidade quimica em solucGes
acidas e alcalinas. Ja o alginato de s6dio apresenta boas
caracteristicas difusionais.

2. Metodologia

Para os ensaios de fermentacdo foram utilizadas
cepas da bactéria Clostridium Acetobutylicum obtida da
Colecdo de Cultura dos Servicos de Pesquisa Agricola,
EUA. Como suporte de imobilizacdo foi utilizado gel de
alcool polivinilico com alginato de sédio e &cido Bérico
com cloreto de célcio para reticulacdo induzida e
formag&o da matriz polimérica.

Primeiramente, as células esporuladas de
Clostridium acetobutylicum foram ativadas com um
choque térmico a 80 °C por 2 minutos em frascos com
100 mL de Meio Reforgado para Clostridium (MRC),
previamente aquecido. Apds o choque térmico, os frascos
foram resfriados em banho de gelo e incubados
anaerobicamente a 37 °C por cerca de 20 horas até a
densidade éptica atingir entre 2,0 e 2,5. O MRC contém
glicose, extrato de carne, peptona, extrato de levedura,
amido, NaCl, acetato de sodio, L-cisteina, e 0 pH €
ajustado para 6,8 + 0,2 [4].

Apb6s a ativacdo dos esporos, iniciou-se 0
encapsulamento com um gel de 5% (m/v) de PVA e 2%
(m/v) de alginato misturado com a cultura bacteriana.
Essa mistura foi gotejada em uma solugdo reticulante
contendo 0,5% (m/v) de L-cisteina, 5% (m/v) de acido
boérico e 2% (m/v) de cloreto de calcio. As esferas
formadas, chamadas de Beads, foram mantidas na
solucdo reticulante por 24 horas para completar a
polimerizagdo. Todo o processo ocorreu em condigdes
anaerobicas, com solu¢bes purgadas com nitrogénio e
gotejamento realizado em uma camara vedada com fluxo
constante de nitrogénio.

Na figura 1 é apresentada as Beads ap0s reticulacao.

Figura 1 — Beads na solugéo reticulante

Apbs o processo de reticulacdo, os Beads foram
lavados com &gua destilada e utilizados para ensaios de
fermentacéo.

Quatro fermentacdes foram realizadas: 1) meio de
cultura com células livres; 2) meio de cultura com 1 g/L
de acido 4-hidroxibenzoico e células livres; 3) meio de
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cultura com células imobilizadas; 4) meio de cultura com
1 g/L de &cido 4-hidroxibenzéico e células imobilizadas.
O objetivo é verificar se a imobilizagdo das células
protege contra inibidores de fermentacdo presentes em
hidrolisados de biomassa lignocelulésica com pré-
tratamento quimico.

O monitoramento da fermentacdo foi realizado
através de coleta das amostras a cada 24 h, analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia quantificando os
compostos produzidos ao decorrer da fermentacéo.

A figura 2 apresenta os frascos de fermentacéo
contendo o meio de cultura e as células imobilizadas.

Figura 2 — Frasco contendo meio de fermentacéo e
as células imobilizadas

3. Resultados
Nas figuras 3 e 4 sdo apresentadas as cinéticas de
fermentacdo das células livres na auséncia ou presenga de
inibidor, respectivamente.
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Figura 3— Cinética de fermentacéo com células
livres sem inibidor
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Figura 4— Cinética de fermentagdo com células
livres sem inibidor

A Figura 3 mostra que, na fermentacdo com células
livres e sem a presenca de inibidor, o processo ocorreu
conforme esperado, com consumo constante de glicose e
producdo de metabdlitos — acetona, butanol e etanol. O
butanol foi o principal produto, alcangando uma
concentracdo de aproximadamente 8,5 g/L. No entanto,
na fermentacdo com a presenca de 1 g/L de acido 4-
hidroxibenzéico (Figura 4), a fermentacdo foi inibida,
atingindo o objetivo do experimento.

Os resultados dos ensaios com células imobilizadas
(com e sem inibidor) ainda estdo em fase de analise e
serdo apresentados no poster do SicFEI.

4. Conclusdes

O maior desafio até agora foi identificar uma
composicdo de suporte que seja adequado ao processo de
imobilizagdo, combinando maleabilidade com resisténcia
mecanica. Ao implementar a técnica com os esporos da
bactéria, as caracteristicas do suporte podem sofrer
pequenas alteracBes devido ao cuidado necessario para
manter um ambiente estéril e anaerdbico. O préximo
passo € garantir que as analises no cromatégrafo de alta
eficiéncia quantifiqguem exclusivamente os produtos da
atividade metabdlica das bactérias imobilizadas.

Com um encapsulamento eficiente, sera possivel
avaliar o impacto dessa técnica na melhoria do
rendimento na producdo de ABE, especialmente em
meios que contém inibidores.
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