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Resumo

GOMES, Absai da Concei¢do. Producdo de solventes verdes a partir de fragOes
polissacaridicas do bagaco de cana-de-agucar. Tese de Doutorado. Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Orientadores: Nei Pereira Jr., PhD e Lidia Maria Melo Santa Anna, DSc

Ha uma demanda crescente por combustiveis e produtos quimicos a partir de matérias-
primas renovaveis e que nao competem com a produgdo de alimentos, como por exemplo
as biomassas lignoceluldsicas. No Brasil, o setor sucroalcooleiro é o que mais produz
biomassa por ano, chegando a centenas de milhdes de tonelada de bagaco de cana-de-
acucar. Os acucares provenientes deste material podem ser fermentados por
microrganismos, como Clostridium acetobutylicum, para produgao de butanol, tendo como
outros produtos a acetona e o etanol. No presente trabalho, o bagagco oriundo de uma
usina no Centro-Oeste do Brasil foi primeiramente submetido a um pré-tratamento com
acido diluido para a solubilizacdo de agucares da hemicelulose. Apds a separacdo da fracao
liguida denominada HH C5, o sdélido residual foi submetido a hidrdlise enzimatica da
celulose, gerando duas correntes de hidrolisado (HC C6 e HC C5+C6). Antes dos ensaios de
fermentacdo, a composicdo do meio para o crescimento celular de Clostridium
acetobutylicum foi otimizada pelo uso da técnica de planejamento experimental (DOE),
levando a uma reducdo no numero de componentes de 9 para 3. A composicdo final para a
propagacdo celular ficou composta de peptona, extrato de levedura e glicose, nas
seguintes concentragdes: 6,0, 6,0 e 12,0 g/L, respectivamente. Houve reducdo nos custos
com insumos para esta etapa em 76%. O hidrolisado que apresentou melhores resultados
foi o HC C5+C6, a partir do qual foram obtidas concentragGes finais de butanol de 8,7 g/L,
sem a necessidade de suplementacdo de destoxificacdo das correntes de aglcar ou
suplementacdo de nutrientes e consequente reducdo de custos. A produtividade
volumétrica média (Qp) e o rendimento médio (Yp/s) de butanol alcancados foram de 0,27
g/L.h e 0,24 g.g}, respectivamente. A aplicacdo da pervaporagdo como técnica para a
recuperacdao dos produtos durante a fermentacdo ABE foi eficiente, obtendo-se
concentracoes de butanol e acetona no permeado de 87 e 234 g/L, respectivamente. A
remocdo de ambos no meio fermentativo diminuiu a inibicdo das células e iniciou-se um
novo ciclo de fase acidogénica, com consumo de mais xilose, producao de acidos acético e
butirico e, consequentemente, uma produgao de solventes 17% maior. Os resultados
abrem novas perspectivas para um mercado de US 3 bilhdes/ano de Biorrefinaria de
segunda geracdo, na medida em que contribui para a viabilidade da producdo de moléculas
importantes para a industria de combustiveis e produtos quimicos a partir de biomassa
residual de composicdo lignocelulésica.

Palavras-chave: bagaco de cana-de-agucar, hidrolisados, fermentacdao ABE, pervaporacao,
butanol



Abstract

GOMES, Absai da Conceigdo. Producdo de solventes verdes a partir de fragOes
polissacaridicas do bagago de cana-de-agucar. Tese de Doutorado. Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Advisors: Nei Pereira Jr., PhD e Lidia Maria Melo Santa Anna, DSc

There is a growing demand for fuels and chemicals from renewable raw materials that do
not compete with food production, for instance lignocellulosic biomass. In Brazil, the
sugarcane sector produces large amount of biomass, reaching hundreds of millions of
tonnes per year of sugarcane bagasse. Sugars from this material can be fermented by
microorganisms such as Clostridium acetobutylicum, leading to butanol, acetone and
ethanol production. In the present work, the bagasse originated from a Midwest Brazilian
Plant was first subjected to a pre-treatment with diluted acid for the solubilization of
sugars of the hemicellulose. After separating the liquid fraction called HH C5, the residual
solid was subjected to enzymatic hydrolysis of cellulose, generating two currents of
hydrolysate (HC C6 and HC C5+C6). Before the fermentation assays, the composition of the
medium for cell growth of Clostridium acetobutylicum was optimized by the use of design
of experiments (DOE), leading to a reduction in the number of components from 9 to 3.
The final composition for cell propagation medium containing 6.0 g/L of peptone, 6.0 g/L of
yeast extract and 12.0 g/L of glucose was responsible for 76% of saving costs. The
hydrolysate that presented the best results was HC C5+C6, obtaining final butanol
concentrations of 8.7 g/L without the need for detoxification of sugar streams or nutrient
supplementation and consequent reduction of costs. The mean volumetric yield (Qp) and
the mean yield (Yp/s) of butanol achieved were 0.27 g/L.h and 0.24 g.g?, respectively. The
application of pervaporation as a technique for the recovery of products during the ABE
fermentation was efficient, obtaining concentrations of butanol and acetone in the
permeate of 87 and 234 g/L, respectively. The removal of both in the fermentative medium
decreased cell inhibition and a new cycle of acidogenic phase was initiated, with
consumption of more xylose, production of acetic and butyric acids and, consequently, 17%
solvent production increasing. The results open new perspectives for a US 3 billion/year
Second generation market just as it contributes to the viability of producing important
molecules to the fuel and chemical industry from lignocellulosic waste biomass.

Keywords: sugarcane bagasse, hydrolysates, ABE fermentation, pervaporation, butanol.
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Capitulo 1

Apresentacao do Tema de Tese

A demanda por combustiveis e produtos quimicos alternativos e sustentdveis,
baseados em fontes renovaveis ja € uma realidade nos dias atuais e tende a aumentar
drasticamente no futuro (Pachapur et al., 2016). Hoje a industria de biocombustiveis
produz primordialmente etanol de milho ou cana-de-acgucar e biodiesel, originado de dleos
vegetais e gorduras animais. No entanto, a producdo destes biocombustiveis a partir das
matérias primas citadas, podem competir com a producdo de alimentos para a
humanidade e também para os animais. Em contraste com esta realidade, a biomassa
lignoceluldsica (residuos agricolas e de florestas) oferece um enorme potencial como fonte
para producdo de biocombustiveis e quimicos porque é o material mais abundante no
mundo, além de ser um subproduto da producdo de alimentos (WEBER et al., 2010).
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No Brasil, alguns setores se destacam pelo uso das biomassas: o de celulose e papel,
alimentos e o sucroalcooleiro. Este Ultimo setor se sobressai aos demais por ser o
responsavel pela geracdo de centenas de milhdes de toneladas de biomassa anualmente,
como bagaco e palha de cana-de-aglicar (CONAB, 2019). Cabe ressaltar que grande parte
das inovacGes tecnoldgicas introduzidas na industria sucroalcooleira esteve focada,
durante muitos anos, na base agricola, como o melhoramento de variedades de cana,
mecanizagdo de colheitas, defensivos agricolas, fertilizantes quimicos e outros produtos.
Desta forma, a base agroindustrial, que compreende as etapas de processamento da cana,
sua transformagao e as operagdes adjacentes, ficou carente de incentivos e de esforgos em
pesquisa, desenvolvimento e inovacdo, aliados a restrita capacidade empreendedora dos

meios académicos.

Em décadas mais recentes, surgiu um movimento em busca de novas formas de
energia a partir das biomassas em que os biocombustiveis lideraram e ainda lideram a
busca por inovacOes. Neste contexto, o etanol ganhou status de prioridade e,
especialmente no Brasil, este biocombustivel tem uma participagdao expressiva na matriz
energética. No entanto, a industria brasileira do etanol estd fortemente atrelada a do
petrdleo, pois a formulacdo da gasolina nos postos requer grande concentragdo de alcool
em sua composicdo. Logo, o setor sucroalcooleiro se tornou bastante dependente das
politicas de producdo e de precificacdo da gasolina, o que geralmente ndo atende as suas
necessidades. E importante enfatizar que hoje o setor passa por uma crise que poderd
definir os rumos de suas atividades no pais. A crise é causada pelo alto endividamento do
setor sucroenergético, pelos efeitos de fen6menos climaticos nas ultimas safras e uma alta
do preco internacional do agucar que desloca uma boa parte da producdo de etanol
(Noticias Agricolas, 2016). Assim sendo, as biomassas residuais de composicdo
lignoceluldsica ganharam um status prioritario no desenvolvimento de tecnologias
alternativas, ja que sdo as fontes de carboidratos mais abundantes na natureza. Um fato
gue corrobora esta decisdo é que somente no Brasil, os principais setores da agricultura
geram, aproximadamente, 350 milhdes de toneladas destas biomassas, sendo que destas

cerca de 20% se encontram disponiveis para utilizagdo (CGGE, 2010).

Outro fato é que estas biomassas sdo geralmente residuos subutilizados pela

industria. Pesquisas académicas demonstram um enorme potencial para aplicacdo em
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diversos campos e a esta amplitude de possibilidades, convencionou-se chamar de
Biorrefinaria, cujo conceito busca pela construcdo de sistemas integrados para a producgao

de compostos quimicos, alimentos e energia (CGGE, 2010).

Os agucares oriundos de residuos lignoceluldsicos abrem possibilidades importantes
para o segmento industrial, ndo sé para producdo de biocombustiveis como também para

suprir o setor quimico industrial.

O Brasil é um pais privilegiado, com abundantes e diversificadas biomassas
lignoceluldsicas, como os ja citados bagaco e palha de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum), além de eucalipto (Eucalyptus sp.), residuos de arroz (Oryza sp.), capim
(Pennisetum purpureum), sorgo (Sorghum bicolor), dentre outros. A rigqueza destas
biomassas esta em possuir entre 50 e 80% do conteudo seco constituido de agucares que

podem ser fermentados por diversos microrganismos.

Nas ultimas décadas, observa-se um aumento da producdo de produtos por
microrganismos visando a obtencdo de moléculas de alto valor no mercado e,
paralelamente, a busca de substratos baratos e ambientalmente amigdveis que possam
viabilizar o processo biotecnoldgico. Neste contexto, fermentacGes tradicionais como a
producdo de acetona, butanol e etanol, chamada de fermentacdao ABE, voltam ao mercado,
agregando novas tecnologias de engenharias de bioprocessos, genética e metabdlica

(NEXANT, 2013).

O butanol é o principal metabdlito proveniente da fermentacdo ABE produzido
pelas bactérias do género Clostridium, seguido de acetona e etanol. A literatura apresenta
varios estudos fermentativos baseados em microrganismos selvagens ou modificados
geneticamente para a obtencdo de acetona, butanol e etanol. A produgdo de butanol
através do processo fermentativo com estirpes de Clostridium apresenta valores de
concentracdo deste bioproduto que variam de 0,002 a 18 g/L, utilizando-se diferentes
matérias primas lignoceluldsicas, sacarineas e amilaceas, além de glicerina, biomassa de
algas e gas de sintese (syngas) (Jang et al., 2012; Dirre, 2011). As maiores concentragdes
de butanol encontradas sdo provenientes de matérias primas lignoceluldsicas
destoxificadas, ou seja, que apds o pré-tratamento, sao submetidas a processos de
remocdo dos inibidores como 5-HMF (5-hidroximetilfurfural), furfural e acidos fendlicos.

(Jangetal., 2012).
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O aproveitamento dos agucares dos residuos lignoceluldsicos para a obtencdo de
butanol e consequentemente acetona e etanol pela fermentagao ABE apresentam alguns
fatores que necessitam ser mais bem estudados como o efeito dos inibidores citados no
processo fermentativo, o efeito inibidor do produto ao microrganismo, a composicao do
meio de cultivo para crescimento e fermentacdo, alternativas para recuperacdo do produto
e aumento da produtividade do processo, haja visto que os produtos gerados sdo em

concentracdes muito baixas.

O presente trabalho visa estudar o processo fermentativo ABE para producdo de
butanol a partir de hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar (ricos em aclcares glicose e
xilose e em presenca de inibidores como furfurais e polifendis) e avaliar o comportamento
do microrganismo Clostridium acetobutylicum DSM 6228 como agente produtor,
procurando superar os gargalos apresentados acima, a fim de apontar um futuro na

aplicagao biotecnoldgica industrial deste processo.

Para proporcionar uma exposicdao mais ordenada, o presente trabalho foi dividido
em mais cinco capitulos, além desta apresentacdo do tema da tese. O Capitulo 2 apresenta
a revisdo bibliografica que consta do conhecimento da estrutura da biomassa utilizada, os
processos de fracionamento do material lignoceluldsico para a obtencdo dos agucares, o
historico e as propriedades da fermentagdo ABE, bem como a abordagem do uso da
pervaporacdao para a recuperacdao dos produtos. Em seguida, sdo apresentadas as
propriedades e aplicacdes do butanol, as informacdes de mercado, bem como das rotas
tecnoldgicas utilizadas no mundo para a producdo e recuperacao do produto. Este capitulo
termina com uma estimativa do potencial da produgao brasileira de butanol a partir de

bagaco de cana-de-acglcar e ordem de grandeza do volume financeiro associado.

O Capitulo 3 apresenta a justificativa, o objetivo geral e os objetivos especificos
deste trabalho, enquanto que no Capitulo 4 sdo descritos os materiais e as metodologias

empregadas.

No Capitulo 5 estdo apresentados os resultados dos ensaios experimentais, bem
como as discussOes referentes, comparando-os com os apresentados na literatura. As
conclusdes e um conjunto de sugestdes para a continuagao do trabalho estdao descritos no

Capitulo 6.
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Capitulo 2

Revisdo Bibliografica

Neste capitulo é apresentada a composicdo da estrutura dos materiais
lignoceluldsicos e as diferentes formas de fracionamento da biomassa. Em seguida é
descrito um breve histdrico da fermentacdo ABE desde o seu surgimento até aos dias
atuais, culminando na abordagem do conceito de Biorrefinaria. Posteriormente sao
discorridas as caracteristicas da fermentacdo ABE do ponto de vista bioquimico e como um
bioprocesso. Neste contexto, € também discutido o uso da pervaporagao como técnica

para a recuperacao de produtos.

As propriedades do butanol e suas aplicacdes no mercado, as principais rotas
tecnoldgicas de producgdo, incluindo o mapeamento do consumo global do produto por
continente sdo abordados a seguir. Também é citada a capacidade instalada das empresas
produtoras no mundo, tanto pela rota petroquimica, quanto pela fermentativa, bem como
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os investimentos em pesquisa e desenvolvimento para escalonamento do processo

biotecnoldgico.

No final é estimado o potencial de producdo de biobutanol no Brasil, considerando
o bagaco excedente da producdo anual de cana-de-agUcar no pais e a previsdao do volume

financeiro associado a producdo.

2.1. Estrutura da biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignoceluldsica é tipicamente um material vegetal ndo comestivel,
composto primariamente de celulose e hemicelulose. O terceiro maior componente é a
lignina, um polimero fendlico que prové estrutura e firmeza a planta. Como exemplos de
biomassa lignoceluldsica podem ser citados palha de milho, palha de trigo, residuos de
madeira, capim, sorgo e bagaco de cana-de-acucar, dentre outros. (Sluiter et al., 2010).
Além dos compostos majoritarios citados, a biomassa possui em menores proporcdes

extrativos e materiais inorganicos (Sjostrom, 1993).

Todos estes componentes formam uma mistura complexa e compacta, cujas
caracteristicas dependerdo do tipo de material processado (Carvalho, 2007), bem como do
vegetal de origem, da regido de cultivo, idade e periodo do ano em que se realiza a
colheita, dentre outros (Hassuani, 2005). A Tabela 1 apresenta os teores médios de cada

um desses componentes no bagaco de cana-de-agulcar, biomassa utilizada neste trabalho.

Tabela 1: Composicao quimica aproximada do bagago de cana-de-aglicar. Fonte: Szczerbowski et al.

(2014).
Componente Teor (% m/m)
Celulose 33.6-55,2
Hemicelulose 16,8 -31.1
Lignina 17,1-25,8
Cinzas 0,7-7,9
Extrativos 1,6-9,2
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Observa-se que o bagaco de cana-de-aclcar é composto de 50 a 80% de
carboidratos (celulose mais hemicelulose), caracterizando-se como uma fonte para
producdo de biocombustiveis (como etanol e butanol por exemplo), produtos quimicos
verdes e energia (Sluiter et al., 2010), sendo o conhecimento da estrutura fundamental
para a aplicacdo da estratégia correta de fracionamento da biomassa para o

aproveitamento dos acucares, com foco na producdo do produto de interesse.

2.1.1. Celulose

A celulose é um homo polissacarideo linear formado por unidades de [3-glicose,
unidas por ligagGes glicosidicas do tipo 3-1,4. Sua estrutura apresenta entre 8.000 e 14.000
unidades de glicose, apresentando uma massa molecular aproximada de 2,3 milhGes de
unidades de massa atomica (Shleser, 1994). Além disso, as moléculas formam entre si

ligacdes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares.

As cadeias de celulose agregam-se para a formacdo das fibrilas, que apresentam
areas cristalinas e amorfas. A dificuldade de rompimento da estrutura celuldsica esta
relacionada a distribuicdo e configuracdo destas duas areas, bem como a sua associacao
com outros polimeros que a protegem, tais como a lignina e a hemicelulose, bem como
compostos inorganicos. As diferentes formas da celulose (cristalina e amorfa) também sao

definidas como glucana (Gomes, 2009).

2.1.2. Hemicelulose

A hemicelulose é uma estrutura de carboidrato complexa que consiste de
diferentes polimeros de pentoses como xilose (xilana) e arabinose (arabinana), de hexoses
como manose (manana), glicose (glucana) e galactose (galactana), além de acidos uronicos

e acido acético (Hendriks et al., 2009).

O componente predominante da hemicelulose de hardwoods (angiospermas) é a
xilana, enquanto que softwoods (gimnospermas) tém predominancia de glucomananas. A

hemicelulose tem uma massa molecular menor do que a celulose e ramificagdes com
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cadeias laterais curtas que consistem de diferentes acglcares que s3ao mais faceis de
hidrolisar. A hemicelulose serve como conexdao entre a lignina e as fibras de celulose e

torna o conjunto celulose-hemicelulose-lignina mais rigido (Fengel et al.,1984; Saha, 2003).

2.1.3. Lignina

A lignina é a terceira macromolécula mais abundante em vegetais na natureza,
depois da celulose e hemicelulose, estando presente na parede celular das espécies
vegetais. E um heteropolimero amorfo que consiste de trés diferentes unidades basicas de
alcodis aromaticos, os chamados monoligndis (Figura 1). S3o eles: alcool p-cumarilico,

alcool coniferilico e alcool sinapilico (Buranov & Mazza, 2008).

Figura 1: Unidades de monoligndis de lignina. 1: alcool p-cumarilico; 2: alcool coniferilico; 3: alcool
sinapilico. Fonte: Buranov & Mazza (2008).

A polimerizagdo oxidativa destes alcoois precursores da origem a subunidades
chamadas p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente. Durante o processo
de lignificagdo, estes monoligndis produzem uma estrutura amorfa tridimensional de
lignina por meio de varios tipos de ligacGes intermoleculares e que ndo sdo ordenadas e
repetitivas como ocorre na celulose. Este processo de biossintese consiste de varios
acoplamentos de radicais, de maneira que cada espécie de planta possui uma estrutura de

lignina especifica (Buranov et al., 2008).
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A lignina de madeira dura (hardwood) contém subunidades G e S, enquanto que a
lignina de madeira macia (softwood) é exclusivamente composta de derivados do acido
coniferilico (tipo G). Ligninas de gramas e materiais herbaceos contém residuos dos trés
precursores citados (ligninas tipo HGS). O bagaco de cana-de-acucar, classificado como
non-wood (Saijonkari-Pahkala, 2001), é reportado como possuindo lignina do tipo HGS,
com predominancia de unidades de p-hidroxifenil (H) (Ruggiero et al., 2006; Hoareau et al.,

2004).

A lignina estd sempre associada a carboidratos, principalmente a hemicelulose, via
ligacGes covalentes. Em materiais como bagaco de cana-de-aglcar, os acidos
hidroxicindmicos (acido ferulico e acido p-cumarico) fazem a ligacdo entre a lignina e a
hemicelulose por meio de ligacdes éster e éter, formando os complexos de
lignina/fendlicos-carboidrato, como pode ser observado na Figura 2 (Buranov & Mazza,

2008; Baucher et al., 1998; Sun et al., 2002).

As principais funcdes da lignina sdo: dar sustentacdo a planta, conferir
impermeabilidade e oferecer resisténcia contra os ataques microbianos e stress oxidativo.
O complexo amorfo também é insoluvel em agua. Tudo isso torna a degradac¢do da lignina

muito dificil.

Fragmento fendlico Fragmento de carboidrato
: = .
Xyl
0 N OH Y
Xyl
(@]
MeO OH
OMe

Fragmento de lignina

Figura 2: Complexo lignina/fendlico-carboidrato. Fonte: Buranov et al. (2008).
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2.1.4. Extrativos e cinzas

Além da celulose, hemicelulose e lignina, ha outros componentes no material
lignoceluldsico, tais como extrativos e cinzas. Os extrativos sdo substancias que nao fazem
parte da estrutura quimica dos materiais lignoceluldsicos, ou seja, estdo adsorvidos nos
intersticios da biomassa (Gomes, 2009). Parte dos extrativos sdo soluveis em agua, como
materiais inorganicos provenientes do solo e/ou fertilizantes, alguns carboidratos nado
estruturais e também compostos nitrogenados, dentre outros. Outra parte dos extrativos é
composta de substancias hidrofdbicas, como clorofila, graxas, materiais resinosos e outros
componentes minoritarios (Sluiter et al., 2015). As cinzas sdo substdncias inorganicas
presentes na biomassa e podem ser de origem estrutural e ndao estrutural. As cinzas
estruturais estao relacionadas aos materiais inorganicos que sdo ligados a estrutura
guimica da biomassa, enquanto que as ndo estruturais podem ser removidas por lavagem
ou extracdo do material e sdo normalmente oriundas de solo remanescente no material
lignoceluldsico, ou seja, ndo fazem parte da composicao quimica da fibra da biomassa

(Sluiter et al., 2015).

Foi realizado um interlaboratorial entre diversas instituicdes brasileiras (dentre elas
o Centro de Pesquisas da empresa Petrdleo Brasileiro S.A. — CENPES) e o Laboratdrio de
Energias Renovaveis dos EUA, o NREL (ver em Anexos). O objetivo foi o de avaliar a
variabilidade dos resultados da analise composicional de bagaco de cana-de-agucar entre
as instituicdes que utilizaram metodologias analiticas semelhantes. Houve pouca variagao
nos resultados gerados das réplicas analiticas dentro das instituicdes, mas a variabilidade
nos resultados de composicao foi maior quando se compararam os laboratdrios. Retirando-
se os outliers, chegou-se a uma composicdo sumaria, apresentada na Tabela 2 (Sluiter et

al., 2016).
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Tabela 2: Composi¢do quimica de bagaco de cana-de-agtcar do interlaboratorial entre as
instituicGes brasileiras e o NREL. Fonte: Sluiter et al. (2016).

Componente Teor (% m/m)
Celulose (glucana) 42,3+1,2
Hemicelulose (xilana) 22,3+0,5
Lignina 21,3+0,4
Cinzas 1,5+0,2
Extrativos 6,7+0,6
TOTAL 99,4+29

Em 2014 o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia), em
parceria com IBP (Instituto Brasileiro de Petrdleo) convidou algumas instituicdes como o
CENPES, CTBE (Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol), CTC (Centro de
Tecnologia Canavieira), IPEN (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares) e EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria), para participarem da elabora¢do de uma
norma ABNT de andlise composicional de bagaco de cana-de-acgucar, que foi publicada em
10 de outubro de 2016, com o titulo: ABNT NBR 16550 — Bagaco de cana-de-agucar —
Caracterizagao quimica. Com base nesta norma possibilitou-se a determinagdo dos
componentes do bagaco visando estabelecer os rendimentos dos processos de

fracionamento da biomassa (ABNT, 2016).

2.2. Processos de fracionamento da biomassa lignoceluldsica

Existem vdrios processos de fracionamento da biomassa para a obtencdo dos
carboidratos, sendo imprescindivel a realizagdo de pré-tratamento seguido de hidrdlise
enzimatica (Gomes, 2009). O principal objetivo do pré-tratamento é aumentar a
acessibilidade da enzima para a etapa posterior de hidrdlise enzimatica. Ha barreiras
guimicas e fisicas causadas pela associacdo entre os principais componentes da biomassa e
gue impedem a hidrodlise da celulose e hemicelulose a agucares fermentaveis. Cada tipo de

pré-tratamento tem o seu efeito nas fracdes da biomassa e deve ser selecionado de acordo

32



com a configuracdo escolhida, levando em consideracdo as etapas posteriores de hidrodlise

enzimatica e fermentacdo (Alvira et al., 2010).

2.2.1. Tipos de pré-tratamento da biomassa

Alvira e colaboradores estudaram diferentes tipos de pré-tratamentos de materiais

lignoceluldsicos para obtencdo de biocombustivel de segunda geracdo, em especial o

etanol (Alvira et al., 2010). A mesma linha de raciocinio foi aplicada para a producdo de

biobutanol. A Tabela 3 compara os diferentes tipos de pré-tratamento de biomassa

lignoceluldsica quanto as vantagens e desvantagens de aplicagdo.

Tabela 3: Caracteristicas dos diferentes pré-tratamentos aplicados em materiais lignoceluldsicos.

Fonte: Alvira et al. (2010).

Métodos de
pré-tratamento

Vantagens

Desvantagens

Bioldgico

Degrada lignina e hemicelulose
Baixo consumo de energia

Baixa taxa de hidrdlise

Moagem

Reduz a cristalinidade da celulose

Alto consumo de energia

Explosdo a vapor

Causa transformacdo da lignina
Causa solubilizacdo da hemicelulose
Baixo custo

Geragdo de compostos toxicos
Degradacdo parcial da lignina

AFEX

Maior rendimento em glicose e
hemicelulose em duas etapas
Aumenta a area superficial acessivel
Baixa formacao de inibidores

Ineficiente para biomassa com alto teor
de lignina

Alto custo devido a grande quantidade de
amonia

Explosao com
CO;

Aumenta a area superficial acessivel
Baixo custo
N&do gera compostos téxicos

N3o afeta a lignina e nem hemiceluloses
Requer altas pressGes de trabalho

Remocao eficiente de lignina

Oxidacdo a Baixa formacdo de inibidores Alto custo de oxigénio e catalisador
Umido Minimiza a demanda energética (processo alcalino

exotérmico)

‘s Reduz o conteldo de lignina Alto custo devido a grande quantidade de

Ozondlise ~ e .

N&do gera compostos téxicos ozOnio demandada
Organosolv Alto custo

Causa hidrdlise da lignina e hemicelulose Os solventes devem ser drenados e

reciclados

Acido Alto rendimento em glicose Alto custo de acido e necessidade de
concentrado Temperatura ambiente recuperagdo do mesmo

Problemas de corrosdo no reator
Formacgao de inibidores

Acido diluido ou
autohidradlise

Menos problemas de corrosdo do que com
acido concentrado
Menos formacado de inibidores

Geragdo de produtos de degradacdo
Baixa concentracdo de agulcares na
corrente de saida
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Apesar de ter algumas desvantagens como a gerac¢do de produtos de degradacdo e
apresentar baixas concentragdes de agucares na corrente de saida, o pré-tratamento com
acido diluido é o que aparece como mais favoravel para aplicacdo industrial, pois utiliza
condigdes operacionais mais brandas e vem sendo utilizado em estudos para uma ampla
guantidade de materiais lignoceluldsicos, com diferentes tipos de reatores (Alvira et al.,

2010; Taherzadeh and Karimi, 2008).

O CENPES, em parceria com a Escola de Quimica da UFRJ, depositou em 30 de
novembro de 2016 uma patente denominada “Processo de producdo de etanol a partir do
hidrolisado da fracdo hemiceluldsica do bagaco de cana-de-aglcar em reator do tipo
prensa”, de numero Pl 0605017-4, que posteriormente foi depositada e publicada em
diversos outros paises, como Argentina, Colombia, Venezuela, Japdo, Canada, Dinamarca,
Suécia, Reino Unido, india, China e Estados Unidos, entre os anos de 2007 a 2009. No
documento da patente sdo registradas as condi¢Ges de pré-tratamento com acido diluido

gue foram semelhantes as utilizadas neste trabalho.

2.2.2. Hidrolise enzimatica

A hidrodlise enzimatica ou sacarificacdo é aplicada na biomassa pré-tratada com
objetivo de obtencdo de agucares fermentaveis das fracGes celulésica e hemiceluldsica
remanescentes. Nesta etapa ocorre a acdo de enzimas celuloliticas ou celulases de alta
especificidade em trés etapas basicas: a primeira é a adsorcdo das celulases na superficie
da celulose, a segunda é a biodespolimerizacdo da celulose a aclcares fermentaveis e, ao
final, a terceira é a dessorcdo das enzimas (Gomes, 2009). Para diminuir o efeito de
adsorgao improdutiva das enzimas a estrutura da lignina residual na biomassa pré-tratada,
o que interfere de forma negativa no mecanismo da catdlise enzimatica, Gomes utilizou
polietilenoglicol (PEG) em quantidades de 5 e 10% em relacdo a massa seca de bagaco pré-
tratado, obtendo um aumento na conversdao dos agucares de 40% com a utilizagdo do

polimero como tensoativo (Gomes, 2009).

A segunda etapa é realizada pela agdo sinérgica de, pelo menos, trés tipos de
enzimas: endoglucanases, exoglucanases e 3-glucosidase. Na Tabela 4 sdo apresentadas as
enzimas e suas formas de atuacdo no material celuldsico.
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Tabela 4: Enzimas celuloliticas e modo de atuagdo das mesmas em um sistema cooperativo na
degradagdo da celulose. Fonte: Barcelos (2011).

Classe Enzima Atuacao
Endo-1,4-D- Atuam nas regides de baixa cristalinidade na fibra celuldsica,
Endoglucanases . . . . .
glucanohidrolase, ou EC criando cadeias com extremidades livres.

3.21.4
Exoglucanases ou 1,4-B-D-glucano Ligam-se nas extremidades das cadeias e geram
Celobiohidrolases celobiohidrolase ou EC principalmente glicose e celobiose.

3.2.1.91

B-Glucosidases EC3.2.1.21

Responsaveis por catalisar a clivagem da celobiose,
produzindo duas moléculas de glicose.

A empresa Novozymes, uma das maiores produtoras de enzimas celuldsicas do
mundo, tem sua matriz localizada na Dinamarca e é lider mundial na producdo de enzimas
industriais. Desde 2000, a Novozymes S/A faz parte de uma holding, a Novo S/A, que
também é composta pela Novo Nordisk S/A. No Brasil, possui uma fabrica, sob a razdo
social Novozymes Latin America Ltda, em Araucdria, na regido metropolitana de Curitiba,

Parana, que engloba os setores de producdo, comercializacdo e vendas das enzimas.

O principal mercado da empresa corresponde as enzimas para detergentes (que
inclui as celulases). Em 2012 estabeleceu-se uma parceria entre a Novozymes e a empresa
Beta Renewables para aplicar o produto denominado Cellic® CTec3 na primeira planta em
escala comercial de producdo de etanol celulésico (Novozymes, 2016). Trata-se de um
preparado enzimatico contendo, além de celulases, hemicelulases e enzimas acessdrias. As
enzimas acessorias podem aumentar ainda mais o desempenho do coquetel enzimatico,
tais como LPMO, swolenina e CBM. As LPMO (mono-oxigenases liticas de polissacarideos)
atuam nas cadeias de celulose mais recalcitrantes, possibilitando a formacdo de novos
terminais para as celobiohidrolases e tém acdo oxidativa e ndo hidrolitica (Vaaje-Kolstad et
al., 2010, Hu et al., 2014). As swoleninas provocam um “incha¢o” nas fibras, sem liberacdo
de acucares redutores. S3o proteinas ndo hidroliticas, mas indutoras de amorfogénese,
atuando as redes de ligacdes de hidrogénio de polissacarideos (Saloheimo et al., 2002,
Arantes et al., 2011, Cosgrove, 2000). O mddulo de ligacdo ao carboidrato, CBM (do inglés

carbohydrate-binding module) tem a principal funcdo orientar e ligar o sitio catalitico da
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enzima ao carboidrato e aumentar a concentracdo da mesma na superficie do substrato

(Kim et al., 2014).

O CENPES, em parceria com a UFRJ — Escola de Quimica, desenvolveu um processo
de obtencdo de acucares a partir de materiais lignoceluldsicos, depositando uma patente
em 18 de outubro de 2010 com o titulo: “Processo de obtencdo de correntes com elevada
concentracdo de agucares fermentesciveis a partir de materiais lignoceluldsicos” no Brasil
com o numero BR 11 2013 006178-2 e no “World Intellectual Property Organization” com o

numero PCT/BR2010/000334.

Todos os procedimentos para a geracao de correntes de hidrolisados contendo os
acucares do bagaco de cana-de-agUcar usados neste trabalho foram baseados nas
propriedades intelectuais citadas e foi utilizado o preparado enzimatico Cellic®CTec 3 para

a sacarificacdo do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado.

Durante as etapas de pré-tratamento e hidrdlise enzimatica da biomassa, além dos
polissacarideos serem hidrolisados a acucares sollUveis no meio, alguns produtos de
degradacdo dos acgucares, os chamados furanos (5-HMF e furfural), também sdo formados
em funcdo do grau de severidade do pré-tratamento (Gomes,2009). As reagdes que

ocorrem para a geragao destes compostos sao apresentadas na Figura 3.

Além disso, compostos fendlicos, os chamados polifendis, também sao liberados
durante esta etapa. Estes ultimos sdo provenientes da lignina, que possui uma fracao
acido-soluvel (Sluiter et al., 2015). Em materiais como bagac¢o de cana-de- agucar,
conforme ja mencionado, acido ferulico e acido p-cumarico (Figura 4) estdo presentes e

sdo os compostos fendlicos majoritarios liberados em solucdo (Buranov et al., 2008).
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Figura 3: Reagdes entre os carboidratos (xilose e glicose) e o acido presente na etapa de pré-
tratamento do bagac¢o, com geragdo dos furanos. (A) Formagao de Furfural pela desidratacdo da
xilose. (B) Formagdo de 5-HMF pela desidratagdo da glicose. Fonte: Gomes (2009).

Acido fertlico

Acido p-cumarico

Figura 4: Estruturas quimicas dos compostos fendlicos, acido ferulico e acido p-cumarico, presentes
na lignina do bagaco de cana-de-agucar. Fonte: PubChem (2019).

Portanto, é imprescindivel monitorar estes compostos para tentar entender os

problemas de inibicdo ocorridos no processo de producdo de butanol através da

fermentacdo ABE, causados pela presenca significante destas substancias no meio

(Gomes,2009).
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2.3.  Historico da fermentacéo ABE: da descoberta a Biorrefinaria

A rota mais antiga de produgao de butanol envolve tecnologia fermentativa,
denominada ABE (Acetona, Butanol e Etanol), descoberta por Pasteur em 1862. Por mais
gue esta fermentacdo fosse registrada na época, o interesse cientifico so foi desencadeado
no inicio do século XX, devido a necessidade de producdo de borracha sintética. Nesta
época, Chaim Weizmann desenvolveu suas pesquisas e patenteou em 1915 o processo
fermentativo, com um indculo capaz de fermentar amido para produzir acetona e butanol.
A principal espécie bacteriana do indculo foi Clostridium acetobutylicum e a produgdo dos
solventes em escala industrial foi realizada em plantas de produgao fermentativa de etanol

a partir de 1916 (Sauer, 2016).

A eclosdo da Primeira Guerra Mundial (1914 a 1918) levou a uma alta demanda de
acetona para a producdo de explosivos a base de nitrocelulose sem emissao de fumaca,
conhecido como cordite (Kumar et al., 2011), deslocando o interesse do butanol,
considerado a época como sub-produto. Durante a guerra, houve um acumulo de butanol
e apods a mesma, o produto tornou-se importante comercialmente, principalmente para a
fabricacdo de tintas automotivas, devido ao aumento da demanda pela expansdo da
industria automobilistica. O amido foi originalmente a fonte de carbono para a
fermentacdo. No entanto, o melagco tornou-se uma fonte mais barata e disponivel em

grande quantidade, passando a ser a principal matéria-prima de producdo dos solventes.

Durante a Segunda Guerra Mundial (1939 a 1945) a demanda novamente reverteu
para a producdo de acetona, mas apods este periodo a importancia do processo microbiano
declinou rapidamente. Uma das fortes razdes foi a entrada da Petroquimica no cenario
mundial. Esta indUstria ganhou escala e importancia, sendo a producdo de solventes a
partir do petréoleo muito barata. Outro fato significativo foi o melaco, que passou a ser
muito demandado para alimentacao de gado, levando a um aumento significativo no preco

do substrato (Sauer, 2016).

A produgdo via fermentagao ABE teve um declinio, mas continuou existindo e se
desenvolvendo na China e Africa do Sul entre 1950 e 1960 (Green et al., 2011). A
tecnologia fermentativa deixou de existir no continente africano em 1983 e na China esse

episddio ocorreu em 2004, quando a ultima planta convencional ABE fechou as portas.
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Desde a década de 90, com o continuo aumento do custo do petrdleo, pesquisadores
investigaram possiveis melhorias na rota fermentativa ABE, através do emprego das
técnicas de engenharia genética, reatores fermentativos mais produtivos e novas técnicas
de recuperacao do solvente do meio fermentativo. Novas cepas de bactérias do género

Clostridium demonstraram eficiéncia na conversdo de amido em acetona e butanol.

A fermentagao ABE tradicional atingiu produgdo muito significativa na China com 30
plantas e 170.000 ton de produgao anual. Durante os anos de 1990, contudo, foi levada ao
declinio devido a concorréncia com a rota petroquimica. O pais iniciou uma nova rodada de
pesquisa sobre fermentacdo em processos continuos para aumentar a produtividade e
permitir maior competitividade da rota fermentativa (Natalense, 2013). O retorno dos
investimentos na China se deu entre 2005 e 2008 com construcdao de vdrias plantas e,
devido a crise econ6mica a partir de 2009, o processo ABE ndo se tornou econémico e a
capacidade remanescente chinesa de produgao novamente entrou em declinio. Das onze
plantas em operacdo na China em 2008 apenas trés continuaram operacionais em 2010

(Nexant, 2013).

Atualmente, a fermentacdo ABE tem ganhado bastante interesse novamente,
devido as questdes de sustentabilidade, ou seja, a necessidade de substituir as fontes
fdsseis por renovaveis, diminuir as pegadas de carbono e evitar o uso de substancia tdxicas
o quanto possivel (Jenkins et al., 2013; Lu et al., 2013). Estes aspectos reforcam a aplicagdo
do conceito de Biorrefinaria, cujo fundamento é semelhante ao que representa a refinaria
de petrdleo e contradiz o raciocinio de sobreposicao de cadeias de producdo, que
pressupOe a separacao total de dreas. O conceito de Biorrefinaria busca pela construcado de
sistemas integrados para a producdo de compostos quimicos, alimentos e energia (CGEE,
2010) com utilizacdo de material bioldgico em oposicdo ao petrdleo e outras fontes fésseis.

A Figura 5 ilustra de maneira geral o conceito de producao de quimicos em Biorrefinarias.

Nas Biorrefinarias, uma fonte renovavel, que pode ser biomassa ou residuo, é
convertida a uma corrente de substrato favoravel a conversdao microbiana. Em seguida, o
substrato é convertido ao produto escolhido, através de um bioprocesso, que passa
posteriormente por uma etapa de purificacdo, antes de se transformar em produto de
mercado (Sauer, 2016). Mesmo que o bioprocesso seja a parte central da Biorrefinaria, o

preco dos quimicos ou combustiveis produzidos é o que decidird o sucesso ou fracasso da
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rota escolhida. Neste contexto, os custos relacionados a obtencdo dos substratos e a
purificacdo dos produtos sdo essenciais para a viabilizacdo econémica do processo. Assim,
esforgos para a melhoria ndo apenas no processo fermentativo, mas em todas as etapas da

cadeia sdo fundamentais (Porro et al., 2014).

@GEREREERNERED)

i

Fonte renovavel Substrato Bioprocesso Purificacdo Quimicos  Produtos Finais

Figura 5: Representacao esquematica de obten¢cdao microbiana de produtos quimicos a partir de
fontes renovaveis, dentro do conceito de Biorrefinaria. Fonte: Sauer (2016).

2.4. Fermentagdo ABE

O butanol é o principal metabdlito proveniente do processo de fermentacdo
acetona/butanol/etanol (ABE) produzido pelas bactérias do género Clostridium por
conversao de carboidratos, tanto hexoses quanto pentoses (Jang et al., 2012) e cuja rota

metabdlica simplificada é apresentada na Figura 6 (Kumar et al., 2011).

O processo fermentativo ocorre em duas etapas: a primeira é a fase acidogénica,
onde o substrato adicionado ao meio (carboidrato) é consumido pelo microrganismo para
producdo de acidos organicos, tais como acidos acético, butirico e latico. Nesta fase, o pH
tende a cair para valores entre 4 e 5. Em seguida, as células bacterianas se utilizam dos
acidos gerados para a produgao do butanol, acetona e etanol, em uma fase conhecida
como solventogénica. Nesta etapa, acetato e butirato sdo reassimilados para a formacao
de seus correspondentes “derivados CoA” por enzimas transferases. Butiril-CoA converte o
butirato a butiraldeido e, finalmente a butanol, enquanto que Acetoacetil-CoA a acetona e

Acetil-CoA a etanol (Ndaba et al., 2015).
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FASE Glicose FASE
ACIDOGENICA SOLVENTOGENICA

Lactato «------ Piruvato
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Acetoacelil-CoA —’—4 ACETONA

i

Butirato *+—4— pgytiril-CoA —*—* BUTANOL

Figura 6: Diagrama esquematico simplificado da rota metabdlica de Clostridium sp. para conversdo
de agucares a acetona, etanol e butanol. Fonte: Kumar et al. (2011).

O periodo de cada etapa varia de acordo com a espécie do microrganismo
empregado no bioprocesso e a proporgao usual molar entre butanol, acetona e etanol é de

6:3:1 (Jones et al., 1986). Nesta etapa ocorre também a formacdo de CO; e Ha.

De acordo com Van Der Merwe (2010), considerando a conversao total de glicose
em acetona, butanol, etanol, CO; e H;, pode-se definir a equacdo estequiométrica a seguir
e calcular teoricamente a relacdo entre a glicose consumida e a quantidade total de
solventes formada, que é o rendimento tedrico. Assim, para cada 1g de glicose pode-se

produzir no maximo 0,415 g de solventes.

3 CsH1206 + H20 = C3HO + C4H100 + 2 CoHsO + 7 CO2 + H20 + 4 H»
GLICOSE ETANOL BUTANOL ACETONA

O mesmo raciocinio é valido para xilose. Nesse caso, para cada 1g de xilose pode-

se produzir no maximo 0,405 g de solventes.

CsH1005 + H20 = C3HgO + 0,83 C4H100 + 5 C2HsO + 8,67 CO» + 0,83 H20 + 3 H»
XILOSE ETANOL BUTANOL ACETONA
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A literatura apresenta varios estudos de fermentacdo baseados em
microrganismos naturalmente ocorrentes ou geneticamente modificados para obter esses

produtos quimicos. A seguir sdo apresentados alguns deles.

Al Shorgani e colaboradores realizaram fermentagdes em batelada e em modo
continuo com hidrolisado de farelo de arroz desidratado, pré-tratado com acido diluido,
para a producdo de butanol. O pré-tratamento da biomassa com acido sulfurico diluido a
1% (v/v) resultou na produgdo de hidrolisado com 42,2 g/L de aglcares totais (25,6 g/L de
glicose, 15,1 g/L de xilose e 1,5 g/L de celobiose). A concentracdo maxima de solventes
alcangada foi de 11,2 g/L, sendo a producdo de acetona, butanol e etanol, em g/L, de 4,4;
5,9 e 0,9, respectivamente. Portanto, o rendimento em solventes obtido foi de 0,265 g.g™*.
Para isso foi realizada previamente uma etapa de destoxificacdo do hidrolisado com carvao
ativado para remover inibidores da fermentac¢do, como o furfural, 5-HMF, acido acético,
acido férmico e acido levulinico.

Hidrolisados de fibras de milho, talos de algod3do, cascas de soja e bagaco de
cana-de-agucar obtidos a partir de pré-tratamento com acido diluido e hidrélise enzimatica
foram submetidos a fermentacdo acetobutilica sem uma etapa anterior de destoxificacdo.
A maior concentracdo de butanol obtida foi de 15,6 g/L, com um rendimento
correspondente de 0,31 g.g' e produtividade de 0,31 g/L.h pela fermentacdo do
hidrolisado de talos de algoddo utilizando Clostridium tyrobutyricum imobilizado e
geneticamente modificado. Esses valores sao os mais altos relatados na literatura para uma
matéria-prima lignoceluldsica.

Liao et al. compararam os diferentes desempenhos de bactérias naturalmente
ocorrentes e geneticamente modificadas de Clostridium acetobutylicum. Qs autores
utilizaram hidrolisado de palha de soja, que foi pré-tratada com acido diluido e hidrolisada
enzimaticamente. Os niveis iniciais de glicose e xilose foram de 50 e 15 g/L,
respectivamente. As concentragdes de butanol foram de 8 g/L com a cepa geneticamente
modificada, atingindo produtividade volumétrica maxima e rendimento de butanol de 0,11
g/L.h e 0,14 g.g’}, respectivamente. O hidrolisado n3o foi destoxificado e a cepa modificada
apresentou o dobro da produtividade quando comparada a da cepa silvestre.

Magalhdes et al. utilizaram hidrolisado de bagaco de cana de aguUcar para produzir

solventes por Clostridium saccharoperbutilacetonicum DSM 14923. Os autores reportaram
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a producdo de 4,5; 1,4 e 0,3 g/L de butanol, acetona e etanol, respectivamente, com um
rendimento e produtividade volumétrica do total de solventes de 0,09 g.g* e 0,30 g/L.h,
respectivamente. O hidrolisado ndo foi destoxificado e a cepa apresentou um consumo de
96,1% de glicose e 53,1% de xilose.

Liu et al. usaram hidrolisado de capim para producdo de butanol por Clostridium
acetobutylicum naturalmente ocorrente. A fermentabilidade do hidrolisado so6 foi possivel
apds o procedimento de destoxificacdo com carvao ativado, gerando 11 g/L de butanol e
uma concentracdo total de solventes ABE de 17 g/L. Os autores obtiveram para butanol um
rendimento de 0,20 g.g"* e uma produtividade volumétrica de 0,15 g/L.h.

Em outro estudo, o bagaco de cana foi pré-tratado com solucdo alcalina e em
seguida hidrolisado enzimaticamente. O hidrolisado foi utilizado para produzir butanol por
Clostridium acetobutylicum em batelada. As 60 h, 14,2 e 21,0 g/L de butanol e solventes
ABE foram produzidos, a partir de 68,9 g/L de aglcares totais, com rendimentos de 0,22 e
0,33 g.g}, respectivamente. A glicose foi completamente consumida em 56 h, porém a
xilose foi parcialmente consumida de maneira mais lenta. Neste intervalo de tempo 45% da

pentose permaneceu no meio fermentado (Pang et al., 2016).

Para a fermentacdo acetobutilica pode-se utilizar fontes renovaveis e sustentaveis,
especialmente materiais lignoceluldsicos, conforme os exemplos ja citados. Ja a escolha do
microrganismo que utilize estes substratos deve ser com base na capacidade de o mesmo
utilizar tanto glicose como xilose para a producdo de butanol. Com base nisso foram
testadas varias espécies do género Clostridium com os dois aglcares para se obter a que
possui maior eficiéncia. A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos e pode-se concluir que
a espécie bacteriana Clostridium acetobutylicum é o microrganismo que utiliza tanto

glicose como xilose, produzindo butanol em maiores concentragées (Bramono et al., 2011).

Viarias empresas estdo atualmente focando na producdo de biobutanol e isto
demonstra a importancia que vem tomando a utilizacdo de materiais lignoceluldsicos
para a producdo de moléculas de interesse comercial, dentro do conceito de
Biorrefinaria apresentado. No Brasil, a maior quantidade de material lignoceluldsico
produzido na agroindustria é o bagaco proveniente da cana-de-agucar, o que significa

um grande potencial para a producdo de biobutanol. A producdo de butanol via
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fermentativa tem sido considerada ainda um processo lento, devido as fases

necessarias que o microrganismo necessita para a produgdo em si.

Tabela 5: Producdo de butanol a partir de glicose de xilose por espécies do género Clostridium.
Fonte: Bramono et al. (2011).

. . Producdo final de butanol (g/L)
Microrganismo ~
em fun¢do do substrato

L. . Glicose: 14,5
Clostridium acetobutylicum Xilose: 9,1

L. . Glicose: 11,7
Clostridium saccharobutylicum Xilose: 8.7

L. . Glicose: 14,3
Clostridium butylicum Xilose: 5,1

L. . Glicose: 7,1
Clostridium butyricum Xilose: 7.4
Clostridium beijerinckii G|IC9$€: 12,7

Xilose: -

Varias tentativas tém sido estudadas para contornar esta situagao e obter maiores
produtividades, tais como: modificacdo genética dos microrganismos, aplicacdo de
processos de purificacdo do produto final (downstream) para remové-lo durante a fase de

producao, uso de células imobilizadas, dentre outros.

Deve-se ter muita atencdo com os tipos de tratamentos dados ao material
lignoceluldsico para a geragao de acgucares que servirdo como substrato para o
microrganismo. O controle dos inibidores como furfural, 5-hidroximetilfurfural, acido
acético e compostos fendlicos, gerados durante estas etapas, é de fundamental

importancia para a viabilidade do processo.

2.5.  Propriedades e aplicacbes do butanol

A Tabela 6 apresenta as propriedades da molécula de butanol. O n-butanol é um
alcool primario constituido de quatro atomos de carbono, possui menor densidade que a

agua e moderada solubilidade em meio aquoso, chegando-se a 68 g/L a 25°C.

Sua pressdo de vapor é baixa, propriedade interessante para as transferéncias do

produto quanto as perdas por volatilidade. Como combustivel, o butanol possui
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propriedades superiores, se comparado ao etanol e a gasolina, tais como reduzida acao

corrosiva, menor solubilidade em dgua e menor volatilidade.

Tabela 6: Propriedades fisico-quimicas do butanol. Fonte: PubChem (2019).

Férmula molecular C4H100
Férmula estrutural

Densidade 0,81 g/mL
Ponto de ebulicdo 118°C
Ponto de fusdo -88,6°C
Ponto de fulgor 37°C

Massa molecular

74,1216 g/mol

Solubilidade em agua Moderadamente soltvel (68g/L a 25°C)

Pressdo de vapor

7,0 mm Hg a 25°C

Viscosidade

2,544 cP (a 25°C)

Outros nomes 1-butanol, butan-1-ol, butanol, dlcool butirico, dlcool n-butilico

A Tabela 7 apresenta algumas propriedades que caracterizam o butanol como

potencial substituto da gasolina e como combustivel superior ao etanol, possuindo boa

densidade energética, habilidade para misturas entre eles e compatibilidade em motores

de combustdo (Fournier et al., 2016).

Tabela 7: Propriedades de combustiveis. Fonte: Fournier et al. (2016).

Combustiveis/Propriedades Etanol Butanol Gasolina
Poder calorifico inferior (MJ/Kg) 26,9 33,9 42,7
Entalpia de vaporizagdo (KJ/Kg) 873,9 669,1 380-500
Temperatura de autoignicdo (°C) 423 343 ~300
Razdo estequiométrica ar/combustivel 9 11,1 14,7
Pressdo de vapor a 37,8 °C (KPa) 15,9 2,2 62
Conteuldo de carbono (% m/m) 52,2 64,8 86
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O butanol também pode ser utilizado como precursor da producdo de ésteres
acrilicos, glicol ésteres, acetato de butila, aminas butilicas e amino resinas. Outros usos do

butanol sdo listados a seguir (Kumar et al., 2011):

e Solvente para corantes, tintas de impressao, tintas de parede;
* Fonte para producdo de auxiliares de flotacdo, como xantana butilica;

e Aplicacdo como extrator na producdo de farmacos e substratos naturais como

antibidticos, hormonios, vitaminas, alcaldides e canfora;
e Aditivo em substancias polidoras e de limpeza, como removedores de mancha;
e Solvente na industria téxtil, como aditivo em fluidos de degelo;
e Aditivo de gasolina (anti-degelo);
e Fase movel em cromatografia de papel e camada fina;

e Umectante para nitrato de celulose.

2.6. Uso da pervaporagdo para recuperagdo dos solventes

Até pouco tempo, os processos biotecnoldgicos foram muitas vezes ndo priorizados
por conta da obtencdo de produtos com baixos rendimentos e dificuldades em sua
recuperacdo, aumentando o custo final do processo. A etapa de downstream ou de
purificagdo do produto é fundamental para viabilizar a rota biotecnoldgica industrialmente
e tem como objetivo principal recuperar o produto desejado de forma eficiente, atendendo

a especificacdes pré-estabelecidas, minimizando custos e maximizando seu rendimento.

No caso dos meios fermentados, algumas caracteristicas dificultam a recuperagdo
dos bioprodutos, os quais normalmente estdao presentes em baixas concentragdes. Dentre
as técnicas aplicadas para a recuperacdo e purificacdo de solventes em fermentacdao ABE
estdo: a destilacdo, a adsorcao, o gas stripping e a pervaporacdo, cujas caracteristicas sao

abordadas de forma resumida a seguir, conforme Pugazhendhi et al. (2019).
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A destilacdo é um dos métodos mais tradicionais e amplamente aplicados, mas o
fato de o ponto de ebulicdo do butanol (118°C) ser maior do que o da agua e a sua

concentracao ser abaixo de 2% no meio, esta técnica torna-se muito onerosa.

A adsorcdo é uma técnica eficiente energeticamente e consiste em aplicar material
adsorvente para a separacdo dos solventes e depois dessorvé-los por aumento de
temperatura ou utilizagdo de um deslocador, ou seja, uma substancia que realize a
dessorcdo dos solventes no material adsorvente. E considerada uma técnica simples,
porém o rendimento é menor do que os outros métodos. Diferentes materiais adsorventes
sao utilizados, como silicatos, resinas, carvao e polivinil piridina. Embora sejam faceis de
usar, ainda ha receios em sua utilizacdo devido a possiveis incompatibilidades com a

fermentacdo e possibilidades de contaminacao.

Com relagdo ao gas stripping, o meio fermentativo é introduzido para uma coluna
em contra-corrente a um gas para se alcangar a separa¢do dos componentes volateis de
forma seletiva. No entanto, uma grande desvantagem desta técnica é a produgao excessiva

de espuma, sendo necessaria a aplicagdo de anti-espumante no meio (Xue et al., 2017).

A pervaporacdo (PV) é um método adequado para a remocdo de produtos volateis
de forma seletiva e continua do meio de fermentagdo. Esta técnica compreende duas
etapas: permeacdo do componente através de uma membrana por aplicacdo de vacuo e a
passagem do mesmo para a fase vapor. Entre as vantagens do uso de membranas,
destacam-se as condi¢cbes brandas de operacdo sem alteracdo das condi¢cdes do
bioprocesso, assim como a remogao continua de solventes no meio, que sdo tdxicos para
as células (Qureshi et al., 1999).

Além das aplicagdes em separagao e purificagdo de produtos, os processos de
separacdo com membranas também vém sendo utilizados com o objetivo de melhorar a
eficiéncia dos processos bioquimicos com a remocgdo continua de produtos metabdlicos.
Desta forma, a remocdo continua dos produtos mantém a suas concentragdes em niveis
mais baixos, evitando a inibicdo das rotas metabdlicas. A grande vantagem desta nova
concepcao é que a producdo e a separacdao ocorrem simultaneamente e, quando possivel,
em um mesmo equipamento. Além disso, as células ou os biocatalisadores sdao mantidos
no sistema, pois a membrana é capaz de reté-los ou mesmo imobiliza-los em sua estrutura.
O uso da pervaporacdo para a recuperacdao de butanol e acetona neste trabalho é uma

inovacdo, ndo sendo encontrado na literatura aplicacdao semelhante.
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2.7. Mercado e rotas tecnoldgicas de produgéo do butanol

A seguir, sdo apresentados primeiramente os resultados da avaliacdo de mercado,
considerando os primeiros anos deste trabalho (2014 a 2016) e que foram apresentados no
Exame de Qualificagdo em abril de 2017. No final desta se¢dao, sdao apresentados alguns
dados mais recentes (2017 a 2019), haja vista que houve mudancgas no ambito global e que

ocasionaram variagdes no cenario mundial.

A maior demanda de butanol é dirigida para a producao de acrilato de butila, cuja
participagdo no mercado global é de 38%, conforme apresentado na Figura 7. O mercado
de acrilato de butila é destinado a producao de tintas de latex, esmaltes e lacas, usados na
construgao civil. Glicol ésteres, que correspondem a 16% de seu uso tem tendéncia a
crescer de producdo para atender ao mercado asidtico. O acetato de butila, outro
importante produto derivado do butanol (18%), apresentou crescimento de produgdo nos

ultimos dez anos, mas a demanda tem aumentado em menor escala (Nexant, 2013).

O uso direto do butanol como solvente é de 15% da producdo global e as outras
variadas aplicagdes correspondem a 13%, incluindo manufatura téxtil, modificadores de
impacto para PVC rigido, plastificantes, resinas, butilaminas e como alternativa ao etanol

como combustivel.

Solventes:
15%

Figura 7: Consumo global de butanol por finalidade. Fonte: Nexant (2013).
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A demanda global em 2013 foi estimada em torno de 3 milhdes de toneladas por
ano, conforme ilustrado na Figura 8, com taxa de crescimento a partir do ano 2000 de 3,5%

a0 ano e com expectativa de 3,5 milhdes de toneladas em 2015.

O maior mercado de butanol atual estd concentrado na Asia, mais especificamente
na China, com um consumo aproximado de 45% do produto. A América do Norte e a
Europa também possuem alta demanda pelo produto, representando 27% e 25%,

respectivamente (Nexant, 2013).

A capacidade produtiva do butanol estd concentrada na Asia, América do Norte e
Europa Ocidental, sendo a expans3o do setor mais intensa na Asia. O crescimento da oferta
na América do Norte tendeu a estabilizacdo e na Europa Ocidental ocorreu a racionalizacao

da capacidade (Nexant, 2013).
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Figura 8: Consumo global de butanol por regido. Fonte: Nexant (2013).

O processo dominante de producdo de butanol é denominado Oxo, rota
petroquimica, que surgiu durante a metade do século XX e produz os isdbmeros de butanol
(butanol e isobutanol). O processo Oxo consiste na reacdo de hidroformilagdo, ou seja,
reacdo de uma olefina, como por exemplo propileno, com mondxido de carbono e
hidrogénio, gerando aldeidos (isobutiraldeido e n-butiraldeido) que sofrem posteriormente
condensacdo aldodlica e hidrogenacdo, ou apenas hidrogenagdo, para produzir os alcoois

correspondentes (isobutanol e butanol). Esse processo é desenvolvido em trés grandes
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etapas: (1) Producdo dos gases monoxido de carbono (CO) e hidrogénio (H;) a partir do gas

natural; (2) Producdo de aldeidos a partir da reacdo de propeno com os gases nas secoes

de reacdo oxo; e (3) Producdo dos alcoois a partir dos aldeidos nas se¢des de hidrogenacdo

(Tudor et al., 2007).

Conforme apresentado na Tabela 8, um estudo realizado pela Consultoria Nexant

em 2013 apontou que a capacidade instalada na Asia era na época de 51% do total,

seguido da Ameérica do Norte e Europa Ocidental com 32% e 17%, respectivamente

(Nexant, 2013).

Tabela 8: Capacidade instalada das empresas produtoras de butanol por continente.

Empresa Localizagao Capacidade Processo
(1000 ton/ano)
BASF Texas, EUA 218 Oxo
Oxea Texas, EUA 225 Oxo
Dow Chemical Los Angeles, EUA 270 Oxo
Dow Chemical Texas, EUA 255 Oxo
Eastman Texas, EUA 135 Oxo
Sasol Los Angeles, EUA 10 Sem informacgdo
Texmark Texas, EUA 9 Oxo
TOTAL NA AMERICA DO NORTE 1.122 ton/ano
Oxochimie Franca 150 Oxo
BASF Alemanha 225 Oxo
Oxea Alemanha 130 Oxo
Sasol Alemanha 4 Oxo
Perstorp Suécia 100 Oxo
TOTAL NA EUROPA OCIDENTAL 609 ton/ano
BASF YPC Nanjing, China 135 Oxo
Jilin Petrochemical Jilin, China 140 Oxo
DagingPetrochemical Heilongjiang, China 85 Oxo
Qilu Petrochemical Shandong, China 50 Oxo
Tianjing Bohai Chemical Tianjing, China 90 Oxo
Lihuyai Group Shandong, China 85 Oxo
Beijing Chemical Beijing, China 20 Oxo
Jiangsu Petrochemical Jiangsu, China 50 Sem informacgdo
Sichuan Ptrochemical Sichuan, China 122 Oxo
Various China 53 Sem informacgdo
Formosa Plastics Mailiao, Taiwan 250 Oxo
Kyowa Yuka Mie, Japao 130 Oxo
Mitsubishi Chemical Mizushima, Japdo 95 Oxo
Chisso Goi, Japdo 25 Oxo
LG Chemical Naju, Coréia do Sul 50 Oxo
Hanwha Eochon, Coréia do Sul 20 Oxo
Eastman Jurong Island, Singapura 55 Oxo
BASF Petronas Kuantan, Malésia 155 Oxo
Optimal Chemicals Kerteh, Malasia 135 Oxo
Andhra Petrochemicals Andhra Pradesh, india 70 Oxo

TOTAL NA ASIA

1.815.10° ton/ano
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O estudo apontou como os trés maiores produtores globais de butanol as empresas
BASF, Dow Chemical e Oxea, com fabricas nas trés regides (América do Norte, Europa

Ocidental e Asia), utilizando o processo Oxo.

Mais recentemente no Brasil a BASF aportou o maior investimento da histéria da
empresa na América do Sul: 500 milhGes de euros. A unidade esta instalada desde 2015 no
Polo Petroquimico de Camacari, na regidao metropolitana de Salvador e tem capacidade de
producdo de 360 mil toneladas por ano de produtos como superabsorventes (SAP), acido
acrilico e acrilato de butila, matérias primas para produtos como fraldas, tintas, tecidos,

adesivos e materiais para a construcdo civil (BASF, 2018).

Em relacdo ao processo biotecnolégico de producdo de butanol, parte do produto
consumido da China era proveniente da rota fermentativa. A producdo em 2012 foi de 185
mil toneladas, com maior volume produzido no préprio pais asiatico e em usinas de

demonstracdo nos Estados Unidos.

A Tabela 9 mostra a capacidade produtiva de algumas empresas que utilizam a rota
fermentativa. Entretanto ndo existem anuncios oficiais significativos de novas fabricas. Os
anuncios limitaram-se a plantas de demonstracdo de processo em diferentes escalas

(Natalense, 2013).

Tabela 9: Empresas chinesas que produzem biobutanol em escala comercial. Fonte: Natalense

(2013).

Empresa Localizagao ( 1332?::;::0) Processo
Jinmaoyuan BioChem China 60 Fermentagao ABE
Songyuan Ji'an BC China 60 Fermentagao ABE
Lianhai Biotech China 35 Fermentagao ABE
Jilin Cathay Biotech China 30 Fermentagao ABE

Varias empresas investiram em desenvolvimento para producdo de biobutanol, ou
seja, butanol via fermentativa, utilizando a mesma infraestrutura de producdo de etanol de
milho ou cana-de-agucar. Alguns destes investimentos s3o ou foram focados na

modificacdo genética dos microrganismos (OGM'’s) para obtencdo de maior tolerancia aos
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produtos formados (acetona, butanol e etanol), maiores concentracdes dos produtos,

maior seletividade e produtividade (Natalense, 2013).

Nos ultimos anos os investimentos em desenvolvimento para producdo de
biobutanol diminuiram. Havia muitas empresas atuando com este objetivo, mas muitas
delas ficaram inativas ap6s a queda dos precos do barril do petrdleo, que se iniciou a partir
do segundo semestre de 2014, conforme apresentado na Figura 9. Em 2013, o preco do
barril era acima de US 100,00, enquanto que no final de 2015 chegou a US 34,00. Percebe-
se que houve uma nova tendéncia de aumento a partir de 2016, porém com oscilacGes
ainda consideraveis até o momento atual com uma média sinalizada no grafico em torno
de US 70,00 (Inveting.com, 2019).

Entre os potenciais futuros produtores em larga escala de biobutanol encontram-

se as empresas Green Biologics (EUA) e Celtic Renewables (Escécia), empresas que foram

escolhidas para se obter maiores detalhes.
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Figura 9: Pregos do barril de petrdleo de 2010 a 2019. Fonte: Investing.com (2019).

A empresa Green Biologics lidera um projeto, conhecido como “ButaNext — Next
Generation Biobutanol”, com objetivo de superar as restricdes técnicas e econdmicas para

o uso do biobutanol, tanto como produto quimico de commodity como biocombustivel
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avangado. O projeto comecou em 2015 e reune especialistas da Europa para otimizar ainda
mais a cadeia de valor do biobutanol. Juntos, eles desenvolveram e demonstraram, em
escala piloto, um processo mais competitivo em termos de custo, eficiente e
ambientalmente amigdvel para converter matérias-primas renovaveis e sustentaveis em
biobutanol. O projeto tem focado em usar diferentes biomassas como palha de trigo,
Miscanthus, residuo soélido municipal e residuos de madeira (ButaNext, 2019). O projeto
recebe verbas de um programa da Comissdo Europeia de pesquisa e inovacdo, conhecido
como “Horizon 2020”, que aporta € 80 bilhdes desde 2014 até 2020, além de
investimentos privados. O processo esta em escala piloto no CENER — Centro Nacional de
Energias Renovables, em Navarra — Espanha, com o estudo integrado das etapas, desde o

manejo de biomassa até a recuperacado do biobutanol, conforme a Figura 10.
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Figura 10: Etapas de produgdo de biobutanol que estdo sendo desenvolvidas em escala piloto
através do Projeto ButaNext, da empresa Green Biologics. Fonte: ButaNext (2019).

A empresa Celtic Renewables Ltd. possui tecnologia de produgdo que utiliza
bactérias que podem converter os aglcares xilose, arabinose e glicose em biocombustiveis.
As principais fontes de susbtratos sao os coprodutos da industria de whisky escocés,
denominados “Draff” (residuos de cascas apds fermentacdo alcodlica) e “Pot Ale” (residuo

de destilacdo) Ambos sdo misturados e passam por tratamento termoquimico seguido de
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hidrdlise enzimatica e fermentacdo. O processo utiliza uma cepa de bactérias do género
Clostridium para a produgdao de acetona, butanol e etanol e a fragao sélida residual é
destinada a alimentacdo animal. A empresa ird construir sua primeira planta com
capacidade de 500 m3/ano de butanol combustivel na Escdcia entre 2019 e 2020 (Celtic
Renewables, 2019). A Figura 11 apresenta o fluxograma basico do processo desenvolvido
pela empresa.

A taxa atual de crescimento de butanol no mundo é estimada em 8,36% até 2024,
sendo ainda o maior mercado a Asia. A América Latina é o mercado que desponta ter maior
taxa de crescimento (Mordor Intelligence, 2019).

O butanol é um produto quimico industrial valioso, com um tamanho estimado de
mercado global em torno de USS 10 bilhdes ddlares (Phytonix, 2019) . Os principais fatores
gue impulsionam o mercado de biobutanol sdo: a redugdo da emissbes de carbono e o fato
de ser um building block (bloco de construcdo) para a fabricacdo de diversos produtos

guimicos.
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. Animal Feed

Pot Ale

Figura 11: Fluxograma simplificado do processo de produgdo fermentativa ABE.
Fonte: Celtic Renewables (2019).

O segmento de acrilatos, por exemplo, que dominou o mercado em 2017, é

esperado que cresca a uma taxa significativa até 2024, devido a produgdo crescente de
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acrilatos de butila. O aumento do consumo de biocombustiveis na industria de aviacao é
também uma grande oportunidade para a aplicacdo do biobutanol no futuro.

A regido Asia-Pacifico foi a maior consumidora de biobutanol em 2018. A
producdo crescente de revestimentos, adesivos, resinas e de matéria téxtil nos paises, tais
como China, India e Japdo, estda conduzindo o crescimento deste mercado (Mordor

Intelligence, 2019).

2.8. Producdo de cana-de-agucar, bagago e estimativa do potencial de
produgdo de biobutanol no Brasil

O relatdrio emitido pela CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento), que
pertence ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Governo Federal do
Brasil aponta em seu quarto levantamento da Safra 2019/2020 uma producdo de cana-de-
acucar de 615,98 milhdes de toneladas em uma darea colhida de 8,38 milhdes de hectares

(CONAB, 2019).

A quantidade de bagago proveniente de uma tonelada de cana-de-agucar varia em
funcdo da safra e das condi¢Ges da mesma, mas em média é de 250 Kg (Lopes, 2015). Com
base nesta relagdo, estima-se uma quantidade média de bagacgo na safra 2019/2020 de 154

milhdes de toneladas.

Através do relatdrio sobre a geracdo termoelétrica por queima do bagaco de cana-
de-agucar no Brasil emitido pela CONAB em 2011, a quantidade de bagago excedente, ou
seja, que ndo é utilizado para cogeracdo no pais, é de 11,2% (CONAB, 2011). Aplicando-se
este percentual na produgdo atual de bagago, tem-se uma quantidade de 17,2 milhdes de
toneladas da matéria-prima excedente. Considerando-se um teor de sélidos no bagaco em
torno de 50% (m/m) e uma quantidade em massa de carboidratos na fibra seca de 70,5%
(m/m) (Gomes, 2009), obtém-se uma producdo de agucares totais sollveis (pentoses e

hexoses) de 6,1 milhdes de toneladas.

Considerando um rendimento médio de butanol em processos fermentativos com
bactérias do género Clostridium de 0,23 g.g* (Jang et al., 2012), a produ¢do de butanol com

0 aproveitamento somente do bagaco excedente (sem uso da palha) seria de 1,4 milhdo de
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toneladas/ano. Esta magnitude de producgdo retrata a oportunidade existente no pais para

mudar a balanca comercial deficitaria apresentada na Tabela 10 (MDIC, 2019).

Considerando o preco FOB (Free On Board), ou seja, quando o comprador assume os
riscos dos custos com o transporte da mercadoria, o valor de exportacdo do butanol foi de
USS 1.506,34 a tonelada em 2018. Portanto, a ordem de grandeza do volume financeiro
atrelado a produgdo é de USS 2 bilhdes. Deste modo torna-se fundamental o estudo da
viabilidade técnica para a produgao de butanol de fontes renovaveis, especialmente

bagaco de cana-de-acucar, que é a biomassa mais abundante no Brasil.

Tabela 10: Balanca comercial brasileira de butanol. Fonte: MDIC (2019).

Exportacao Importagao SALDO
Ano Quantidade | Preg¢o FOB | Quantidade | Pregco FOB Quantidade
(ton) (USS/ton) (ton) (USS/ton) (ton)
2017 96 1.087,94 13.557 826,14 - (13.461)
2018 21 1.506,34 13.257 973,09 - (13.236)
2019-margo 1,3 2.128,40 5.710 950,77 - (5.709)

2.9. Consideragdes gerais

A demanda por combustiveis e produtos quimicos é crescente atualmente e,
paralelamente aumentam as pressdes ambientais por processos mais amigaveis e com
apelo de sustentabilidade. Residuos agricolas, como o bagaco de cana-de-aglcar, sdo
fontes renovaveis de substratos e passiveis de serem utilizados para a producdo de butanol
via rota biotecnoldgica. Este processo encontra espago consideravel no contexto
apresentado para se estabelecer como uma alternativa a rota petroquimica. Alguns
gargalos desta tecnologia sdo previstos, tais como a presenca de agentes inibidores ao

processo fermentativo e a obtencdo de produtos em baixas concentragdes.

Um dos diferenciais do presente trabalho é a obtencdo de solventes (butanol e
acetona) a partir de fermentac¢do de hidrolisados ricos em acucares (C5 e C6) de fracoes

polissacaridicas de bagag¢o de cana-de-agucar, utilizando uma cepa naturalmente ocorrente
56



de Clostridium acetobutylicum. Estas correntes sdo prontamente fermentadas sem a
necessidade de destoxificacdo. Buscar-se-a a obtencdo de hidrolisados com baixo grau de
severidade de pré-tratamento, a fim de se evitar a geracdo de inibidores em altas
concentracdes. Além disso, objetivar-se-a a otimizacao das condicdes de cultivo para a
propagacdo da linhagem bacteriana, agente do bioprocesso em tela, e se investigara se
havera a necessidade de aporte de macro e micronutrientes para a fermentacao
acetobutilica, avaliando-se a quantidade desses compostos no hidrolisado de bagaco de
cana. Finalmente, pretende-se realizar a integracdo do processo fermentativo com o
processo de pervaporacdo, para separacao in situ de butanol e acetona do meio, e avaliar a
eficiéncia desta concepgdo de processo na manutencdo da atividade fermentativa pela
reducdo do efeito inibitério dos produtos, ja que serdo removidos do meio a medida que
sejam formados. Adicionalmente, a adoc¢do desta técnica permitira a obtencdo de produtos

mais concentrados.

Assim, o presente trabalho visa abrir novas perspectivas para a producdo de
importantes moléculas a partir da biomassa lignoceluldsica para as industrias de
combustiveis e produtos quimicos inseridos no contexto de Biorrefinaria de segunda

geracao.
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Capitulo 3

Justificativa e Objetivos

O presente trabalho vem de encontro a demanda crescente de produgdo de
solventes, em especial butanol e acetona, para atendimento ao mercado demandante e
em expansao, utilizando a rota biotecnoldgica e substratos residuais que podem ser mais
baratos e podem reduzir possiveis impactos ambientais, além de ndo competirem com os
alimentos. Neste sentido, a producdo bioquimica de butanol, processo amplamente
conhecido, pode ser explorado com nova visdo, adaptando-se o microrganismo a utilizacdo
de acgucares de fontes lignocelulésicas e utilizando-se das ferramentas de bioprocesso para

0 aumento no rendimento e na produtividade.

Os microrganismos do género Clostridium tém capacidade de produgdo de acetona,
butanol e etanol a partir de glicose (Jiang et al., 2014) e xilose (Sun et al., 2012), acucares
presentes em grande percentual em residuos lignoceluldsicos, como por exemplo o bagaco
de cana-de-acucar. Esta versatilidade de utilizacdo de diferentes acucares por
microrganismos naturalmente ocorrentes apresenta a grande vantagem de implementagao
industrial, tanto no que tange a aceitacdo pela Lei de Biosseguranca (pelo fato de ndo estar
trabalhando com microrganismos geneticamente modificados), quanto em termos de
rendimento do bioprocesso, com o aproveitamento integral dos agucares. Diante do

exposto, este trabalho tem como objetivos:
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3.1.

Objetivo Geral

Desenvolver um processo para o aproveitamento de aguUcares, provenientes da

hidrélise dos polissacarideos do bagaco de cana-de-agucar (glicose e xilose) para a

producdo de butanol e acetona, utilizando como agente fermentativo Clostridium

acetobutylicum DSMZ 6228.

3.2.

Objetivos Especificos

Utilizar as ferramentas de planejamento fatorial de experimentos para a otimizagao
dos meios de propagacdo de Clostridium acetobutylicum DSMZ 6228 em meios

quimicamente complexos, com vistas a redugao de custos com os insumos;

Produzir os hidrolisados de bagaco de cana-de-aglcar com aplicagdo de pré-
tratamento fisico-quimico e hidrélise enzimatica e caracteriza-los quanto aos teores

de glicose, xilose, acido acético, 5-HMF, furfural e polifendis;

Realizar fermentagdes com Clostridium acetobutylicum DSM 6228 em biorreatores
instrumentados contendo meios quimicamente complexos, tendo como fontes de

carbono glicose e xilose para produgdo de butanol e acetona;

Realizar fermentacdes em biorreatores instrumentados com hidrolisados de bagaco
de cana-de-acguUcar para producdo de butanol e acetona, inclusive avaliando a real

necessidade de aporte de nutrientes nesta etapa;

Determinacdo dos parametros de bioprocessos, tais como produtividade
volumétrica (Qp) e rendimento (Yps), de cada fermentagdo, comparando os

resultados entre si e com a literatura;

Avaliar o processo de recuperagdo de butanol utilizando membranas em sistema de
pervaporacdo integrado ao processo de fermentacdo acetobutilica de hidrolisado

de bagaco;
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Capitulo 4

Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados os materiais utilizados para o desenvolvimento
desta pesquisa, assim como as metodologias aplicadas nos experimentos realizados. A
primeira etapa deste trabalho teve inicio com o processo de otimizacdo do meio de cultura
para a etapa de propagacdo celular, através da ferramenta de planejamento de
experimentos. A concentracdo celular foi a varidavel de resposta principal, seguida da
avaliacdo das concentracdes de acido acético, acido butirico e carboidratos residuais

(glicose e xilose).

Em uma segunda etapa foi avaliada a fermentabilidade de meios quimicamente
complexos, contendo glicose e xilose, em concentragdes compativeis com os hidrolisados
obtidos de bagaco de cana-de-agucar (HH C5, HC C6 e HC C5+C6) e a obtencdo dos perfis
cinéticos dos processos fermentativos de producdo de butanol por Clostridium

acetobutylicum DSM 6228.
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Em seguida, foram produzidos e caracterizados os hidrolisados citados e estudada a
fermentabilidade dos mesmos, obtendo-se também os perfis cinéticos das fermentacdes
com o mesmo microrganismo. A recuperac¢do dos solventes através da pervaporagao foi a

ultima etapa deste trabalho.

Em todas as etapas foi de fundamental importancia o monitoramento dos
substratos, intermedidrios e produtos através da cromatografia a liquido, com um método

desenvolvido exclusivamente para este trabalho.

4.1. Microrganismo

O agente de fermentacdo empregado foi uma linhagem de Clostridium
acetobutylicum, gram positiva (Figura 12), com base nos trabalhos de Bramono et al.
(2011), apresentado no item 2.2 (Tabela 5). O microrganismo foi obtido na forma liofilizada
do banco alemdo de culturas microbianas DSMZ (Deutsche Sammulung von

Mikroorganismen und Zellkulturen), cuja nimero de catalogo é DSM6228.

Figura 12: Fotografia de microscépio 6tico da cepa de Clostridium acetobutylicum DSM 6228.

Primeiramente foi realizada a ativacdo da linhagem liofilizada, em cdmara de
anaerobiose, em meio BHI (Brain Heart Infusion), conforme a Tabela 11 e, apds 2 dias a
37°C neste meio, as células foram propagadas em meio RCM (Reinforced Clostridial

Medium) por 2 dias a 37°C até esporulacao.
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Tabela 11: Composi¢do do meio de ativagdo BHI

Componente Quantidade
BHI 37 g/L
Extrato de levedura 5g/L
Resazurina 4g/L
Cisteina 0,5g/L
Hemina 10 mL/L
Menadione 5 gotas/L

A constituicao do meio RCM é apresentada na Tabela 12. O meio foi adquirido na
forma sélida do fornecedor Acumedia. O preparo do meio consistiu em solubilizar 38g do
material em 1 litro de agua purificada, aquecé-lo suavemente até completa dissolucao,
adicionar a resazurina na concentracdo citada, distribuir o meio em frascos de penicilina de
100 mL (adicionando 50 mL em cada), borbulhar gas nitrogénio para remog¢do de oxigénio
no meio, tampar os frascos com borracha e selos de aluminio e esterilizar por autoclavacao

a 121°C por 15 minutos.

Tabela 12: Composigdo do meio RCM comercial, do fornecedor Acumedia. Fonte: Lu et al. (2013).

Componente Concentragao, g/L
Extrato de carne 10

Peptona 10

Cloreto de sddio 5

Glicose 5

Extrato de levedura 3

Acetato de sddio 3

Amido solavel 1
L-cisteina HCI 0,5

Agar 0,5

A partir de seu crescimento, observado por turbidez, a cepa foi mantida em estoque
a -80°C em criotubos de 2 mL com glicerol a 30% v/v como crioprotetor (Borner et al.,
2014). Além da conservagdo da cepa a temperatura de -80°C, o microrganismo foi mantido
em meio rico comercial RCM em frascos de penicilina de 100mL em geladeira a 8°C para

uso nas fermentacgdes rotineiras.
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4.2. Ativagdo e propagagdo do microrganismo e meios de cultura
empregados

A etapa de ativacao consistiu em transferir, por meio de seringa e agulha estéreis, o
conteudo de um criotubo (1,5 mL) com suspensdo de células, armazenadas em freezer a
temperatura de -80°C, em solucdo de glicerol a 30% (v/v) para um frasco de penicilina de
100 mL contendo 50 mL de meio RCM (Reinforced Clostridium Media) comercial, conforme
esquema da Figura 13 (Lu et al.,, 2013; Abd-Alla et al., 2012; Ranjan et al., 2013) e

resazurina a 1 mg/L como indicador de anaerobiose.

Defini¢do do tempo de
|::> propagacdo em fungdo

do crescimento celular

L
Meio RCM e
Meio RCM
com 10g/L de glicose
ATIVACAO PROPAGACAO
\ P

Figura 13: Etapas de ativagdo e propagacao de Clostridium acetobutylicum em frasco.

Apds a inoculagdo, os frascos foram mantidos a 37°C em estufa, sem agitacdo,

durante 24 horas (Borner et al., 2014).

A etapa de propagacdo do microrganismo realizada em frasco consistiu em
transferir 5 mL de indculo do frasco da etapa de ativacdo para um outro de 100 mL
contendo 50 mL de meio RCM acrescido de glicose para uma concentragdo final de 10 g/L,
além da resazurina a 1 mg/L. Os demais procedimentos de preparo foram exatamente os
mesmos. O tempo de incubacdo e a composi¢cdo otimizada do meio de propagacao foram
objetos de estudo neste trabalho, através de planejamento de experimentos, tendo como

variavel de resposta principal o crescimento celular.
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4.3.  Planejamentos de experimento para a otimizagdo do meio de
propagacdo

A bactéria Clostridium acetobutylicum DSMG6228 exige nutrientes essenciais para
seu crescimento. Entretanto, algumas destas substdncias apresentam alto custo. Assim
utilizou-se a ferramenta de planejamento experimental de maneira a reduzi-los ou mesmo,
retira-los sem comprometer o crescimento celular e o metabolismo microbiano. Para a
otimizacdo do meio de propagacdo, primeiramente foram eliminados os seguintes

componentes neste estudo:

» Extrato de carne: por ser mais uma fonte de proteina e vitamina, dentre outras

como peptona e extrato de levedura ja existentes no meio de cultivo. Esta
determinacdo também foi baseada nos trabalhos de Wu e colaboradores (Wu et

al., 2015).

» Amido soluvel: porque os substratos a serem utilizados no trabalho sdo de origem
lignoceluldsica e ndo amilacea. No lugar deste componente foi avaliado o uso da
xilose, com intuito de adaptar o microrganismo na fase de propagacdo, jd que o
mesmo é capaz de metabolizar este carboidrato para a producdo de butanol e

também pelo fato de existir este aclcar nos hidrolisados de bagaco.

Com a eliminacdo dos componentes citados, ficaram sete originais e mais a xilose
para a avaliagdo. Se fosse realizar uma matriz completa de experimentos, seriam
necessarios 28 = 256 ensaios. Essa estratégia seria extremamente dispendiosa
financeiramente e inviavel tecnicamente. Portanto, foi realizado um delineamento
conhecido como Plackett & Burman (Rodrigues & lemma, 2014), com 12 ensaios (PB12),
acrescido de 3 repeticdes do ponto central (PC), para a avaliacdo da repetibilidade do
processo e as respostas nas condi¢des dos valores intermediarios (entre os niveis inferiores
e superiores estudados). Neste planejamento foram avaliados estatisticamente os efeitos
das oito varidveis independentes estudadas considerando os limites apresentados na
Tabela 13., tendo como variavel resposta a concentragdo celular.
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Os limites superiores (+1) das varidveis peptona, NaCl, cisteina, acetato de sddio e
agar foram definidos como sendo os mesmos valores do meio RCM (Tabela 12) e os seus
limites inferiores (-1) como zero, pois a intencao foi estudar os efeitos da auséncia e dos

valores de concentracdo destes componentes no meio comercial.

A excecdo foi para o extrato de levedura, cujo limite inferior foi de 1g/L, haja visto
gue para o crescimento celular é imprescindivel pelo menos uma fonte de vitamina e
proteina. Decidiu-se como limite superior para ambos os carboidratos (xilose e glicose) o
valor de 7 g/L, sendo o ponto central o valor definido pelo meio de cultura RCM para

glicose (5g/L).

Tabela 13: Limites de cada variavel estudada no planejamento de experimentos PB12.

Variaveis
Caddigo Unidade | Nivel -1 Nivel 0 | Nivel +1
independentes

Peptona X1 g/L 0 5 10
Extrato de levedura X2 g/L 1 2 3
Xilose X3 g/L 3 5 7
NacCl X4 g/L 0 2,5 5
Cisteina Xs g/L 0 0,25 0,5
Acetato de sédio X6 g/L 0 1,5 3
Agar X7 g/L 0 0,25 0,5
Glicose Xs g/L 3 5 7

Aos ensaios da matriz do planejamento experimental PB12 + 3 pontos centrais,
conforme a Tabela 14, foram adicionados dois controles para comparacdo dos resultados

obtidos, a saber:

¢ Controle C1: Meio comercial de marca Acumedia;

e Controle C2: Meio comercial de marca Acumedia com adicdo de xilose a 5g/L;

Para cada ensaio realizado foram preparados 7 frascos de sacrificio para

amostragem nos tempos 0 (logo apds inoculagdo) 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas, totalizando
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119 frascos de penicilina. As amostragens foram realizadas por remoc¢do dos frascos

outrora mantidos em estufa a 37°C. Em seguida as amostras foram submetidas a andlise de

concentracdo celular, glicose, xilose, acido acético e acido butirico, que foram as variaveis

resposta deste primeiro planejamento.

Tabela 14: Matriz completa PB12 com 12 ensaios, 3 pontos centrais e 2 controles. PP: Peptona; E:

Extrato de levedura; Cist: Cisteina; AS: Acetato de sddio.

PP EL | Xilose | NaCl | Cist | AS | Agar | Glicose
Ensaios X1 | X2 | X3 | Xa | Xs | X6 | X7 | Xs
(8/L) | (g/V) | (g/L) | (g/U) | (/L) | (g/L) | (g/L) | (g/L)
1 1|11 (-1}{-1]-1]1 1 10 1 7 0 0 0 0,5 7
2 1 1 /-1|11(-1|-1]-1 1 10 3 3 1 0 0 0 7
3 101 1/-1)1-1|-1] -1 0 3 7 0 0,5 0 0 3
4 1]1-1|1 1|1-111(-1] -1 10 1 7 1 0 3 0 3
5 1 1]-1|1 1]-1|1 -1 10 3 3 1 0,5 0 0,5 3
6 1 1 1]-1|1 1]-1 1 10 3 7 0 0,5 3 0 7
7 11 1 1]1-1|1 1 -1 0 3 7 1 0 3 0,5 3
8 1011 1 1]-1|1 1 0 1 7 1 0,5 0 0,5 7
9 10111 1 1]-1 1 0 1 3 1 0,5 3 0 7
10 1 |-1|-1(-1]1 1 1 -1 10 1 3 0 0,5 3 0,5 3
11 101 (-1(-1]-1]1 1 1 0 3 3 0 0 3 0,5 7
12 1(-1(-1(-1|-1]-1|-1] -1 0 1 3 0 0 0 0 3
13 0 0 0 0 0 0 0 0 5 2 5 2,5 0,25 1,5 0,25 5
14 0 0 0 0 0 0 0 0 5 2 5 2,5 0,25 1,5 0,25 5
15 0 0 0 0 0 0 0 0 5 2 5 2,5 0,25 1,5 0,25 5
C1 .
Meio RCM 10 3 0 5 0,5 3 0,5 5
(Controle 1)
C2 . .
Meio RCM + 5g/L de xilose 10 3 5 5 0,5 3 0,5 5
(Controle2)

A partir da analise dos efeitos principais foram selecionados as trés varidveis

independentes (peptona, extrato de levedura e glicose) e realizado um segundo

planejamento de experimentos do tipo DCCR (delineamento composto central rotacional),

um fatorial completo 23, incluindo 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central,

66




totalizando 17 ensaios (Rodrigues & lemma, 2014), considerando os demais componentes

do meio no nivel (-1), ou seja, sem adicdo dos mesmos. O objetivo deste planejamento foi

obter modelos para determinar as melhores concentragées dos componentes do meio que

propiciem o maior crescimento celular (variavel resposta).

A Tabela 15 apresenta a matriz completa do DCCR utilizado, com os valores de

concentragdo das varidveis em cada ensaio. A varidvel resposta principal deste conjunto foi

a concentracgao celular.

Tabela 15: Matriz do planejamento fatorial completo DCCR.

Extrato de .
. Peptona Glicose
Ensaios x1 x2 x3 levedura
(/L) (/L) (/L)
1 -1 -1 -1 1,2 1,2 5,6
2 1 -1 -1 4,8 1,2 5,6
3 -1 1 -1 1,2 4,8 5,6
4 1 1 -1 4,8 4,8 5,6
5 -1 -1 1 1,2 1,2 10,4
6 1 -1 1 4,8 1,2 10,4
7 -1 1 1 1,2 4,8 10,4
8 1 1 1 4,8 4,8 10,4
9 -1,68 0 0 0 3 8
10 1,68 0 0 6 3 8
11 0 -1,68 0 3 0 8
12 0 1,68 0 3 6 8
13 0 0 -1,68 3 3 4
14 0 0 1,68 3 3 12
15 0 0 0 3 3 8
16 0 0 0 3 3 8
17 0 0 0 3 3 8
Controle 1 Meio RCM comercial
Controle 2 Meio RCM comercial
Controle 3 Meio RCM comercial

Outras respostas também foram analisadas, como as concentracdes de glicose,

xilose, acido acético e acido butirico. Foi possivel a obtencdo de modelos matematicos das

respostas em funcdo das trés varidveis estudadas e considerados os coeficientes de

regressao com p-valores < 0,1 com 90% como nivel de confianca. Isto se deve ao fato de se
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trabalhar com microrganismo, cujos erros experimentais e variagcdes nas respostas podem
ser mais significativos do que quando se trabalha com enzimas in vitro ou sistemas de
reacGes quimicas, por exemplo. Segundo Rodrigues & lemma (2014), é importante o bom
senso na interpretacdo estatistica para que algum fator importante ndo deixe de ser

considerado na analise, cujos processos ndo sdo triviais.

4.4. Propagag¢do em biorreator

Apds a otimizacdo da propagacdo em frascos, foram realizados ensaios em
biorreator. Esta etapa consistiu em preparar 400 mL do meio RCM comercial ou otimizado
com resazurina a 1 mg/L, nas mesmas condicdes mencionadas anteriormente e transferir
para um biorreator de marca New Brunswick e modelo BioFlo 110 de 1,3 L, equipado com
um impelidor do tipo rushton, eletrodo de pH de marca Mettler Toledo, previamente
calibrado com solugdes tampdo de pH 4,01 e 7,00 e amostrador. Em seguida borbulhou-se
nitrogénio gasoso no meio para eliminagdo de oxigénio dissolvido e o conjunto foi levado a

esterilizagdo por autoclavacdo a 121°C por 15 minutos (Wu et al., 2015).

A inoculagdo de 20% v/v foi realizada pela transferéncia asséptica e anaerdbica do
conteudo microbiano de dois frascos de penicilina (100 mL de inéculo no total) da fase de
ativagdo, estando o biorreator em temperatura estavel a 37°C e agitagdo minima do
biorreator (50 rpm). Foram coletadas amostras a cada duas horas para o acompanhamento
do crescimento celular, bem como o consumo de substrato e a formacdo dos dacidos
organicos. O pH foi monitorado constantemente e a Figura 14 apresenta o esquema das

etapas para a propagac¢do em biorreator.
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Figura 14: Etapas para a propagacao de Clostridium acetobutylicum em biorreator.

4.5. Obtencdo dos hidrolisados lignoceluldsicos

Para a obtencdo dos hidrolisados lignoceluldsicos de bagaco de cana-de-agucar
como substratos para a fermentagdo acetobutilica, utilizou-se os procedimentos que foram
desenvolvidos nos laboratdrios do CENPES e patenteados com o nimero Pl 0605017-4 em

2006.

O bagaco de cana-de-acgucar, fornecido pela Usina Boa Vista, em Goias, foi estocado
a -20°C para evitar a deterioracdo durante o periodo deste trabalho. Primeiramente uma
massa de 5 Kg de bagaco Umido (50% de teor de umidade) passou por um pré-tratamento
com acido sulfurico a 1% (v/v) em uma relacgdo sdlido:liquido de 1:3 a 121°C por 30 minutos
em um reator conico, marca SEMCO e modelo CONIMIX de 80L de capacidade. Em seguida,
o material foi prensado para separa¢do da fracdo liquida e denominado hidrolisado

hemiceluldsico ou HH C5, pois possui majoritariamente xilose (pentose) como carboidrato

(Gomes, 2009), além de furfural e 5-hidroximetilfurfural, moléculas produzidas pela reacdo
do acido com os acguUcares gerados no meio e que sdo potenciais inibidores do processo

fermentativo.

Metade da massa de material sélido, denominada celulignina, foi misturada com
agua para ser submetida a hidrolise enzimdtica com um preparado comercial rico em
enzimas celuldsicas denominado Cellic CTec 3, fornecido pela empresa Novozymes®
(Novozymes, 2016). A hidrdlise enzimatica foi realizada a 50°C, 300 rpm, pH 5,0 e 20% de

teor de sélidos por 72h, em biorreator instrumentado de 7,5 L, marca Infors e modelo
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Labfors5, dotado de impelidor helicoidal para mistura de massa reacional com alto teor de
sélidos. Utilizou-se uma carga enzimatica de 15 mg de proteina por grama de celulose. A
mistura reacional foi centrifugada a 30.000 g por 20 minutos a 20°C para a separacao do

substrato rico em carboidratos hexoses e pentoses, denominado hidrolisado celuldsico ou

HC C6, constituido majoritariamente de glicose como carboidrato.

A outra parte da celulignina foi misturada a fragao liquida HH C5 para ser também
hidrolisada enzimaticamente nas mesmas condi¢des citadas para a obtencdo do

hidrolisado HC C5+C6 ou HC C5+C6, constituido de glicose e xilose como carboidratos

majoritarios.

A Figura 15 apresenta um esquema basico das diferentes estratégias de
fracionamento do bagaco de cana para a obtencdo dos hidrolisados utilizados no presente

trabalho.

Enzimas+ NH,OH + H,0
[=

Separacdo Fracdo solida
é parss : (CELULIGNINA) ™
Bagaco Pré-tratamento :

de cana acido diluido

Fracdo liquida

. : PATENTES
PATENTE : : BR 112013 006178-2
Pl 0605017-4 : :
(UFRJ/PETROBRAS) : © Enzimas+ BR 11 2013 005916-8
: : (UFRJ/PETROBRAS)

NH,OH

A
—Cenee>

Figura 15: Esquema das estratégias de fracionamento do bagaco para a producao de hidrolisados
das fragcoes hemicelulésica (C5) e celulésica (C6).

4.6. Fermentagbes ABE

4.6.1. Fermenta¢do com meios quimicamente complexos

Os ensaios de fermentacdo para obtenc¢do do butanol a partir de agclcares em meios

guimicamente complexos foram realizados no mesmo biorreator instrumentado do
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crescimento celular (etapa de propagacao), ja contendo 500mL de meio. Houve a adicdo

asséptica e anaerdbica de meio contendo glicose ou xilose (400mL) e nutrientes (100 mL)

ao biorreator, utilizando mangueiras estéreis e bomba peristaltica. A composi¢cdo do meio

de fermentagdao foi obtida com base nos estudos de Sun & Liu, 2012. O preparo das

solugdes foi realizado na seguinte ordem:

e 19 Preparo de nutrientes: os nutrientes foram preparados em solu¢des separadas

(meios A, B, C e D) para ndo ocorrer precipitacdo ou degradacdo dos componentes

durante a autoclavacdo. As composicdes e as concentra¢des finais de cada

componente em cada solugdo estdo descritas na Tabela 16.

Tabela 16: Meios A, B, C e D preparados em frascos de penicilina e esterilizados separadamente.

Fonte: Sun & Liu (2012).

Meio A Meio B Meio C Meio D
Extrato de Acetato
1,0g/L | MgSO4 0,2 g/L 0,01 g/L | FeS04.7H,0 | 0,01 g/L
levedura de sédio
KH,PO4 0,5g/L | MnSO4 | 0,01 g/L
K2HPO4 0,5g/L
Volume 40 mL | Volume 20 mL Volume 20 mL Volume 20 mL

Obs: O volume total de nutrientes é de 100 mL.

e 29 Preparo das solucdes de substratos: Solucdes de glicose e xilose foram

preparadas em volume de 400 mL, em garrafas separadas. Utilizou-se agua

purificada, tipo Milli-Q. As concentracdes dos carboidratos foram preparadas de

maneira a serem semelhante a composicdo do hidrolisado de bagaco de cana-de-

acucar.

e 392 Todos os frascos e garrafas foram borbulhados com nitrogénio gasoso para

remocdo de oxigénio e em seguida fechados para a etapa de esterilizacdo;
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e 49 Os frascos e garrafas foram esterilizados por autoclavacdo durante 15 minutos a

121°C;

4.6.2. Fermentagao com os hidrolisados

Os ensaios de fermentacdo para obtencdo do butanol a partir de aglcares dos
hidrolisados HH C5, HC C6 e HC C5+C6 foram realizados no mesmo biorreator
instrumentado do crescimento celular (etapa de propagacdo), ja contendo 500mL de meio.
Houve a adi¢do asséptica e anaerdbica do hidrolisado (400mL) apds a etapa de propagacao,
seguida de nutrientes (100 mL) ao biorreator, utilizando mangueiras estéreis e bomba

peristaltica, do mesmo modo como descrito no item anterior e conforme o esquema da

Figura 16.
4
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== & 3 Lf de bagago
i Lt 8-12h
o N t 1
:> E D D |- utrientes
37°C == i
S0mL 24h 50mL 50mL 37 c 37 c
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Figura 16: Etapas de pré-ativacao e ativa¢do (em frascos), propagacdo e fermentagdo (em
biorreator).

4.6.3. Cdlculo dos parametros de bioprocessos

Para os calculos dos pardmetros de bioprocessos, tais como produtividade
volumétrica em termos de butanol ou ABE (Qp) e os rendimentos de butanol e ABE (Yp/s)
em relacdo aos substratos (glicose e xilose) consumidos na etapa de fermentacdo, foram

utilizadas as seguintes equagdes (Liu, 2013):
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Sendo:

Yp/s: fator de rendimento de producdo de butanol ou ABE (g.g™).
P: concentragdo final de produto (butanol ou ABE) (g/L);

Py: concentragdo inicial de produto (butanol ou ABE) (g/L);

So: concentragio inicial de glicose e/ou xilose (g/L);

S': concentragdo final de glicose e/ou xilose (g/L);

Qp: produtividade volumétrica em butanol ou ABE (g/L.h);

tr: tempo de fermentacdo (h);

4.7. Processo de pervaporac¢do para recuperagdo de solventes

A Figura 17 ilustra o fluxograma da unidade de pervaporacdo (PV) acoplada ao
processo fermentativo para a recuperagdao dos solventes. No sistema ocorreu a
recirculacdo do meio (alimentac¢do) por bombeamento (bomba B-01) apds 16h do inicio do
processo fermentativo em um biorreator INFORS de 3,6 L (contendo 3,0 L de meio
fermentativo) e em dois mdédulos externos (C-01 e C-02), em série com concepgao placa-
guadro, contendo membranas planas de silicone PDMS - poli(dimetil siloxano), com area
total de 0,029 m?. Do outro lado das membranas foi aplicada pressdo negativa através da
bomba de vacuo, medida através do mandémetro PT-01. Os vapores foram recolhidos no
cristalizador Cr-01, um sistema de condensador que utilizou nitrogénio liquido para

condensacdo do permeado com altas concentracdes de butanol e acetona em agua.
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Figura 17: Fluxograma simplificado da unidade de PV para recirculacao do meio com dois médulos
de membrana em série.

Para o cdlculo do fluxo permeado total e dos fluxos especificos de butanol e de

acetona foi aplicada a equacdo a seguir (Zhang et al., 2019).

m

J = —
At

Sendo:

J: fluxo permeado, em g/m?2.h;

m: massa de permeado total ou de butanol ou de acetona, em g;
A 4drea de membrana efetiva, em m?;

t: tempo de processo, em h.

4.8. Avaliacdes analiticas

4.8.1. Analise dos carboidratos, acidos organicos e solventes

As etapas do bioprocesso foram monitoradas quantificando-se os substratos (xilose
e glicose), bem como os acidos organicos formados (acido butirico e acido acético) e os
solventes (acetona, butanol e etanol). As aliquotas retiradas foram filtradas em seringa

com membranas de PVDF (fluoreto de polivinilideno) de 0,2 um de tamanho de poro e
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transferidas para vials de 2 mL de HPLC com tampas rosqueadas, devidamente rotulados e

colocados na bandeja termostatizada do amostrador do cromatégrafo.

Na Figura 18 é apresentado o sistema cromatografico equipado para atender a
demanda analitica do trabalho. O cromatdgrafo utilizado foi de marca Thermo Scientific,
modelo Ultimate 3000, equipado com bomba bindria, degaseificador, amostrador
automadtico e termostatizado para manter as amostras refrigeradas a 10°C, além do

detector de indice de refragao RID.

Figura 18: Sistema cromatografico utilizado para a quantificacdo dos substratos, acidos organicos e
solventes

As condicdes analiticas definidas foram:

¢ Coluna Vertex Eurokat® H;

e Vazdo da fase mével: 0,500 mL.min;

e Temperatura da coluna: 80,0+£1,0°C;

+ Detector: indice de refracdo (RID) a 35,0+1,0°C;

* Amostrador automatico configurado para 10,0+1,0°C;

e  Tempo de andlise: 50 min.
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Na Figura 19 é apresentado um cromatograma, mostrando a boa separag¢do entre
eles e a eficiéncia da técnica analitica. Em uma mesma corrida cromatografica, ocorre uma
boa separacdo e posterior quantificacdo dos acucares, dos acidos organicos e dos

solventes.

1 - Glicose 3 - Acido latico 6 - Acetona
2 - Xilose 4 - Acido acético 7 - Etanol
5 - Acido butirico & - Butanol

Figura 19: Cromatograma tipico de uma solu¢do contendo os agticares (glicose e xilose), acidos
organicos (latico, acético e butirico) e solventes (acetona, etanol e butanol).

4.8.2. Analise de polifendis totais

As anadlises de polifendis nos hidrolisados foram realizadas segundo o Método Folin-
Ciocalteau (Box, 1983) que consiste em adicionar em tubos de ensaio, 500 [L de cada
amostra, 2,5 mL de uma solucdo aquosa do reagente de Folin-Ciocalteau a 10% (v/v) e da
adicdo 2,0 mL de carbonato de sédio a 7,5% (m/v). Os tubos sdo homogeneizados e,
posteriormente, mantidos em banho a 50 °C durante 5 minutos. Em seguida, estes sdo
novamente agitados e depois resfriados até a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Finalmente, sdo lidas as absorvancias das solu¢cdes em um comprimento de onda de 760
nm, contra o branco que contém todos os reagentes e recebe o mesmo tratamento que as
amostras, sendo adicionado um volume de 500 pL de agua destilada no lugar da amostra.

Para o preparo da curva de calibragdo, utilizou-se como padrdo o acido tanico em
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concentragoes aquosas, variando de 1 a 50 mg/L e o modelo utilizado para a determinacdo

Tp= Abs x fd
0,012

do teor de polifendis (Tp) foi:

Sendo: Tp: Teor de polifendis
Abs: Absorvancia a 760 nm

fd: fator de diluicao

4.8.3. Andlise da concentragao celular

Para a determinacdo da concentracdo celular nos ensaios em frasco e em
biorreator, foi necessario construir uma curva de calibragdo de massa seca de células, em
g/L, versus absorvancia. Para isso, procedeu-se as etapas de ativagdo e propagacdo em dois
frascos de penicilina conforme o item 4.2 e os mesmos foram retirados durante a fase
exponencial de crescimento bacteriano. O conteudo dos frascos foi centrifugado a 6.000
rom e 20°C, durante 20 minutos, o pellet formado foi ressuspenso em 100 mL de solugao
salina (NaCl a 0,9 % m/v) para lavagem das células e a suspensdo foi novamente

centrifugada nas mesmas condigdes.

O pellet foi ressuspenso novamente em 100 mL de salina e a suspensdo foi
homogeneizada com a utilizagdo de um bastao de vidro. Trés aliquotas de 10,00 mL da
suspensao foram transferidas para trés cadinhos de porcelana de massas conhecidas e
previamente secos a 105+3°C em estufa de convecgdao até peso constante. A diferenga
entre a massa do cadinho com residuo e do cadinho vazio foi determinada como a massa
de células. Esta massa foi obtida em triplicata para o calculo de desvio padrao. O restante
da suspensdo foi utilizado para a realizacdo de diluicbes em tubos de ensaio de 10 mL,
conforme protocolo apresentado na Tabela 17. Foram utilizadas pipetas automaticas de
diferentes faixas de volume (50 a 200 pL, 100 a 1000 YL e 1 a 5 mL). Todas as dilui¢Ges

foram realizadas em duplicata.
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Tabela 17: Diluig6es da suspensdo para leituras de absorvancia em comprimento de onda de 600 nm

Volume de suspensao de Volume de agua Percentual em volume
Tubo , ~
células (mL) (mL) da suspensao celular

1 5,00 0 -

2 4,00 1,00 80%

3 3,00 2,00 60%

4 2,00 3,00 40%

5 1,00 4,00 20%

6 0,50 4,50 10%

7 0,25 4,75 5%

8 0,20 4,80 4%

9 0,10 4,90 2%

10 0,05 4,95 1%

Os tubos de 10 mL foram usados como cubetas em espectrofotdmetro, marca
HACH e modelo DR5000 e as leituras de absorvancia foram realizadas em duplicata em

comprimento de onda (A) de 600 nm. Utilizou-se como branco a solugdo salina.

Com o resultado da média das massas secas obtidas nos cadinhos, calculou-se a
concentracdo de células em cada diluicdo realizada e foram plotados os resultados das
concentragdes celulares com os de absorvancia para obtencdo do modelo de calibracdo Y =
0,2056.X, sendo Y a absorvancia, medida no comprimento de onda de 600 nm e X a
concentracdo de células, em g/L, conforme a Figura 20. O coeficiente de determinacdo
obtido nesta calibrac3o foi R?> = 0,9978, o que representa uma boa qualidade do ajuste do

modelo aos dados experimentais.

Para a obtencdo da concentra¢do celular em uma amostra obtida em frasco ou
biorreator, tomou-se uma aliquota de 1 mL da mesma em microtubo de 1,5 mL. A amostra
foi centrifugada a 13.000 rpm por 5 minutos em minicentrifuga de bancada, marca
Eppendorf e modelo MiniSpin. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspenso em 1
mL de solugdo salina, com utilizagdo de pipeta automatica (100 a 1000 L) e agitador de
tubos tipo voértex. Em seguida o microtubo foi novamente centrifugado nas mesmas
condicbes mencionadas, o sobrenadante foi novamente descartado e adicionou-se salina

no microtubo até a marca de 1 mL. Utilizou-se o agitador de tubos para a ressuspensao
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celular e o conteudo foi transferido, com auxilio da pipeta automatica, para um tubo,

marca HACH de 10 mL, contendo 4 mL de solugdo salina (diluicdo de 5 vezes).
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Figura 20: Curva de calibragdao para determinag¢ao da concentracao celular de Clostridium
acetobutylicum durante os ensaios.

O tubo foi agitado para homogeneizacdo e realizada a leitura da absorvancia em
comprimento de onda de 600 nm (Abd-Alla et al., 2012; Guo et al., 2013; Tsai et al., 2014;).
Pelo modelo de calibracdo e considerando a diluicdo aplicada, obteve-se a concentracdo de

células em g/L em cada amostra.

4.9. Avaliacdo estatistica

Para a analise estatistica dos resultados obtidos dos planejamentos de
experimentos e a geragdo das tabelas e curvas de contorno foi utilizado o software
Experimental Design (http://experimental-design.protimiza.com.br), baseado no livro

“Planejamento Experimental e Otimizacdao de Processos” (Rodrigues & lemma, 2014).
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Capitulo 5

Resultados e Discussao

5.1. Perfil de crescimento e calibragGo para andlise de concentragdo celular

A etapa de ativagao de Clostridium acetobutylicum DSM 6228 com o meio rico
comercial RCM em frascos de penicilina durante 24 horas mostrou-se eficiente na geracao

de indculo para os estudos de propagacdo, com producdo celular em torno de 3,5 g/L.

Para a avaliacdo do crescimento microbiano durante o processo de propagacado e de
fermentacdo, utilizou-se glicose como fonte de carbono e, assim, foi obtido primeiramente
o perfil cinético de crescimento bacteriano para a determinacdo do melhor tempo de
propagacao, de maneira a conhecer a fase exponencial de crescimento. Este periodo é o de
maior atividade metabdlica das células. A Figura 21 apresenta o perfil de crescimento
microbiano, obtido do experimento de propagacdo em biorreator, conforme item 4.4 de

Materiais e Métodos.
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Figura 21: Crescimento de Clostridium acetobutylicum em meio RCM, em biorreator de 1,3L.
Condigcoes: Temperatura de 37°C e agitagao de 50 rpm.

Nota-se que a fase de crescimento efetivo foi entre 10 e 18 horas. A partir da curva
de calibragcdo, determinou-se as concentracbes de células a partir da leitura das
absorvancias do grafico da Figura 21. Para a determinagao da taxa especifica de
crescimento (M), foram plotados o logaritmo neperiano de X/Xo (razdo entre as
concentracdes celulares em cada tempo e a inicial) em cada tempo. O grafico da Figura 22

apresenta os resultados, obtendo-se para [ o valor de 0,21 h™L,
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Figura 22: Curva de crescimento celular e determinagdo de L.
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5.2. Primeiro delineamento experimental-PB12

Na Tabela 12 é apresentada a composicdao do meio comercial de propagacdo do
microrganismo RCM, constituido de nove componentes, sendo trés fontes de vitaminas e
proteinas (extrato de carne, peptona e extrato de levedura), que apresentam alto custo e
podem inviabilizar a producdo em nivel industrial. Além destes componentes do meio
padrdo RCM, o mesmo possui duas fontes de carboidrato (glicose e amido), L-cisteina HCI
para manter a anaerobiose no meio, agar e sais (cloreto de sédio e acetato de sédio), o que
onera mais ainda o processo. Torna-se, portanto, necessaria a otimizacdo deste meio para
a reducdo dos custos com operacao do processo, utilizando-se da ferramenta estatistica de

planejamento de experimentos.

Em uma avaliagao inicial, resolveu-se eliminar o amido e deixar somente a glicose
como fonte de carboidrato pelo fato de que o trabalho objetiva a fermentacdo de acglcares
de origem lignocelulésica (glicose e xilose) e ndo amilacea. O extrato de carne também foi
eliminado nesta avaliagdo inicial mantendo-se somente duas fontes de proteinas e
vitaminas (extrato de levedura e peptona), haja vista que de dez referéncias da literatura
apenas quatro utilizaram este componente no meio de propagacdo celular (Abd-Alla et al.,
2012; Guo et al., 2013; Moradi et al., 2013; Lu et al., 2013; Ranjan et al., 2013; Tsai et al.,
2014; Raganati et al., 2014; Jiang et al., 2014; Borner et al., 2014; Wu et al., 2015).

Como os hidrolisados lignoceluldsicos possuem xilose, decidiu-se incluir este
carboidrato na avaliagdo da composicao do meio, visando a possivel adaptagdo do

microrganismo ao agucar e observando a resposta em termos de crescimento celular.

Os resultados obtidos dos ensaios da matriz PB12, acrescidos de 3 pontos centrais e
2 controles estao reportados na Tabela 18. Como se pode observar nesta tabela, a partir de
doze horas de crescimento bacteriano ndo houve aumento significativo na concentracgdo
celular e, em alguns casos, apos este tempo, observou-se a diminuigao da biomassa. Na
Figura 23 é apresentada a cinética de crescimento celular médio dos ensaios do ponto
central, realizados em triplicata, ou seja, os de nimero 13, 14 e 15, que apresentam uma

variagdo pequena entre eles.
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Tabela 18: Resultados de concentragao celular do primeiro planejamento de experimentos, PB12.
C1 e C2 sdo ensaios controle. PP: peptona, EL: extrato de levedura, Cist: cisteina e AS: Acetato de sddio. As
informagGes do ponto central estdo em negrito. A coluna em amarelo indica as concentragées maximas

obtidas na maioria dos ensaios.

pp EL | Xilose | Nacl | Cist | As | Agar | Glicose Concentragdo celular (g/L) em fung¢do do tempo
Ensaios (h)

(g/L) | (g/L) | (/L) | (g/L) | (/L) | (/L) [ (g/L) | (&/L) Oh | 4h | 8h | 12h | 16h | 20h | 24h

1 10 1 7 0 0 0 0,5 7 1,39 (3,93 14,84 ] 11,24 | 11,20 | 8,06 |13,60
2 10 3 3 1 0 0 0 7 0,98 13,02 |4,79 | 10,11 | 10,20 | 8,70 | 9,52
3 0 3 7 0 0,5 0 0 3 0,57 1261|289 | 4,75 561 | 4,48 | 4,70
4 10 1 7 1 0 3 0 3 0,84 10,57 13,75 | 8,61 9,56 | 8,11 | 8,70
5 10 3 3 1 0,5 0 0,5 3 1,66 (2,7513,75] 11,65 | 10,52 | 10,15 |12,01
6 10 3 7 0 0,5 3 0 7 0,7512,43 13,02 538 | 498 | 552 |5,02
7 0 3 7 1 0 3 0,5 3 1,12 (2,611293 | 466 | 488 | 2,84 | 7,70
8 0 1 7 1 0,5 0 0,5 7 093]|166]|4,29| 6,66 | 3,98 | 452 | 6,02
9 0 1 3 1 0,5 3 0 7 0,89 11,93 ]|216| 3,75 3,61 3,16 | 3,07
10 10 1 3 0 0,5 3 0,5 3 1,43 (25213,25]| 7,38 | 584 | 6,61 | 9,15
11 0 3 3 0 0 3 0,5 7 1,07 (3,39 3,75 ] 5,11 566 | 3,93 | 8,88
12 0 1 3 0 0 0 0 3 1,39 (1,2511,98] 3,52 | 0,98 | 2,57 | 3,07
13 5 2 5 25 (025| 1,5 | 0,25 5 1,02 |3,34(284| 870 | 7,16 | 7,11 | 7,47
14 5 2 5 25 1025( 1,5 | 0,25 5 1,34 | 2,80 (3,57 | 10,15 | 8,06 | 6,25 | 7,88
15 5 2 5 25 1025( 1,5 | 0,25 5 1,21 |3,20 (4,07 | 897 | 7,47 | 6,34 | 6,29
C1* 10 3 0 5 0,5 3 0,50 5 1,80 ( 3,98 | 4,11 | 14,24 | 10,06 | 8,52 |10,02
C2** 10 3 5 5 0,5 3 0,50 5 1,30 | 4,20 | 5,97 | 15,65 | 17,37 | 18,28 |16,47

*C1: Composicdo do Meio RCM, conforme Tabela 12. **C2: Composi¢do do Meio RCM, incluindo a xilose.

A linha pontilhada observada no gréfico indica o tempo ideal de propagacdo e

crescimento celular e as condi¢cdes para o inicio do processo fermentativo. O ensaio

controle C2 (meio RCM comercial contendo 5 g/L de xilose) foi o que apresentou maior

crescimento das células com alto consumo de glicose e xilose (Tabela 18). Entretanto,

observou-se pouca utilizagdo do substrato xilose na maioria dos outros experimentos e, em

alguns casos, este consumo foi muito lento.
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Figura 23: Cinética da etapa de propagacdo celular do ensaios do ponto central. Os valores sao
resultados das médias das concentrag¢des celulares em cada tempo.

Segundo alguns autores, as bactérias do género Clostridium podem utilizar uma
variedade de carboidratos, como glicose, xilose, arabinose e manose. Porém, existe a
probabilidade de haver repressdo catabdlica pela presenca de substratos preferidos como
a glicose, que ird reduzir ou mesmo suprimir a utilizacdo de outros aglcares. Em algumas
espécies solventogénicas ha necessidade até mesmo de modificagdo genética para habilitar
o microrganismo a utilizar diferentes carboidratos (Tracy et al., 2012). A repressdo
catabdlica consiste na redugdo das atividades de enzimas envolvidas no catabolismo da

xilose (Wu et al., 2015).

A Tabela 19 apresenta o consumo de glicose e xilose dos ensaios em meio sintético
no tempo de 12 horas, em termos percentuais para comparagao. Os resultados menores
qgue 5% retratam que ndao houve consumo, considerando os erros experimentais de

amostragem e da analise cromatografica.

Quanto ao substrato glicose, percebe-se consumo total em 12h nos ensaios
controle e em 6 dos 15 experimentos do planejamento, caracterizando assim a preferéncia
do microrganismo por este carboidrato frente a xilose. Gu e colaboradores (2014)
reportaram que, embora as bactérias do género Clostridium possam utilizar xilose, elas o
fazem de maneira ineficiente. Portanto, ndo se justifica o uso deste carboidrato como

componente para a etapa de propagagao celular.
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Tabela 19: Consumo de glicose e xilose em cada ensaio do PB12, em base massica, calculado pela
razdo entre a diferenca de concentragdo entre os tempos 12 h e 0 h e a concentracdao no tempo

inicial.
Ensaio Consumo de glicose Consumo de xilose

1 65% -

2 89% 1%
3 100% -

4 100% 21%
5 100% 27%
6 71% 3%
7 100% 10%
8 16% -

9 48% 2%
10 100% 15%
11 67% 8%
12 68% 1%
13 94% -
14 98% 2%
15 100% -
Cc1 100% -
C2 100% 100%

Os autores citam como causa deste fendmeno o fato de os genes relacionados a
regulacdo e metabolismo da xilose estarem dispersos em varias localizacGes diferentes no

cromossoma de C. acetobutylicum (Gu et al., 2014).

Durante a etapa de crescimento celular, ha a producdo de acidos organicos o que
caracteriza a fase acidogénica. Segundo Kumar e colaboradores (2011), a bactéria cresce
exponencialmente nesta fase, com formacdo de acido acético e acido butirico, fazendo
baixar o pH para valores préximos a 4,5. Ainda nesta fase, a via glicolitica é ativada para
produzir piruvato pelo consumo da glicose. Em seguida, o piruvato é convertido a acetil-
CoA, que é o precursor para a sintese de acetato, butirato, etanol, butanol e acetona, em

meio anaerdbico (Kumar et al., 2011).

O grafico da Figura 24 apresenta os perfis cinéticos da produgdo dos acidos acético
e butirico no ponto central. As concentracdes destes acidos no tempo inicial foram

decorrentes do indculo.
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Figura 24: Perfis cinéticos dos ensaios do ponto central quanto a formagdo de acido acético e acido
butirico.

Os pontos do grafico sdo resultados das médias dos ensaios em triplicata. Percebe-
se uma tendéncia de aumento nos teores destes acidos, o que é caracteristico da fase

acidogénica, conforme ja abordado no item 2.4.

5.2.1. Andlise dos efeitos com relagdo a concentragdo celular

As Tabelas 20, 21 e 22 apresentam os resultados das andlises estatisticas dos
efeitos de todas as variaveis de resposta: concentragdo celular, xilose, glicose, acido acético
e acido butirico. Os valores de p-valor abaixo de 0,10 (ou seja, 90% de confianca) sdo
relativos a efeitos estatisticamente significativos e os mesmos estdo destacados em
vermelho. O valor 90% de confianca foi definido a principio, pois em processos bioldgicos e
muitas varidveis envolvidas é preferivel ser menos rigoroso, a deixar algum fator

importante sem ser considerado na proxima etapa do estudo (Rodrigues & lemma, 2014).

Conforme a Tabela 20-a, observa-se que quanto maior a quantidade de peptona
adicionada ao meio, maior a concentra¢cao de células formadas durante todo o tempo de
propagacao. Este efeito é esperado, pois a peptona é rica em vitaminas e em aminoacidos,
fontes importantes para a replicacdo celular. Porém, ndo foi observado o aumento
significativo do crescimento celular utilizando o extrato de levedura em todos os tempos

na faixa de concentracdo utilizada (1 a 3 g/L).
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O cloreto de sddio (NaCl) sé apresentou uma pequena influéncia positiva no tempo
de 12 horas, mas nos demais periodos um leve efeito ndo significativo, tal como a xilose e a

cisteina.

A glicose apresentou efeito positivo para o crescimento celular somente em 4 horas
porque o consumo deste substrato é rdpido, ndo sendo verificado o efeito significativo
deste componente nos demais tempos. Porém, conforme ja mencionado, a glicose é fonte
de energia para a obtencdo de ATP para as células e, portanto, essencial para a etapa de

propagacao.

Em relagdo ao acetato de sodio, o efeito foi negativo, tanto em 4h como em 12 h de

propagacdo, ndo se justificando a adicdo deste componente no meio de cultivo.

Quanto ao agar, os resultados ndo foram consistentes, pois em alguns tempos (4h e
12h) apresentou efeito positivo, com valores de p-valor bem abaixo de 0,10. Porém,
conforme a Tabela 20-a, em 8h este componente mostrou-se indiferente com relacao ao
crescimento celular. Analisando-se dados de dez trabalhos na literatura, apenas quatro
utilizam agar na composicdo do meio de propagacao, devido ao uso do meio comercial
RCM (Abd-Alla et al., 2012; Guo et al., 2013; Moradi et al., 2013; Lu et al., 2013; Ranjan et
al., 2013; Tsai et al., 2014; Raganati et al., 2014; Jiang et al., 2014; Borner et al., 2014; Wu
etal., 2015).

5.2.1. Andlise dos efeitos com relagdo ao consumo de xilose

A medida que a concentracdo de peptona aumenta no meio, maior também é o
consumo da xilose observado ao longo de todo o tempo de propagacdo (Tabela 20-b). No
caso do extrato de levedura, houve reducdo no consumo da xilose até 8 horas de
propagacdo e depois deste tempo o efeito da presenca deste nutriente tornou-se nao
significativo com relacdo ao uso da xilose pelas células. E importante ressaltar que houve
presenca de glicose em todos os ensaios. Isto fez com que houvesse uma preferéncia
natural dos microrganismos por este agucar, fen6meno comprovado através dos efeitos
positivos da glicose na maior parte do tempo com relagdo a concentracdo residual de xilose

no meio, ou seja, quanto maior o teor de glicose, maior foi a quantidade remanescente de
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xilose. As variaveis cloreto de sédio, cisteina e acetato de soédio exerceram efeitos nao
estatisticamente significativos ao longo do processo, dentro das faixas estudadas

considerando um nivel de confianca de 90% (valores de p-valor maiores que 0,10).
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Tabela 20: Efeito da concentragao celular (a) e xilose (b) na etapa de propagacdao em func¢do do tempo a 90% de confianga. Em vermelho sdo os efeitos
estatisticamente significativos (p-valor < 0,10).

3 S Concentragao celular (g/L)
Variavel & § -1 0 +1 ah sh 12h N o '
° ® Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor Analise estatistica dos efeitos
Média 2,60 0,0001 3,37 0,0001 7,07 0,0001
Curvatura 1,03 0,1445 0,24 0,8083 4,42 0,0456
Peptona X1 g/L 0 5 10 -0,12 0,7054 1,06 0,0859 3,99 0,0066 “MPeptona P Concentragdo celular em fungdo do tempo
(a) Extrato levedura X2 | g/L 1 2 3 0,41 0,2211 0,30 0,5523 -0,25 0,7642 NES na faixa estudada
Xilose Xs | g/L 3 5 7 0,24 0,4532 0,18 0,7172 0,29 0,7232 NES na faixa estudada
NacCl Xa | g/L 0 2,5 5 -0,19 0,5491 0,17 0,7396 1,67 0,0959 Praticamente indiferente (NES) na faixa estudada
Cisteina Xs | g/L 0 0,25 | 0,5 0,27 0,4022 -0,61 0,2647 -0,28 0,7322 NES na faixa estudada
Acetato de sddio Xs | g/L 0 1,5 3 -0,71 0,0688 -0,45 0,3861 -2,50 0,0314 N Acetato |, Concentracdo celular
Agar Xz | g/L 0 | 0,25 | 0,5 1,25 0,0119 0,54 0,3083 2,09 0,0530 MAgar 1 Concentragdo celular
Glicose Xs | g/L 3 5 7 1,08 0,0192 0,56 0,2968 0,61 0,4722 NGlicose M Concentracgdo celular em 4h

*NES: N3o estatisticamente significativo.

3 S Concentragdo de xilose (g/L)
Varidvel 0% § -1 0 +1 4h 8h 12h
° ® Efeito | p-valor | Efeito | p-valor | Efeito | p-valor Anélise estatistica dos efeitos
(b) Média 3,94 0,0000 3,85 0,0000 3,74 0,0000
Curvatura -0,21 0,0446 -0,03 0,7545 0,49 0,1007
Peptona X1 | g/L 0 5 10 -0,60 0,0001 -0,77 0,0000 -0,90 0,0015 MPeptona { Xilose residual
Extrato levedura X2 | g/L 1 2 3 0,18 0,0079 0,18 0,0127 0,10 0,4281 M Extrato de levedura M Xilose residual até 8h
Xilose Xs | g/L 3 5 7 2,95 0,0000 2,94 0,0000 2,93 0,0000 MXilose M Xilose residual
NacCl Xa | g/L 0 2,5 5 0,01 0,8411 -0,18 0,0123 -0,24 0,1010 Praticamente NES na faixa estudada
Cisteina Xs | g/L 0 0,25 0,5 -0,01 0,8189 0,25 0,0037 0,19 0,1664 NES em 12h
Acetato de sddio Xs | g/L 0 1,5 3 0,15 0,0132 -0,16 0,0181 -0,23 0,1165 NES em 12h
Agar X7 | g/L 0 0,25 0,5 -0,26 0,0020 -0,14 0,0279 -0,21 0,1457 NES em 12h
Glicose Xs | g/L 3 5 7 0,03 0,4404 0,40 0,0006 0,45 0,0173 MGlicose 1 Xilose residual a partir de 8h

*NES: N3o estatisticamente significativo.
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Tabela 21: Efeito da concentragdo de glicose (a) e acido acético (b) na etapa de propaga¢do em func¢do do tempo a 90% de confianga. Em vermelho sdo os
efeitos estatisticamente significativos (p-valor < 0,10).

3. | S Concentragao de glicose (g/L)
Variavel 0% g -1 0 +1 ah sh 12h
8 . e .
® Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor Analise estatistica dos efeitos
Média 2,98 0,0000 1,39 0,0003 1,06 0,0010
(a) Curvatura -0,51 0,1652 -1,04 0,0941 -1,88 0,0191
Peptona X1 | g/L 0 5 10 0,08 0,6244 -0,76 0,0338 -0,73 0,0413 NPeptona | Glicose residual
Extrato levedura X2 | g/L 1 2 3 -0,16 0,3474 -0,55 0,0810 -0,77 0,0365 M Extrato de levedura | Glicose residual
Xilose X3 | g/L 3 5 7 0,05 0,7410 -0,04 0,8864 0,10 0,7062 NES na faixa estudada
NaCl Xa | g/L 0 2,5 5 0,00 0,9793 -0,07 0,7749 0,07 0,7781 NES na faixa estudada
Cisteina Xs | g/L 0 0,25 0,5 -0,35 0,0806 0,33 0,2385 0,39 0,1899 NES em 12h
Acetato de sddio Xs | g/L 0 1,5 3 0,16 0,3462 0,02 0,9216 -0,04 0,8786 NES em 12h
Agar X7 | g/L 0 0,25 0,5 -0,53 0,0230 -0,02 0,9226 0,19 0,4894 NES em 12h
Glicose Xs | g/L 3 5 7 2,69 0,0001 2,37 0,0006 1,86 0,0017 MGlicose M Glicose residual
*NES: N3o estatisticamente significativo.
g S Concentragdo de acido acético (g/L)
Variavel 0% S -1 0 +1 4h 8h 12h
o o3 <) P .
® Efeito | p-valor | Efeito | p-valor | Efeito | p-valor Andlise estatistica dos efeitos
Média 0,90 0,0000 1,05 0,0000 1,04 0,0000
(b) Curvatura 0,05 0,4352 0,01 0,9122 0,03 0,7977
Peptona X1 g/L 0 5 10 0,04 0,2132 0,10 0,0592 0,11 0,1220 NES em 12h
Extrato levedura X2 | g/L 1 2 3 0,03 0,3861 0,08 0,0955 0,09 0,1971 NES em 12h
Xilose X3 | g/L 3 5 7 0,00 0,8740 -0,02 0,6439 0,00 0,9707 NES na faixa estudada
NaCl Xa | g/L 0 2,5 5 -0,01 0,8430 0,01 0,7221 0,06 0,3833 NES na faixa estudada
Cisteina Xs | g/L 0 0,25 0,5 -0,02 0,5122 -0,02 0,6439 -0,01 0,8544 NES na faixa estudada
Acetato de sédio Xs | g/L 0 1,5 3 1,11 0,0000 1,12 0,0000 1,13 0,0000 /> Acetato de sédio PAcido acético
Agar X7 | g/L 0 0,25 0,5 0,04 0,1662 0,06 0,1816 0,03 0,6760 NES na faixa estudada
Glicose Xs | g/L 3 5 7 0,04 0,2241 0,02 0,6067 -0,01 0,8118 NES na faixa estudada

*NES: Ndo estatisticamente significativo.



Tabela 22: Efeito da concentracdo de acido butirico na etapa de propagac¢do em fungdo do tempo a 90% de confianca. Em vermelho sdo os efeitos
estatisticamente significativos (p-valor < 0,10).

3. | S Concentragao de acido butirico (g/L)
Variavel 0% § -1 0 +1 ah sh 12h - o _
° ® Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor Andlise estatistica dos efeito
Média 0,40 0,0000 0,81 0,0000 0,92 0,0000
Curvatura 0,26 0,0245 0,32 0,0441 0,50 0,0530
Peptona Xt |g/L| O 5 10 | -0,01 0,7892 0,18 0,0278 0,27 0,0432 M Peptona MAcido butirico a partir de 8h
Extrato levedura X2 |8/l ] 1 0,096 | 0,0613 0,17 0,0344 0,23 0,0669 N Extrato de levedura MAcido butirico
Xilose Xs | 8/L] 3 5 -0,03 0,4759 0,01 0,8177 -0,02 0,8255 NES na faixa estudada
NaCl Xs |8/L| O 2,5 -0,03 0,4712 | 0,009 | 0,8801 0,02 0,8159 NES na faixa estudada
Cisteina Xs |g/L| 0 | 025 | 05| 0,06 0,1775 | -0,033 | 0,5722 -0,08 0,4449 NES na faixa estudada
Acetatodesédio | Xs |8/L | 0O 1,5 3 | -0,007 | 0,8604 0,06 0,3048 0,16 0,1640 NES na faixa estudada
Agar X7 |g/L] 0 | 025 | 05| 013 0,0228 0,03 0,6184 -0,07 0,4708 NES em 8 e 12h
Glicose Xs | 8/L] 3 5 7 0,12 0,0344 0,07 0,2628 0,06 0,5755 NESem 8 e 12h
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5.2.2. Andlise dos efeitos com relagdo ao consumo de glicose

Conforme observado na Tabela 21-a, tanto peptona quanto extrato de levedura
apresentaram efeitos positivos e significativos quanto ao consumo de glicose em até 12
horas de propagacdo. As demais varidveis independentes, como xilose, cloreto de sddio,
acetato de sdédio e dagar praticamente ndo apresentaram efeito significativo para o
consumo da glicose, ou seja, ndo tém importancia para o metabolismo celular nas faixas de
concentracdo estudadas. Um maior teor de glicose no meio sinalizou positivamente para

uma maior concentracdo residual deste substrato.

5.2.3. Andlise dos efeitos com relagdo a produgao de acido acético

De acordo com a Tabela 21-b, os componentes nas faixas de concentragdo avaliadas
nao foram significativos estatisticamente ao longo do tempo e de maneira continua para a
producdo de acido acético no meio. A Unica excecdo foi o acetato de sédio que, apesar de
ser adicionado desta forma, foi detectado e quantificado por cromatografia como acido

acético, contribuindo para o aumento da variavel de resposta.

5.2.4. Andlise dos efeitos com relagdo a produgao de acido butirico

Analisando a Tabela 22, pode-se observar que, em até 12 horas da etapa de
propagacdo celular, a peptona e o extrato de levedura tém efeitos positivos sobre a
producdo de acido butirico. Os demais componentes, como xilose, cloreto de sddio,
acetato de sodio e cisteina nao foram estatisticamente significativos, ou seja, foram
indiferentes. Sendo assim, o uso destes componentes no meio torna-se desnecessario com
relacdo a geracdo do acido em questdo. Agar e glicose apresentaram significancia apenas

no inicio da propagacao (4h).

Com base na analise dos efeitos e significancia dos componentes do meio com
relacdo ao crescimento celular, consumo de carboidratos e formacao dos acidos organicos

na etapa de propagacao, realizou-se um segundo delineamento sequencial, um DCCR
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(Delineamento Composto Central Rotacional) para a otimizagdo das varidveis peptona,
extrato de levedura e glicose. A Tabela 23 contém o resumo desta analise, definindo-se as

novas faixas de concentragao dos componentes para o DCCR.

Tabela 23: Respostas obtidas no planejamento PB12 e condi¢Ges propostas para cada variavel para
o planejamento DCCR.

o Estatisticamente )
. Variaveis Codigo | Unidade Nivel - | Nivel | Nivel significativo Conf:llf;oes paraa
independentes 1 0 +1 (12h) préxima etapa
p-valor <0,1

Peptona X1 g/L 0 5 10 Sim Avaliarde 0 a6 g/L
Extrato de X2 g/L 1 2 3 Sim AvaliardeOa6g/L
levedura
Xilose X3 g/L 3 5 7 N3do Remover
NaCl Xa g/L 0 2,5 5 N3do Remover
Cisteina-HCI Xs g/L 0 0,25 0,5 Nao Remover
Acetato de sddio Xe g/L 0 1,5 3 Nao Remover
Agar X7 g/L 0 0,25 0,5 N3o Remover
Glicose Xs g/L 3 5 7 Sim Avaliarde 4a 12 g/L

As variaveis xilose, NaCl, cisteina-HCl, acetato de sédio e agar foram removidas
porque no primeiro delineamento as faixas destes componentes foram estudadas a partir
da auséncia dos mesmos (nivel inferior -1). Como elas ndo apresentaram efeitos
estatisticamente significativos e nos pontos centrais (valores intermediarios estudados)
ndo apresentaram valores de maxima resposta (andlise de curvatura), pode-se entdo
suprimi-las. Isto diminui significativamente o custo do meio de cultivo, além de facilitar a
operacdo do processo por demandar menos reagentes, manipulacdo, estocagem,

transporte etc.

Um fato importante a ressaltar é que, em paralelo aos ensaios dos delineamentos
experimentais, foram realizados os de controle com o meio de cultivo de referéncia (RCM)
para comparacdao dos resultados obtidos. Esta estratégia forneceu maior seguranca em
relacdo a obtencdo do meio otimizado de menor custo e que garante pelo menos o mesmo

desempenho de um meio comercial.

Para aumentar o crescimento celular e minimizar custo do meio foram tomadas as
seguintes decisdes:
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1. Quanto a peptona decidiu-se diminuir um pouco a faixa de estudo, pois é o

nutriente mais caro;

2. Quanto ao extrato de levedura, decidiu-se ampliar um pouco a faixa de
concentracdo para compensar a diminuicdo da peptona e verificar a obtencdo de

ganho no crescimento celular;

3. Quanto a glicose, decidiu-se aumentar a faixa, pois foi observado que houve um
rapido consumo nas primeiras horas de crescimento celular para a maioria dos

ensaios.

Portanto, realizou-se um DCCR para os trés fatores significativos nas seguintes
faixas de concentragdo: extrato de levedura (0 a 6 g/L), concentracdo de peptona (0 a 6

g/L) e glicose (4 a 12 g/L).

5.3.  Segundo delineamento experimental — DCCR

A Tabela 24 apresenta todas as condi¢cdes dos ensaios do segundo planejamento,

DCCR, bem como os resultados da variavel resposta concentracdo celular para cada

condi¢do e em cada tempo em que foram coletadas as amostras (0, 4, 8 e 12 horas). Para a
etapa de propagacdo o mais importante é o modelo obtido para a concentracdo celular.
Portanto, a partir dos resultados obtidos, foi possivel construir o modelo parametrizado
desta varidavel em funcdo das varidveis independentes codificadas, com os parametros
estatisticamente significativos, para o tempo de 12 horas de propagacdo, conforme

descrito abaixo.

Conc. Celular (g/L) =7,68 + 0,49 x;, - 0,27 x:*> + 0,86 X, + 0,44 x5 - 0,32 x32 - 0,40 X1 X»

A porcentagem de variacdo explicada (R?) a 90% de confianca obtida foi 89,5%. O R?
€ uma medida da qualidade do ajustamento da reta de regressdo aos pontos experimentais
e leva em consideracdo a falta de ajuste e o erro puro obtido pelos ensaios do ponto
central (Rodrigues & lemma, 2014).
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Tabela 24: Condigdes dos ensaios do DCCR e concentracao celular avaliada em fun¢dao do tempo. PP: Peptona; EL: Extrato de levedura e Gli: Glicose

X1 X2 X3 PP EL Gli Concentragdo Celular (g/L)
Ensaios

(PP) | (EL) | (Gli) | (g/L)| (g/L) | (8/L) Oh 4h 8h 12h
1 -1 -1 -1 1,2 | 1,2 | 56 0,93 1,43 4,48 4,88
2 1 -1 -1 | 48| 12 | 56 0,80 1,16 6,66 6,38
3 -1 1 -1 1,2 | 48 | 56 1,07 1,57 6,34 7,47
4 1 1 -1 | 48 | 48 | 56 1,16 2,16 7,70 7,65
5 -1 -1 1 1,2 | 1,2 | 10,4 1,98 1,43 4,20 5,88
6 1 -1 1 48 | 1,2 | 104 1,16 1,66 5,84 7,38
7 -1 1 1 1,2 | 48 | 10,4 0,98 1,66 6,52 8,79
8 1 1 1 48 | 48 | 104 1,30 1,75 4,66 8,38
9 -1,68 | 0 0 0 3 8 1,57 1,66 5,38 5,75
10 1,68 0 0 6 3 8 1,21 1,30 7,43 8,06
11 0 |-1,68| O 3 0 8 1,25 1,30 2,70 6,07
12 0 1,68 0 3 6 8 1,25 1,89 9,47 8,43
13 0 0 |-1,68| 3 3 4 0,98 1,43 5,84 6,16
14 0 0 1,68 3 3 12 1,12 1,34 4,43 7,34
15 0 0 0 3 3 8 1,07 1,39 6,29 8,70
16 0 0 0 3 3 8 1,48 1,48 5,93 7,65
17 0 0 0 3 3 8 1,21 1,57 4,25 7,52
Cc1 Meio RCM comercial 1,48 1,80 3,93 6,61
Cc2 Meio RCM comercial 1,30 1,39 5,07 6,34
Cc3 Meio RCM comercial 1,02 1,34 4,98 6,20




Portanto, o modelo apresentado para concentragao celular, por exemplo,
explica 89,5% da variacao total da resposta, em funcao das varidveis estudadas. Este valor

€ muito bom, levando-se em consideragao a complexidade do bioprocesso.

Analisando-se as curvas de contorno na Figura 25, geradas pelo software Experimental
Design (http://experimental-design.protimiza.com.br), pode-se observar que para esta fase
do microrganismo, as condigdes que levam a maximizagdao do crescimento celular sdo as
condicdes superiores de estudo (+1,68) no DCCR para as trés varidveis, ou seja,
concentracdes de peptona, extrato de levedura e glicose de 6 g/L, 6 g/L e 12 g/L,

respectivamente

@
GClicose x:, gL}
O

Extrato de levedura (x= g/L)

3 2 4 0 1 2 3 4 5 8 7 8 8 3 2 4 0 1 2 3 4 5 6 T 8 8
Peptona e gLy Extrato de levedura (. giL)

Glicose (xs, gL}
o

2 3 4 5 6 1 8 8
Peptona x,, giL)

Figura 25: Curvas de contorno para a variavel de resposta concentracdo celular (em g/L) em fungdo
de glicose, extrato de levedura e peptona (também em g/L).

Assim, ensaios com as condi¢des do meio de cultivo otimizado, paralelamente aos
ensaios controle (meio mais rico e com maior custo), foram realizados na etapa de
validacdao, com objetivo de compara-los e avaliar o ganho de economia em relagdo ao valor

da concentragao celular obtida.
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5.4. Validacdo das condigbes otimizadas

Conforme a andlise realizada nas etapas anteriores (PB e DCCR), dois ensaios de
validagdo em triplicata foram realizados. Um deles com a condigdo do meio otimizado
neste trabalho (contendo glicose, peptona e extrato de levedura a 12, 6 e 6 g/L,
respectivamente) e o outro com o meio controle RCM Acumedia comercial para

comparacao. Os resultados estdo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25: Resultados de concentragdo celular, em g/L, dos ensaios de validagao.

Tempo (h) 0 4 8 12
Meio otimizado 1 0,80 3,11 10,61 9,65
Meio otimizado 2 0,93 3,43 10,47 8,88
Meio otimizado 3 0,66 3,34 9,97 9,52
Controle 1 (Meio RCM) 0,48 1,75 6,88 6,52
Controle 2 (Meio RCM) 0,98 1,43 8,15 6,66
Controle 3 (Meio RCM) 0,89 1,89 9,20 6,02

A Figura 26 apresenta os perfis cinéticos das médias dos ensaios de validacdo
realizados em triplicatas. Os resultados validam a otimizacdo da etapa de propagacao,
apresentando, inclusive, concentracdo celular média superior ao do ensaio controle com

meio comercial e em tempo até menor (8h).

—— Meio otimizado = Meio comercial RCM

8,0

6,0

4,0

Concentragio celular [g/fL)

2,0

0,0
0 4 8 12 16
Tempo (h)

Figura 26: Perfis cinéticos das médias de concentragdo celular dos ensaios em triplicata de
propagag¢dao com o meio otimizado e com o meio comercial para validagao.
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A Tabela 26 apresenta as médias e os desvios padrdao dos ensaios realizados na
condicdo otimizada e no meio comercial RCM, além do valor predito pelo modelo nas

condi¢Oes de validacdo em 12 horas de propagacao.

Tabela 26: Resultados das médias, desvios padrao e valor predito pelo modelo para comparagdo —
concentragdo celular (g/L) em 12h.

Média Desvio Valor predito pelo
Ensaio experimental | padrao modelo nas condi¢Ges

(g/L) (g/L) do meio otimizado

(/L)
Propagac¢ao com meio
comercial RCM controle 6,40 0,34
Propaga?a? com meio 9,35 0,41 7,89
otimizado

Observa-se que o valor de concentracdo celular médio obtido pelo meio otimizado
apresenta um resultado maior do que o valor predito pelo modelo e também pelo valor
médio obtido com uso de meio comercial. Os desvios padrdo apresentaram valores baixos
para ambos os ensaios. Este resultado valida a otimizagdo do meio de propagacao e é fruto

da sinergia entre as variaveis independentes.

Assim, foi possivel avaliar os nove componentes do meio de cultivo com apenas 43
ensaios, através de dois delineamentos sequenciais e a validacao experimental, obtendo-se
um meio otimizado mais econémico com trés componentes e em um tempo menor, igual a
8 horas, para a etapa de propagacao de Clostridium acetobutylicum DSM6228 e que
proporciona um rendimento de células similar aos ensaios de propagagdo com o meio

comercial.

Em relacdo aos dados de literatura, o periodo de incubacdo na fase de propagacao
varia de 12 a 48 horas e a quantidade de componentes utilizados nos meios de cultura
varia entre 9 e 16 (liang et al., 2014; Wu et al., 2015; Ranjan et al., 2013; Abd-Alla et al.,
2012; Moradi et al., 2013; Raganati et al., 2014; Bérner et al., 2014; Guo et al., 2013; Tsai et
al., 2014; Lu et al., 2013). Obteve-se, portanto, uma reducdo do tempo de crescimento

celular e da quantidade de compostos para o meio de propagacao.
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Concluindo esta etapa, com o planejamento de experimentos, foi possivel reduzir os
custos com nutrientes na fase de propagacdo em 76%, substituindo o meio comercial RCM

pelo meio otimizado de acordo com a Tabela 27.

Tabela 27: Comparagdo dos custos para o preparo de 1 litro de meio de propagagdo usando o meio
comercial RCM e o otimizado.

Meio comercial RCM Meio otimizado
Massa | Custo Massa Custo
Marca (g) (US) |Componente Marca (g) (Us)
Sigma-Aldrich 38 13,92 Glicose Fisher Chemical 12 127
Extrato de
levedura KASVI 6 0,93
Peptona KASVI 6 1,09
TOTAL 24 3,29

5.5.  Ensaios de fermentacdo com meios quimicamente complexos

Apds definir as melhores condicdes para o crescimento de Clostridium
acetobutylicum em ensaios com frascos, optou-se por realizar as etapas de propagacao e
fermentagdo em biorreator instrumentado, de maneira sequencial e em um mesmo
sistema reacional, onde ocorressem as duas etapas, processo que foi denominado de one-
pot reaction. Esta é uma estratégia a ser usada para realizar sinteses de uma maneira mais
sustentavel, devido a reducdo de custos, ja que o processo se encontra integrado,
diferentemente daqueles realizados em etapas distintas (Sydnes, 2016). Somente a etapa

de ativacdo continuou sendo realizada em frascos de penicilina.

Os ensaios de fermentagdo realizados em meios quimicamente complexos em
biorreator, utilizando glicose e xilose como fontes de carbono sdo apresentados nas
Figuras 27 e 28, respectivamente, com adi¢ao dos nutrientes descritos na Tabela 16. Os
rendimentos (Yp/s) obtidos, tomando como base apenas butanol como produto, foram 0,19
e 0,25 g.g}, respectivamente e os resultados de produtividade (Qp) foram 0,14 e 0,17 g/L.h,

para os ensaios com glicose e xilose como substrato, respectivamente.
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Figura 27: Cinética de fermentac¢do ABE, tendo glicose como substrato em meio quimicamente
complexo. Composicdo do meio conforme Tabela 15. Temperatura: 37°C e 50 rpm em biorreator de
1L.

O ensaio de fermentag¢do com glicose durou 36 horas, com um consumo quase total
do substrato, ou seja, 35,4 g/L e producdo de 6,9 g/L, 4,0 g/L e 0,5 g/L de butanol, acetona
e etanol, respectivamente. A producdo total de solventes ABE foi, portanto, de 11,4 g/L,

com produtividade total de 0,32 g/L.h.

No que tange a xilose, o tempo demandado para o consumo dessa pentose foi de
56 horas, resultando em uma reducdo percentual do substrato de 69,3%, permanecendo
no meio fermentado uma concentracdo residual de 16,7g/L. As concentragdes finais de
butanol, acetona e etanol, neste ensaio, foram de 9,5 g/L, 7,5 g/L e 1,0 g/L,
respectivamente, resultando em uma producdo total de solventes ABE de 18 g/L, com

produtividade volumétrica total de 0,32 g/L.h.

Embora houvesse um residuo de xilose neste ensaio, as varidaveis de resposta
obtidas foram até superiores as do ensaio com glicose. Percebe-se também que a
guantidade de substrato utilizada pelo microrganismo foi de 37,7 g/L. O mais importante a
destacar destes ensaios é a capacidade da cepa em metabolizar tanto glicose quanto xilose
para a producdo dos solventes, tendo o butanol como produto majoritario.
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Jiang e colaboradores (2014) utilizaram glicose como substrato para producdo de

butanol por Clostridium beijerinckii 1B4.

B Xilose ® Etanol A Acetona * Butanol
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Figura 28: Cinética de fermentacao ABE, tendo xilose como substrato em meio quimicamente
complexo. Composicdao do meio conforme Tabela 15. Temperatura: 37°C e 50 rpm em biorreator de
1L.

Os autores obtiveram em 40 horas de fermentagdo concentracbes de butanol,
acetona e etanol de 10,96, 3,01 e 0,16 g/L, respectivamente, ou seja, 14,13 g/L de
solventes. O consumo de glicose neste periodo foi de 41 g/L, ficando um residual de 18 g/L.
O rendimento e a produtividade de solventes obtidos foram 0,35 g.g* e 0,35 g/L.h. O

rendimento e a produtividade de butanol foram, respectivamente, 0,26 g.g* e 0,27 g/L.h.

Kheyrandish e colaboradores (2015) utilizaram glicose como substrato para
producao de butanol, acetona e etanol em concentragdes iniciais do substrato de 20, 40,
60 e 80 g/L. Os autores obtiveram um acréscimo de 80% na producdo de butanol quando
aumentaram a concentragdo de glicose de 20 para 40 g/L, porém, ndo observaram
aumento significativo do produto com concentragGes iniciais maiores do substrato. Os
autores justificaram os resultados a repressao catabdlica causada pela glicose em
guantidades acima de 40 g/L. A concentracdes de butanol, acetona e etanol alcangadas

foram 9,3 g/L, 3,4 g/L e 0, respectivamente, apds 48 horas de fermentacao iniciada com 40
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g/L de glicose. Portanto, as produtividades de butanol e de solventes foram,

respectivamente de 0,19 e 0,26 g/L.h.

Sun e colaboradores utilizaram xilose como substrato para producao de butanol por
Clostridium acetobutylicum ATCC 824, obtendo em 96 horas de fermentacdo
concentrac¢des de butanol, acetona e etanol de 7,9, 2,0 e 1,5 g/L, respectivamente, ou seja,
11,4 g/L de solventes. O consumo de xilose neste periodo foi de 47 g/L, ficando um residual
de 13 g/L. O rendimento e a produtividade de solventes obtidos foram 0,24 g.g* e 0,12

g/L.h (Sun et al., 2012).

Na Tabela 28 estdo os resultados obtidos pelos autores em comparacdo aos
gerados nesta secdo (colunas azuis). As colunas A, B e C sdo comparaveis entre si, pois sao
relacionadas ao mesmo substrato, a glicose, enquanto a coluna D pode ser comparada a E

(xilose como substrato).

Tabela 28: Comparacao dos resultados obtidos neste trabalho (colunas em azul) com a literatura. As
colunas A, B e C referem-se ao uso de glicose; assim como as colunas D e E referem-se ao uso de

xilose.
Referéncias
Parametro Kheyrandish | Jiangetal. | Presente Sun et al. Presente
et al. (2015) (2014) trabalho (2012) trabalho
(A) (B) (€ (D) (E)
Tempo de fermentacdo (h) 48 40 36 96 56

AS de glicose (g/L) 40 41 35,4 - -

AS de xilose (g/L) - - - 47 37,7
Butanol (g/L) 9,3 10,96 6,9 7,9 9,5
Acetona (g/L) 3,4 3,01 4,0 2,0 7,5

Etanol (g/L) 0 0,16 0,5 1,5 1,0
ABE (g/L) 12,7 14,13 11,4 11,4 18,0

Yess butanol (g.g?) 0,23 0,27 0,19 0,17 0,25

Ye/s ABE (g.g7) 0,32 0,34 0,32 0,24 0,48
Qr (g/L.h) — Butanol 0,19 0,27 0,19 0,08 0,17
Qp (g/L.h) - ABE 0,26 0,35 0,32 0,12 0,32
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Observa-se que os parametros alcangados neste trabalho com uso da glicose foram
préximos aos reportados na literatura. No entanto, com rela¢do as colunas D e E, todos os
parametros alcancados no presente trabalho para xilose foram superiores aos de Sun e

colaboradores (2012). Isto se deve a maior producdo de butanol e acetona.

Estes resultados comprovam a capacidade da cepa em utilizar tanto glicose quanto

xilose como substratos para a producdo majoritaria de butanol no meio fermentativo.

5.6. CaracterizagGo e fermentagéo dos hidrolisados lignoceluldsicos

5.6.1. Hidrolisado hemicelulésico (HH C5)

O bagaco de cana-de-acucar, apds sofrer um pré-tratamento e prensagem passou
por uma etapa posterior de hidrélise enzimatica da fracao sélida rica em celulose (fracao
C6). Esses processos de desestruturacdo da fibra dos residuos lignocelulésicos estdo
voltados para o aproveitamento integral dos aglcares de maior concentragdo encontrados
no bagaco, a glicose e a xilose, que juntos sdao responsdveis por mais de 70% da
composicao em base seca do bagaco de cana-de-aclcar (Gomes, 2009). Na primeira fase
(pré-tratamento) utilizou-se acido sulfurico como catalisador e foi possivel aproveitar entre
70% e 80% dos acucares da fracdo hemiceluldsica, gerando uma corrente liquida rica em
xilose, conforme descrito no item 4.3, denominada de hidrolisado hemicelulésico ou HH

C5. Na Tabela 29 encontra-se a composicao desta corrente.

Tabela 29: Andlise composicional do hidrolisado hemicelulésico HH C5.

Componente Concentragao (g/L)
Glicose 8,14+ 1,01
Xilose 52,57 £ 3,08
Acido acético 9,45 + 0,80
5-Hidroximetilfurfural 0,62+0,11
Furfural 0,33+0,07
Polifendis totais 2,10+ 0,14
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A guantidade de xilose, acUcar majoritario, representa 87% do total de carboidratos
presentes no hidrolisado HH C5, que é de 61 g/L. O teor de acido acético oriundo da fibra
lignoceluldsica é expressivo e ha presenca de produtos derivados da oxidacdo dos
carboidratos durante o pré-tratamento, que sao 5-hidroximetilfurfural e furfural,

potenciais inibidores do processo fermentativo (Betancur et al., 2010).

Este hidrolisado foi utilizado como substrato no processo fermentativo ABE. A fase
de propagacdo celular foi realizada com sucesso (dados ndo apresentados), resultando em
concentracgoes de acido butirico e acético entre 5 e 6 g/L (fase acidogénica). Apds a adicdo
do hidrolisado hemiceluldsico, ndo houve producao dos solventes, ficando o experimento

em observacdo por até 140h.

A inibicao por essas classes de compostos é contraditéria na literatura para essa
fermentacdo em foco. Segundo Guo e colaboradores (2013), o pré-tratamento da biomassa
lignoceluldsica gera uma quantidade de compostos toxicos que incluem acidos, derivados
furanicos e polifendis e nenhum microrganismo pode produzir eficientemente butanol
dessa fracdo liquida. Segundo os autores, os compostos fendlicos totais solUveis no
hidrolisado obtidos da fibra de milho por acido sulfurico sdo os potenciais inibidores da
producdo ABE por Clostridium beijerinckii BA101, pois acetato, furfural e 5-
hidroximetifurfural ndo inibiram o crescimento e a producao ABE pelo microrganismo (Guo

etal., 2013).

Os compostos fendlicos, principalmente os de menor massa molecular, sdo os mais
toxicos e causam perda de integridade celular. Porém, os efeitos de inibicdo ndo tém sido
elucidados na literatura. Estudos foram realizados com acido 4-hidroxibenzdico como
modelo para se investigar a influéncia dos compostos fendlicos na fermentacdo,
principalmente em estudos com madeira (Palmqvist et al., 2000). O processo de
destoxificacdo de hidrolisado é dificil e aumenta os custos de producdo. A sugestdo dos
autores foi a utilizacdo de um microrganismo mutante capaz de tolerar niveis mais

elevados desses inibidores fenélicos presentes no meio.
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5.6.2. Hidrolisado celulésico (HC C6)

Como nao foi possivel a obtengao de butanol a partir da fermentagdo do hidrolisado
hemiceluldsico diretamente, o préximo passo foi a avaliacdo da fermentabilidade do
hidrolisado celulésico, obtido apds a acdo de celulases nos sélidos resultantes do pré-
tratamento com 4cido diluido do bagaco de cana, cuja metodologia foi descrita no item
4.5. Neste caso, a 4gua foi usada para diluir o preparado enzimatico comercial, bem como
para se obter uma suspensdo de sdlidos com concentracdo de aproximadamente 20%
(m/m) no meio de hidrdlise. Apés o tempo determinado de processo (72h) a 50°C, sob
agitacdo a 300 rpm e em pH 5,0, obteve-o hidrolisado celuldsico, cuja composicdo é

apresentada na Tabela 30.

Tabela 30: Andlise composicional do hidrolisado HC Cé6.

Componente Concentragao (g/L)
Glicose 51,30+ 0,97
Xilose 17,80+ 0,35
Acido acético 5,42 + 0,02
5-HMF 0,02 £ 0,00
Furfural 0,36+ 0,01
Polifendis totais 1,83+ 0,02

A concentracdo total de carboidratos é de 69 g/L, somando-se as concentracbes de
glicose e xilose. A glicose é o agucar majoritario (74%), produto da acdo sinérgica das
enzimas que compdem o preparado enzimatico. As enzimas atuam na fragao celuldsica de
maneira mais eficiente no bagaco pré-tratado do que no bagaco in natura, pois aquele
passou por uma etapa de rompimento da estrutura lignoceluldsica, deixando a celulose
mais acessivel ao ataque enzimatico (Gomes, 2009). A presenca de xilose é resultante da
acdo de xilanases sobre a hemicelulose remanescente do processo de pré-tratamento.
Além das atividades celuloliticas, os preparados enzimaticos comerciais também possuem

atividade xilanoliticas.

105



Observa-se que os teores de 5-hidroximetilfurfural e polifendis sdo 97% e 13%
menores do que no hidrolisado HH C5, respectivamente. O teor de furfural apresentou
diferenca pouco significativa quando comparado ao hidrolisado hemicelulésico oriundo do

pré-tratamento.

A Figura 29 apresenta o resultado do acompanhamento cinético da fermentagdo do
hidrolisado HC C6, obtida em biorreator instrumentado de 1L. Antes da fermentacdo,
ocorreu primeiramente a fase de propagacdo celular com 400 mL de meio otimizado
contendo glicose e 100mL de inéculo com células de Clostridium acetobutylicum DSM6228
crescidas previamente em meio RCM comercial. Apdés a etapa de propagacdo foi

adicionado ao biorreator o hidrolisado HC C6, que sofreu diluicdo de cerca de duas vezes.

Conforme apresentado nos graficos da Figura 29, preferencialmente a bactéria
consome a glicose e isso ocorreu por cerca de 30 horas, com producdo dos acidos
organicos. Registra-se a forte repressdao no consumo de xilose pela maior afinidade da
célula por glicose. Apds este tempo, iniciou-se a fase solventogénica, com produgao de
butanol e os outros produtos pelo consumo tanto da glicose quanto da xilose, chegando-se
a 6,4 g/L do principal produto da fermentagdo. Em 48 horas, a produtividade volumétrica e
o rendimento obtidos, considerando o butanol, foram 0,13 g/L.h e 0,19 g.g?,
respectivamente. Em relacdo a acetona e etanol, obtiveram-se concentracdes maximas de
4,5 e 0,6 g/L, respectivamente. A concentracdo total, produtividade volumétrica e o

rendimento de solventes foram, respectivamente, 11,5 g/L, 0,24 g/L.h e 0,34 g.g~.

O consumo total de carboidratos foi de 33,3 g/L, sendo 25,0 g/L de glicose e 8,3 g/L
de xilose. Mesmo o hidrolisado HC C6 apresentando concentracdo de polifendis na mesma
ordem de grandeza do hidrolisado HH C5, houve boa producdo de solventes e o
aproveitamento integral dos agucares presentes. Portanto, estes resultados mostram que é
possivel utilizar o hidrolisado HC C6 para a producao dos solventes sem a necessidade de
etapa de destoxificacdo para a remoc¢do dos potenciais inibidores presentes no meio.
Provavelmente o maior teor de 5-HMF no hidrolisado HHC5 tenha sido o maior responsavel

pela inibicdo celular na etapa de fermentacdo desta corrente.
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Figura 29: Cinética de fermentac¢do ABE de hidrolisado HC C6. Temperatura: 37°C e 50 rpm, em
biorreator de 1L.
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5.6.3. Hidrolisado HC C5+C6

A préxima estratégia foi a avalicdo da fermentabilidade do hidrolisado HC C5+C6,
preparado pela acdo das celulases comerciais sobre os solidos remanescentes do pré-
tratamento com 4cido diluido. Conforme ja mencionado, o proprio hidrolisado
hemicelulésico (HH C5) foi usado para diluir o preparado enzimatico comercial,
biocatalisador da hidrélise nesta etapa, e também para se obter a suspencdo de sdlidos
com teor de 20% (m/m) no meio de reacdo enzimatica. Apds o tempo determinado de
hidrdlise a 50°C, sob agitacdo de 300rpm e em pH 5,0, foram obtidas as concentracdes dos

aclcares em 72 horas, chegando-se a composicdo apresentada na Tabela 31.

Tabela 31: Andlise composicional do hidrolisado HC C5+C6.

Componente Concentragao (g/L)
Glicose 69,83 £ 0,05
Xilose 52,06 + 1,54
Acido acético 11,58 + 0,52
5-HMF 0,07 £ 0,02
Furfural 0,62 +0,10
Polifendis totais 3,21 +£0,04

Como se pode observar, a quantidade de carboidratos é mais expressiva do que os
hidrolisados obtidos anteriormente, atingindo-se uma concentracgdo total de 122 g/L, o que
foi considerado bastante interessante quando comparado as concentracdes reportadas na
literatura. As concentracdes de furfural e polifendis obtidas também foram superiores as
anteriores em pelo menos 90% e 52%, respectivamente. A concentracdo de 5-HMF obtida
apresentou-se na mesma ordem de grandeza do hidrolisado HC C6, porém cerca de 90%

menor do que no HH C5.

O conteldo de polifendis e furfural € maior no HC C5+C6 do que no HC C6, devido
a corrente liquida HH C5 ter sido reunida com os sélidos pré-tratados. Conforme ja
mencionado, o pré-tratamento com acido diluido tem como objetivo desestruturar o
material lignoceluldsico. Além disso, hidrolisar quimicamente a maior parte da
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hemicelulose, que continua a reagir com o catalisador acido no meio, gerando furfural.
Uma pequena porc¢ao de lignina também é solubilizada sob condicdes de pré-tratamento
acido, gerando polifendis. Para a preparacdo do HC C6, no entanto, a fracdo liquida de pré-
tratamento foi removida por filtro-prensa e o sdlido residual foi misturado com agua e
enzima para a etapa de hidrélise enzimatica, diluindo assim as concentragdes de furfural e

polifendis presentes no meio.

A Figura 30 apresenta o resultado do acompanhamento cinético da fermentagdo do
hidrolisado HC C5+C6. A fase de propagacao celular ndo foi apresentada, mas foi realizada
da mesma forma que no ensaio anterior, com 400 mL de meio otimizado contendo xilose
ao invés de glicose e 100mL de indculo contendo células de Clostridium acetobutylicum
DSM6228 crescidas previamente em meio RCM comercial. A glicose foi consumida
preferencialmente, ocasionando o aumento dos teores de acidos organicos até 12 horas.
Estes acidos foram provenientes da etapa de propagacdo (acidos butirico e acético) e da
propria composicdo do hidrolisado (acido acético). Em seguida, os mesmos foram
reutilizados pelo microrganismo para a produgdo dos solventes, com o consumo
concomitante e preferencial de glicose. O microrganismo consome praticamente toda a
glicose em 24 horas, preferencialmente. Em seguida, a bactéria utiliza a xilose até 30h,

deixando um residual deste carboidrato em torno de 11 g/L (cerca de 50%).

O uso total de glicose e parte da xilose deveu-se a maior concentracdo inicial de
agucares no meio (55 g/L), que provavelmente inibiu o uso da xilose devido a repressdo

catabdlica causada pela glicose.

Vale ressaltar que, diferentemente do que ocorreu com o HC C5+C6, na estratégia
com HC C6, ambos os agucares foram totalmente consumidos. A razdo deste resultado é
gue a concentracdo inicial de acgucar foi, aproximadamente, 35 g/L, menor do que no meio
com HC C5+C6. A bactéria consome agUcares sem inibicdo na faixa de 30-40 g/L
(Kheyrandish et al., 2015).

A concentracdo, produtividade volumétrica e o rendimento de butanol obtidos em
36 horas foram 9,1 g/L, 0,25 g/L.h e 0,24 g.g%, pois o consumo de carboidratos foi de 38
g/L, sendo 28,5 g/L de glicose e 9,5 g/L de xilose. Em relagdo a acetona e etanol, obteve-se

concentragcdes maximas de 5,5 e 0,9 g/L, respectivamente, em 36 horas.
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Figura 30: Cinética de fermentagao ABE de hidrolisado HC C5+C6. Temperatura: 37°C e 50 rpm, em
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A concentracdo total, produtividade volumétrica e o rendimento de solventes neste
mesmo tempo foram 15,5 g/L, 0,43 g/L.h e 0,41 g.g*. O hidrolisado HC C5+C6 apresentou
concentracdo de polifendis ainda maiores se comparado aos anteriores e, mesmo assim,
houve boa produgdao de solventes, denotando que a bactéria apresenta resisténcia a
presenca de substancias potencialmente tdxicas ao seu metabolismo e integridade celular.
Este € mais um indicio que a inibicdo ocorrida com o uso do hidrolisado HH C5,

provavelmente se sucedeu pela presenca de 5-HMF em maior concentragao.

5.6.4. Estudo da necessidade de adicao de nutrientes para a etapa
fermentativa

Nesta fase do trabalho, avaliou-se a possibilidade de eliminar a adicdo de nutrientes
na etapa de fermentacdo visando a reducdo nos custos de preparo dos meios.
Primeiramente foi feita uma caracterizacdo mais completa dos hidrolisados e comparados
os resultados de concentracbes dos cations e anions com o que sdo recomendadas pela
literatura (Sun & Liu, 2012; Monot et al., 1982). Esta comparacdo é apresentada na Tabela

32.

Pelos resultados obtidos, percebe-se que o hidrolisado HC C6 supre a demanda de
fons Mn?*, Mg?*, Na*, Fe?* e sulfato. Porém, com relacdo a K* e fosfato, o0 mesmo possui
déficit. Em relagdo ao hidrolisado HC C5+C6, o mesmo cobre a demanda exigida, deixando
de suprir de maneira completa apenas fosfato. Este componente provavelmente foi
fornecido na etapa de propagacdo, porém ndo foi analisado o seu teor na mistura
reacional. Portanto, o hidrolisado HC C5+C6 foi selecionado para a realizacdo da
fermentacdo sem aporte de nutrientes e a Figura 31 apresenta os perfis cinéticos
sobrepostos de fermentacdo do hidrolisado HC C5+C6 com e sem adicdao de nutrientes.
Como pode ser observado, ndo houve diferencas significativas nos dois casos, muito
possivelmente pelo fato de haver nutrientes suficientes para o metabolismo celular, o que
também atende a expectativa de diminuicdo dos custos do processo por ndo ser necessaria

a adi¢ao de insumos nesta etapa.
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Tabela 32: Comparagdo entre a demanda de cations e anions como nutrientes para a etapa
de fermentacgdo entre os dados de literatura (Sun & Liu, 2012 e Monot et al., 1982) e a composigdo
real nos hidrolisados HC C6 e HC C5+C6 (em mg/L), considerando a diluigdo.

. . Faixa de Concentragdao | Concentragao
lons demandados a .
. . . e concentragao no HC C6 no HC C5+C6
atividade de Clostridium
. recomendada (mg/L) (mg/L)
conforme a literatura
(mg/L)
MnZ2* 0-7,3 2 13
Mg2* 10 - 40 16 75
K* 314-4.188 90 335
Na* 0-1.966 34 140
Fe?* 0,4-18,4 14 550
PO4*> 700-1.400 14 125
S04 0,6 - 160 1.750 6.500

Alguns ions sdo importantes no metabolismo de microrganismos, pois representam
cofatores de enzimas, que catalisam as reagGes metabdlicas, como a glicélise, reacGes
redox e transporte de nutrientes, que sdo essenciais para manter a viabilidade celular. De
acordo com Monot et al. (1982), a presenca de ions Mg?* e K* em concentra¢des dentro
das faixas recomendadas (Tabela 32) desempenha um papel importante na formacdo de
acetona. Segundo Zabihi et al. (2019), o aumento da concentra¢cdo de NaCl no meio de 0,01
g/L para 20 g/L prolongou a fase lag de Clostridium acetobutylicum de 30 para 93 h. O sal
tem um efeito destrutivo no crescimento celular e na producdo de ABE, além de inibir a
mudanca entre as fases acidogénica e solventogénica. A alta salinidade causa desidratacao

do citoplasma bacteriano e lise celular, por aumentar a pressao osmodtica do meio externo.

De acordo com Maiti e colaboradores, o sal NaCl é citado em uma lista de
compostos inibitérios presentes em hidrolisados de biomassa. Este sal inibe o crescimento
celular a uma concentragdo de 2 g/L, o que corresponde a 786 mg/L de Na*, além de
aumentar a permeabilidade da membrana celular. A reducdo na producdo de solvente
ocorre em concentracdo de 5 g/L, corroborando com o estudo anterior realizado por
Monot et al. (1982).No presente trabalho, as concentracées de Na* no HC C6 e no HC
C5+C6 foram de 34 e 125 mg/L, respectivamente, ou seja, inferiores a concentracgdes

inibitérias (Maiti et al., 2016).
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Segundo Gheshlaghi et al. (2009), a enzima fosfofrutoquinase (PFK) catalisa uma
Unica etapa da glicélise, conhecida como fosforilacdo da frutose-6-fosfato, usando ATP e
fosfato para formar frutose-1,6-difosfato e ADP. A PKF precisa de Mg?* associado ao NHa4".

O cation de magnésio é importante no meio porque forma um complexo com
ATP, que provavelmente é o substrato da PKF. Os autores sugerem que o NH4* estimula a
glicélise através da acdo da PFK para aumentar a taxa da reacao.

Um dos passos importantes na via metabdlica Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
de bactérias do género Clostridium é a clivagem do piruvato, obtido a partir da glicdlise,
pela agdo da enzima piruvato ferredoxina oxidoredutase (PFOR) na presenc¢a da coenzima-
A (Co-A) para a formacdo de acetil CoA e CO,, com conversao concomitante de ferredoxina
oxidada e sua forma reduzida. A enzima PFOR contém um croméforo de enxofre e ferro em
sua composicdo, que transporta elétrons do piruvato para a ferredoxina. A analise
composicional da enzima confirmou a presenca de pirofosfato de tiamina, ferro e enxofre
(Gheshlaghi et al., 2009).

A adicdo de ions de ferro no meio de cultura influencia o metabolismo de
Clostridium de maneira a alterar o fluxo de carbono e elétrons durante a fermentacdao com
xilose. Essa alteracdo aumentou a solventogénese e a utilizacdo da pentose em organismos
produtores de ABE. Ambos sdo resultados desejaveis para serem aplicados em reatores
com organismos naturalmente ocorrentes na producdo de biocombustiveis (Popovic et al.,
2017).

Em relacdo a fonte de nitrogénio (extrato de levedura), a concentragdo necessaria
para a fermentacdo ABE é de 1,0 g/L, de acordo com Sun e Liu (2012). No entanto, os
teores de nitrogénio total nos hidrolisados HC C6 e HC C5+C6 foram 2,7 g/L e 8,5 g/L,
respectivamente, sendo a concentracdo de nitrogénio amoniacal em ambos de 1,9 g/L e
6,5 g/L, respectivamente. A maior parte do nitrogénio quantificada em ambos os
hidrolisados se deve a adicdo de NH4OH para ajuste de pH nas etapas de hidrélise
enzimdtica do bagago de cana pré-tratado. Portanto, as quantidades de nitrogénio
disponivel em ambos os hidrolisados sdo bem altas, comparando-as a demanda descrita

pela literatura.
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Li et al. (2018) utilizaram varias fontes de nitrogénio, incluindo extrato de levedura,
peptona, triptona, uréia e acetato de aménio, com objetivo de aumentar a eficiéncia da
fermentacdo ABE. Os autores concluiram que o acetato de amodnio usado como Unica fonte
de nitrogénio em concentragdo de 3 g/L aumentou o crescimento celular em 26% e que
esse componente contribuiu para melhorar o crescimento celular e a producdo de
solventes, além de diminuir o tempo de fermentacdo. Também foi relatado que os ions de
amonio influenciam na expressdao de seis genes envolvidos na via metabdlica do butanol,
ou seja, ackA (acetato quinase), buk (butirato quinase), adc (acetoacetato descarboxilase),
ctfAB (acetoacetil-CoA/acil-CoA transferase), adhE2 (acetaldeido-CoA/élcool desidrogenase
bifuncional) e bdhB (butanol desidrogenase dependente de NADH). A concentracdo de
acido acético (ou acetato) é maior no HC C5+C6 do que no HC C6 (Tabelas 30 e 31).
Portanto, a presenca de concentracdo de acetato de amoénio mais elevada no HC C5+C6

possivelmente aumentou a produtividade da fermentacdao com este hidrolisado.

Uma outra caracteristica interessante do processo desenvolvido é que, utilizando o
hidrolisado HC C5+C6 sem suplementacdo de nutrientes, atingiu-se valores elevados de
butanol, acetona, ABE, rendimento e produtividade, em comparacdo com resultados
encontrados na literatura. A Tabela 33 apresenta os resultados de processos de
fermentacgdo ABE, com uso de diferentes hidrolisados de biomassas e também com meios
guimicamente complexos, utilizando microrganismos do género Clostridium. Zheng e
colaboradores (2015), por exemplo, obtiveram concentracdo de ABE de 13,1 g/L utilizando
hidrolisado de eucalipto sem suplementacdo nutritiva. Entretanto, esse resultado foi
obtido apds 120 h de fermentagao, resultando em um baixo valor de produtividade

volumétrica, ou seja, 0,11 g/L.h.

No presente trabalho, o valor obtido de Qp (ABE) foi de 0,41 g/L.h, com uso de HC

C5+C5 sem adicao de nutrientes, mesmo nao consumindo toda a xilose disponivel. A

producdo de solventes foi de 14,7 g/L. Este resultado foi até melhor do que o obtido com
meio quimicamente complexo contendo glicose, no qual houve a adicio de todos os

nutrientes citados nas Tabelas 12 (propagacdo) e 16 (fermentacdo).
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Tabela 33: Comparagdo entre dados da literatura com os resultados obtidos no presente trabalho para a fermentagdao ABE de hidrolisados de bagaco de
cana-de-aglcar.

Consumo Y
. . . Consumo de | Butanol | Acetone | ABE Q P/_S1 a
Substrato Microrganismo de glicose xilose (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L.h) (g.81) Referéncia
(g/L) 8 8 & 8 ABE | ABE
Hidrolisado de farelo de arroz C. acetobutylicum 25,6 15,1 5,9 4,4 11,2 0,22 0,34 Al-Shorgani et al., 2019
C. acetobutylicum 24,2 8,4 4,0 3,1 7,1 0,10 0,22
Hidrolisado d Iha de soj ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ Liao et al., 2019
iarofisado de paiha de soja C. acetobutylicum (OGM) 47,4 11,0 8,0 6,0 14,8 0,21 0,25 faoeta
Hidrolisado de bagaco de cana-de-acticar C. acetobutylicum 12,0 5,0 4,5 1,4 6,2 0,08 0,36 Magalh3es et al., 2017
Hidrolisado de bagaco de cana-de-acticar C. acetobutylicum 57,0 12 14,2 5,9 21,1 0,36 0,33 Pang et al., 2016
Hidrolisado de eucalipto C. saccharoperbutylacetonicum 29,9 - 8,2 4,3 13,1 0,11 0,41 Zheng et al., 2015
Hidrolisado de palha de arroz C. acetobutylicum 7-8 2-3 2,0 0,8 2,8 0,04 0,20 Moradi et al., 2013
Hidrolisado de salgueiro Salix schwerinii C. acetobutylicum N3o citado 8,1 3,7 12,4 0,10 0,33 Yang et al., 2017
Hidrolisado de torta de palmiste C. acetobutylicum N3o citado 3,6 2,0 5,7 0,08 0,24 Al Tabib et al., 2018
Hidrolisado de algas marinhas C. beijerinckii 7,6 - 7,2 0,9 8,2 0,08 0,27 Hou et al., 2017
Meio quimicamente complexo rico em glicose C. acetobutylicum 35,4 - 6,9 4,0 11,4 0,32 0,32 Presente estudo
Meio quimicamente complexo rico em xilose C. acetobutylicum - 37,7 9,5 7,5 18,0 0,32 0,48 Presente estudo
Hidrolisado HC C6 C. acetobutylicum 25,0 8,3 6,4 4,5 11,5 0,23 0,34 Presente estudo
Hidrolisado HC C5+C6 com nutrientes* C. acetobutylicum 28,4 9,4 9,1 5,5 15,5 0,43 0,41 Presente estudo
Hidrolisado HC C5+C6 sem nutrientes C. acetobutylicum 29,0 9,9 8,7 5,3 14,7 0,41 0,38 Presente estudo

*Nutrientes, em g/L: extrato de levedura, 1,0; MnSOs, 0,01; MgSO4, 0,2; KH2PO4, 0,5; K2HPO4, 0,5; acetato de sédio, 0,01 e FeSO4.7H-0, 0,01.
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Os ensaios com hidrolisado HC C5+C6, com e sem nutrientes, apresentaram valores
de produtividade, em média, 30% superiores aos com meio quimicamente complexos e
foram os valores maiores obtidos, comparando-se aos da literatura. Este resultado sinaliza
uma potencial economia de capital, tanto em termos de operacdo (OPEX), quanto no
projeto de reatores (CAPEX), pois diminui a necessidade de aquisicdo de produtos quimicos

e também de biorreatores muito grandes.

Usando uma cepa de Clostridium acetobutylicum geneticamente modificada, Liao
e colaboradores (2019) alcancaram uma producdo de butanol e ABE de 8 e 14,8 g/L,
respectivamente, com hidrolisado de palha de soja. O consumo de acucar foi de 58 g/L e os
autores alcancaram um rendimento (Yp/s) e produtividade (Qp) de 0,25 g/L e 0,21 g/L.h,
respectivamente. Esses valores foram mais elevados do que aqueles com a cepa silvestre,
porém menores do que os encontrados neste trabalho.

Al-Shorgani et al. (2019) obtiveram resultados com hidrolisado destoxificado de
farelo de arroz muito préximos aos alcancados no presente trabalho, quando o HC C6 foi
utilizado. No entanto, os resultados com HC C5+C6 foram superiores, sem a necessidade de
destoxificacdo e aporte de nutrientes. O suprimento de fosfato ndo foi totalmente
fornecido pelo hidrolisado, porém esse déficit nao interferiu no desempenho da
fermentacdo. A mesma constatacdo vale para o extrato de leveduras, sendo
provavelmente as fontes de nitrogénio presentes no hidrolisado suficientes para o
metabolismo celular.

Outra vantagem do processo aqui descrito é que a destoxificacdo dos hidrolisados,
gue incluem aditivos quimicos, tratamento enzimdatico, aquecimento e vaporizacdo,
extracdo liquido-liquido, extracdo liquido-sélido ou tratamento microbiano (Jonsson et al.,

2013) ndo se fez necessdrio, economizando custos no processo fermentativo.

5.2.  Aplicacdo da pervaporagdo para a recuperagdo de butanol

Para fins de avaliacdo da aplicabilidade do processo de recuperacdo de butanol e

acetona no meio fermentativo, foi realizado um ensaio de fermentacdo ABE com
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hidrolisado HC C5+C6 sem adicdao de nutrientes e com o acionamento da pervaporacao
apds 16h do inicio do processo. A Figura 32 a seguir mostra uma fotografia com o
biorreator e as partes do sistema de recuperagdo por membranas montadas em

laboratério.

A Figura 33 apresenta os graficos da cinética de fermentagao ABE do hidrolisado,
guando as bombas de recirculacdo e de vacuo foram acionadas (vide esquema na Figura

17). O ensaio foi realizado em reator de 3,6L para se obter um volume maior de permeado.

Conforme apresentado, preferencialmente o microrganismo consome a glicose,
com produgao principalmente de acido butirico até 12h. A partir deste tempo, a produgao
de butanol e acetona cresce acentuadamente, mediante a reutilizacdo do acido butirico

produzido e do acido acético proveniente do hidrolisado.

Figura 32: Fermentagdo ABE de hidrolisado HC C5+C6, com aplicagdo de pervaporagdo. (1) Biorreator
de 3,6L; (2) Sistema de controle do biorreator; (3) Bomba de recirculagio do meio fermentativo; (4)
Células planas de silicone; (5) Unidade de vacuo; (6) Cristalizador.
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Figura 33: Cinética de fermentag¢do ABE de hidrolisado HC C5+C6, com aplicagdo da pervaporagao
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3,6L.
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Mesmo apds o acionamento da pervaporacdo, que ocorreu 16h do inicio do
processo fermentativo, é possivel notar que a producdo de solventes pelos microrganismos
no meio fermentativo ainda supera a remocdo, chegando-se a concentragGes de butanol e

acetona de 6,9 e 7,5 g/L, respectivamente, em 28h.

Com o decorrer do tempo, ocorre o decréscimo das quantidades de solventes no meio, ou
seja, a taxa de remocdo passa a ser maior do que a de producdo. A partir dai ocorre entdo a
retomada da fase acidogénica pela bactéria, pois a producdo dos acidos acético e butirico
voltam a aumentar mediante o consumo da xilose, dando inicio a um novo ciclo
metabdlico. Consequentemente, o pH do meio diminuiu, conforme apresentado na Figura

33.

Durante todo o tempo do ensaio, a quantidade de carboidratos consumida foi de
44,4 g/L, maior do que nos ensaios realizados com o hidrolisado HC C5+C6 sem o
acionamento da pervaporacdo (38 g/L), o que representa um aumento na capacidade de
consumo do substrato pela cepa em 17%, com consequente ampliacdo da capacidade

produtora de solventes (butanol e acetona).

Enquanto houve a remocdo de butanol e acetona do meio fermentativo ocorreu o
aumento nos teores dos solventes no permeado, chegando-se a valores de 87 g/L e 234
g/L, respectivamente, apds cerca de 8h do acionamento da pervaporagdo. Foi possivel
realizar as amostragens no biorreator durante o turno da noite, mas ndo houve
possibilidade de reposicdo do nitrogénio liquido para a continuidade da condensag¢do dos
vapores do permeado. Portanto, entre 8 e 25 horas, houve perda dos vapores que
passavam pela membrana e também na solucdo condensada no cristalizador durante a
fase noturna, no qual ndo houve possibilidade de amostragem. Estes sdo os motivos de ndo
haver dados de concentracdo no permeado durante este periodo. Porém, percebe-se
claramente altas concentragdes de butanol e acetona no permeado, comprovando assim a

eficiéncia da técnica na remogao e recuperagdo dos solventes produzidos.

A Figura 34 apresenta as membranas de silicone das células de pervaporacdo,
dispostas em série, apds 30 horas de permeacdo. A primeira (a) apresenta uma sujidade
maior que a da segunda, o que ja era esperado, pois foi a primeira a ter contato com o
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meio fermentativo. Apds as membranas serem lavadas com agua, apresentaram o mesmo
comportamento que antes (dados ndao apresentados), ou seja, as incrusta¢des foram

facilmente removidas e ndo danificaram o material.

Figura 34: Membranas de silicone utilizadas em série no ensaio de pervaporagdo na fermentacao
ABE de hidrolisado HC C5+C6 ao final de 30 horas de utilizagdo. (a) primeira célula; (b) segunda
célula.

A Figura 35 mostra o perfil do volume de fluxo permeado total do processo durante
o tempo de pervaporagdo. Inicialmente, ocorre uma queda rapida no fluxo de 150 g/h.m’
para valores entre 40 e 70 g/h.m’ (média de 55,4 g/h.m?), provavelmente pela presenca
das incrustagOes citadas. Porém, apds esta queda inicial, o fluxo se manteve estavel, nao

havendo intensificacdo das incrustacdes com o tempo.

A Figura 36 mostra os perfis de fluxo permeado de cada solvente recuperado,
calculados pelas concentragdes de butanol e acetona no permeado, em cada tempo. As
linhas tracejadas sdo dos valores médios obtidos para butanol (4,3 g/h.m?) e acetona (8,7
g/h.m?). Foi calculado o fluxo permeado de butanol e acetona no periodo entre 8 e 25h
(periodo noturno), através da medicdo da diferenca de volume no biorreator, que foi de
540 mL, e as concentragdes dos solventes nestes pontos. Obtiveram-se, portanto, os
valores de 10 g/h.m? para butanol e 17 g/h.m? para acetona. Estes resultados foram
submetidos a um pedido de patente n2 BR 10 2018 070289-0, cujo depdsito foi realizado
em 02 de outubro de 2018, ou seja, a segunda propriedade intelectual obtida deste

trabalho.
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Figura 36: Perfis do fluxo permeado de butanol e acetona com o tempo.

Mesmo aumentando o volume do reator para 3,6L ndo foi possivel realizar o
balanco de massa do processo porque durante a noite o mesmo nao foi assistido e nao
houve possibilidade de reposicdao de nitrogénio liquido no cristalizador para a condensacgao

dos vapores recuperados, mas foi possivel demonstrar a exequibilidade do processo por
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meio da sua prova de conceito de recuperacdo do butanol e também da acetona,
integrando a pervaporacdo ao processo fermentativo com uso de hidrolisado de bagaco de

cana-de-acgucar, fermentado por Clostridium acetobutylicum DSM 6228.

De modo a possibilitar estudos mais detalhados destas conversdes e melhor
caracterizacdo dos produtos separados e purificados, experimentos em maior escala

devem ser conduzidos.

Embora a recuperacdo in situ dos solventes seja eficaz para contornar a
toxicidade dos mesmos a célula bacteriana e facilitar a purificacdo do produto final de
interesse, mais avancos no sentido de aplicacdo de processos hibridos podem resolver
problemas inerentes a cada técnica individual de separagao. A configuragdo depende de
alguns critérios, tais como: diminuicdo dos fenémenos de incrustacdo, alto desempenho de
recuperacao, bem como baixo consumo energético. Estratégia de recuperagao hibrida,
com combinacdo de mais de um processo de recuperacdo de produtos oferece uma
alternativa eficaz e vantajosa para as deficiéncias de processos de recuperacdo

empregados (Xue et al., 2017).

Com a obtencdo dos rendimentos de butanol neste trabalho e também
considerando a significativa producdao de acetona no meio, foram retomados os célculos
realizados no item 2.8, considerando a balanca comercial de butanol e acetona, os precos
FOB de ambos em 2018 e os rendimentos obtidos para cada molécula. A seguir, sao
reapresentadas as premissas para o calculo da magnitude do volume financeiro potencial

na comercializagao dos produtos:

1. Fermentacdo ABE com hidrolisado HC C5+C6 sem aporte de nutrientes, com os

seguintes rendimentos para butanol e acetona:
Yp/s Butanol = 0,24 g-g-l
YP/S Acetona = 0,14 g-g'l

2. Quantidade estimada de bagago excedente a cogeragao no Brasil, considerando a
safra 2019/2020: 17,2 milhées de toneladas, com 50% de umidade (CONAB, 2019;
Lopes, 2015; CONAB, 2011);
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3. Quantidade em massa de carboidratos na fibra de bagaco: 70,5% m/m (Gomes,

2009);
4.  Preco (FOB) de exportacdo do butanol em 2018: U$1.506,34/ton (MDIC, 2019)

5.  Preco (FOB) de exportacdo da acetona em 2018: U$1.210,00/ton (MDIC, 2019)

Portanto, as produgdes anuais de butanol e acetona a partir de matéria prima
lignoceluldsica seriam de 1,46 milhdes e 849 mil toneladas, respectivamente. A ordem de
grandeza do volume financeiro atrelado a producdo de butanol confirma ser de USS 2,2

bilhdes e em relacdo a acetona, o potencial é de cerca de USS 1,0 bilh3o.
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Capitulo 6

Conclusoes

Neste capitulo sdo apresentadas as conclusGes da presente tese de doutorado.
Sugestdes de propostas de trabalhos futuros de pesquisa sdo apresentados em seguida,

como desdobramentos dos resultados gerados.

125



6.1.

Conclusoes

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

Através dos delineamentos experimentais (PB 12 e DCCR) foi possivel otimizar o
meio de propagacao de Clostridium acetobutylicum DSM 6228, passando de nove
para trés componentes. O meio final de propagac¢do otimizado ficou constituido de
peptona, extrato de levedura e glicose, com concentragdes de 6 g/L, 6 g/L e 12 g/L,

respectivamente, para maximizagdao da concentragao celular em até 12 horas;

» A aplicacdo da técnica do planejamento de experimentos, possibilitou reduzir os

custos com insumos na fase de propagacao em 76%, substituindo o meio comercial
RCM pelo meio otimizado, obtendo-se uma concentragdo de células de 10,4 g/L em

8 horas;

Os hidrolisados de bagago de cana-de-agucar HH C5, HC C6 e HC C5+C6 possuem
concentracGes expressivas de carboidratos (glicose mais xilose) de 60,7; 69,1 e
122,0 g/L, respectivamente, sendo fontes interessantes de substratos para a

producao de butanol por Clostridium acetobutylicum DSM 6228.

Utilizando o meio hidrolisado HC C6 obteve-se uma producdao de butanol pelo
consumo total tanto da glicose quanto da xilose, de 6,4 g/L. A produtividade
volumétrica e o rendimento obtidos, considerando o butanol, foram 0,13 g/L.h e
0,19 g.g’> respectivamente. A concentragdo total, produtividade volumétrica e o
rendimento de solventes foram 11,5 g/L, 0,24 g/L.h e 0,34 g.g%, respectivamente.

N3o foi verificada inibicdo pela presenca de 5-HMF, furfural e polifendis no meio.

Utilizando o meio hidrolisado HC C5+C6 obteve-se uma producdo média de butanol
pelo consumo total da glicose e de 50% da xilose, de 9,1 g/L. A produtividade
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volumétrica média e o rendimento médio obtidos, considerando o butanol, foram
de 0,25 g/L.h e 0,24 g.g’%, respectivamente. A concentracdo média, a produtividade
volumétrica média e o rendimento médio de solventes foram 15,5 g/L, 0,43 g/L.h e
0,41 g.g’%, respectivamente. Também n3o se verificou inibicdo pela presenca de 5-

HMF, furfural e polifendis no meio.

» Os ensaios com hidrolisado HC C5+C6, com e sem nutrientes, apresentaram valores
de produtividade, em média, 30% superiores aos com meio quimicamente
complexos e foram os valores maiores obtidos, comparando-se aos da literatura.
Este resultado sinaliza uma potencial economia de capital, tanto em termos de
operacdao (OPEX), quanto no projeto de reatores (CAPEX), pois diminui a
necessidade de aquisicdo de produtos quimicos e também de biorreatores muito

grandes.

» Nao houve necessidade de suplementacdo de nutrientes na fermentagdo ABE com o
hidrolisado HC C5+C6, pois 0s sais minerais (cations e anions) e fontes de nitrogénio
existentes no meio foram suficientes para atender a demanda nutricional exigida
pela cepa microbiana. Este resultado contribuiu para a redugdo dos custos com

insumos na etapa de fermentacao.

v' A aplicacdo da pervaporacdo como técnica para a recuperacdo dos produtos
resultou em sucesso na remocdo de butanol e acetona do meio em fermentacao,
obtendo-se fluxos permeados de 10 e 17 g/h.m?, respectivamente, comprovando a
viabilidade técnica do processo com membranas planas de silicone. As
concentragdes no permeado de butanol e acetona alcangadas durante o periodo de
8h de acionamento da pervaporagdo concomitante a fermentacdao ABE foram de 87

g/L e 234 g/L, respectivamente;

v' Comprovou-se com a pervaporacdo o decréscimo das quantidades de solventes no

meio em fermentagdao. Como consequéncia, ocorreu a retomada da fase
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acidogénica pela bactéria, dando inicio a um novo ciclo metabdlico com o consumo

da xilose e aumentando a capacidade produtora de solventes pela cepa em 17%;

v Os resultados obtidos de producdo de butanol a partir de bagaco de cana excedente
suportam os calculos do potencial de produgao de 1,46 milhdes de tonelada do
produto no pais, com volume financeiro envolvido na ordem de US 2 bilhdes,
considerando preco de exportacdo. Levando-se em conta a acetona também, a
guantidade em potencial de producdo deste solvente é de 849 mil toneladas, com

estimativa de US 1 bilho;

v Este trabalho contribui de maneira significativa para a viabilizagdo do uso da
Biotecnologia, dentro do conceito de Biorrefinaria de segunda geracdo, através do
uso de materiais lignocelulésicos como substrato para a producdo de solventes,

além de ampliar as possibilidades de participacdo no mercado de baixo carbono.
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6.2. Propostas para trabalhos futuros

» Estudar a fermentacdo ABE com hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar,
acoplada a pervaporagdo, em maior escala e com monitoramento constante do

meio fermentativo e do permeado;

» Obtencdo do balango de massa e energia do processo para as estimativas de custos

operacionais;

» Estudo da fermentacdo ABE em modo continuo com a aplicacdo da pervaporagao,

visando o aumento da produtividade;

» Desenvolvimento e utilizagdo de cepas geneticamente modificadas com maior

tolerancia aos solventes e a maiores concentragdes de acglcares;
» Uso de modelos hibridos de recuperacdo dos produtos (gas stripping — gas

stripping, gas stripping - pervaporagao) para aumentar a produtividade e diminuir

custos envolvidos no processo.
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ABSTRACT

Background: Fuels and chemicals from renewable feedstocks have a growing demand, and acetone, butanol and
ethanol (ABE) are some relevant examples. These molecules can be produced by the bacterial fermentation
process using hydrolysates generated from lignocellulosic biomass as sugarcane bagasse, one of the most
abundant sources of lignocellulosic biomass in Brazil. It originates as a residue in mills and distilleries in the
production of sugar and ethanol.

Results: In the present work, two strategies to generate hydrolysates of sugarcane bagasse were adopted. The
fermentation of the first hydrolysate by Clostridium acetobutylicum DSM 6228 resulted in final concentrations
of butanol, acetone and ethanol of 6.4, 4.5 and 0.6 g/L, respectively. On the other hand, the second hydrolysate
presented better results (averages of 9.1, 5.5 and 0.8 g/L, respectively), even without the need for nutrient
supplementation, since key elements were already present in the medium. The productivity (Qp) and yield
(Ypys) of the solvents with second hydrolysate were 0.5 g/L-h™" and 0.4 g/g, respectively.

Conclusions: The results described herein open new perspectives for the production of important molecules from
residual lignocellulosic biomass for the fuel and chemical industries within the context of second-generation
biorefinery.
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1. Introduction

alone, the main agricultural sectors generate approximately 350 million
tons of biomass annually, of which approximately 20% is available for

The industrial demand for renewable and sustainable fuels and
chemicals is already a reality today and is expected to grow
significantly in the future [1]. Several companies are currently
investing in development for the production of biobutanol, using the
infrastructure of corn or sugarcane ethanol production. Efforts are
being applied in genetic modification and in downstream stages, in
addition to the use of other substrate sources [2]. In this context,
lignocellulosic biomass represents a feedstock with massive potential
for the production of biofuels and chemicals because it is the most
abundant renewable material in the world and because in many cases,
it is considered a residue that does not compete with food. In Brazil

* Corresponding author.
E-mail address: absai1l278@gmail.com (Absai da Concei¢do Gomes).
Peer review under responsibility of Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso.

https://doi.org/10.1016/j.ejbt.2019.10.004

use [3], and sugarcane bagasse is the major biomass. The 2019/2020
harvest season yielded a sugarcane production of 615.98 million tons,
with an average amount of bagasse of 154 million tons [4].

In recent decades, there has been an increase in microbial
production aimed at high-value molecules in the market and, at the
same time, the search for inexpensive and environmentally friendly
substrates that can make the biotechnology process viable. In this
context, traditional fermentations such as the production of acetone,
butanol and ethanol, named ABE fermentation, have returned to the
market, adding new technologies of bioprocessing, genetic and
metabolic engineering [5]. This bioprocess occurs in two steps: the
first step is an acidogenic phase, where substrates (sugars) are
consumed for the production of organic acids (butyric acid and acetic
acid), resulting in a pH drop to 4-5; then, acids are converted to
solvents (butanol, acetone and ethanol) in a second step, known as
the solventogenic phase. Butanol and acetone are the main

0717-3458/© 2019 Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso. Production and hosting by Elsevier B.V. All rights reserved. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
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metabolites from ABE fermentation, produced by Clostridia, followed by
ethanol (in a small amount).

The literature presents several fermentation studies based on wild or
genetically modified microorganisms to obtain these chemicals. Al-
Shorgani et al. [6] used batch and continuous fermentations of dilute
acid-pretreated deoiled rice bran for butanol production. Pretreatment
of biomass with dilute sulfuric acid (1%) resulted in the production of
hydrolysate with 42.1 g/L total sugars (25.6 g/L glucose, 15.1 g/L
xylose and 1.5 g/L cellobiose). The hydrolysate was used as the
fermentation medium. The maximum concentration of solvents
achieved was 11.2 g/L (4.4 g/L acetone, 5.9 g/L butanol and 0.9 g/L
ethanol), which was attained by hydrolysate detoxification with
activated charcoal to remove fermentation inhibitors such as furfural,
5-hydroxymethilfurfural (5-HMF), acetic acid, formic acid and
levulinic acid.

Hydrolysates of corn fiber, cotton stalk, soybean hull and sugarcane
bagasse obtained from dilute acid pretreatment and enzymatic
hydrolysis were submitted to acetone-butanol-ethanol fermentation
without a previous detoxification step. The maximum butanol
concentration of 15.6 g/L was obtained with a corresponding yield of
0.31 g/g and productivity of 0.31 g/L-h™' by the fermentation of cotton
stalk hydrolysate. These values are the highest reported in the
literature for a lignocellulosic feedstock obtained by immobilized
genetically engineered Clostridium tyrobutyricum [7].

Liao et al. [8] compared the different performances of naturally
occurring and genetically modified Clostridium acetobutylicum
bacteria. The authors used soybean straw that was pretreated with
dilute acid and enzymatically hydrolyzed. The initial glucose and
xylose levels were 50 and 15 g/L, respectively. The butanol
concentrations were 8 g/L with the genetically modified strain,
reaching maximum volumetric productivity and butanol yield of
0.11 g/L-h™' and 0.14 g/g, respectively. The hydrolysate was not
detoxified, and the engineered strain presented twice the productivity
when compared to that of the wild strain.

Magalhades et al. [2] used sugarcane bagasse hydrolysate to produce
ABE by C. saccharoperbutylacetonicum DSM 14923. The authors reported
the production of 4.5, 1.4 and 0.3 g/L of butanol, acetone and ethanol,
respectively, with an ABE yield and volumetric productivity of 0.09 g/g
and 0.30 g/L-h™", respectively. The hydrolysate was not detoxified, and
the strain showed a consumption of 96.1% glucose and 53.1% xylose.

Liu et al. [9] used switchgrass hydrolysate for butanol production by
naturally occurring C. acetobutylicum. Fermentability of the hydrolysate
was only possible after the detoxification procedure with activated
carbon, generating a concentration of 11 g/L butanol with a total
solvent (ABE) concentration of 17 g/L. The corresponding response
variables included a butanol yield of 0.20 g/g and a volumetric
productivity of 0.15 g/L-h,

In another study, sugarcane bagasse was pretreated with alkali and
enzymatically hydrolyzed. The hydrolysates were used to produce
butanol in fed-batch fermentation by C. acetobutylicum. At 60 h, 14.2
and 21.0 g/L of butanol and acetone-butanol-ethanol (ABE) were
produced from 68.9 g/L of total sugars with yields of 0.22 and 0.33 g/g,
respectively. In fed-batch fermentation, glucose was completely
consumed in 56 h, but xylose was consumed more slowly; after 56 h,
xylose utilization ceased, and 45% of the pentose remained in the
fermented medium [10].

The main motivation of this work is to contribute to the
development of a bioprocess within the context of the second-
generation (2G) biorefinery, i.e., lignocellulosic biorefinery. This
concept is of utmost importance, particularly for countries with
agricultural activities as a natural vocation. The approach is based on
exploiting the use of biomass for the production of fuels and
chemicals in a more integrated production system. The most
interesting aspect of the second-generation technologies is the use of
abundant agricultural residues, positioning them as feedstocks. In this
context, this work is aimed at investigating ABE fermentation, defining

strategies for improving the production performance. Thus, dilute acid
pretreatment and enzymatic hydrolysis were defined and executed
producing hydrolysates rich in sugars, which are fermented promptly,
with no detoxification step and nutrient addition prior to
fermentation. Therefore, the present work aims to produce acetone,
butanol and ethanol using non-detoxified sugarcane bagasse
hydrolysates rich in xylose and glucose by C. acetobutylicum DSM 6228.

2. Materials and methods
2.1. Hydrolysates

Sugarcane bagasse was provided by a sugarcane mill in Goias State,
Brazil. The wet biomass (5 kg with 50% moisture) was submitted to
pretreatment with 25% (w/w) bagasse in 1% (v/v) sulfuric acid at
121°C for 30 min in an 80 L pilot plant. The resulting wet solid was
pressed, and then, the pH of the liquid fraction (named HC5) and solid
fraction was adjusted to 5.0 using 30% (v/v) ammonium hydroxide.
The solid fraction was subjected to enzymatic hydrolysis with two
different liquid phases (water or HC5) in a mechanically stirred
bioreactor with the commercial preparation CellicCTec® 3 (15 mg
protein/g cellulose), which was kindly supplied by Novozymes® Latin
America LTDA. The total solid content was 20% (w/w) suspended in
water or HC5, and hydrolysis was carried out for 72 h at pH 5 and
50°C. The reaction mixture was centrifuged at 30,000 x g for 20 min
at 20°C. The resulting liquid fraction using water was named
sugarcane bagasse hydrolysate 1 (SBH-1), and the resulting liquid
fraction using HC5 instead of water (under the same operating
conditions described above) was named sugarcane bagasse
hydrolysate 2 (SBH-2).

2.2. Microorganism, activation and propagation steps

The study was carried out with C acetobutylicum DSM6228,
purchased from the DSMZ (Deutsche Sammulung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) culture collection. The
microorganism was kept in a stock solution of 30% (v/v) glycerol in
2 mL tubes at -80°C [11]. The activation step consisted of transferring
one tube to each of the two 100 mL vials each containing 50 mL of
RCM (reinforced clostridial medium) and resazurin at 1 mg/L
(anaerobiosis indicator). The components of RCM are as follows: beef
extract (10 g/L), peptone (10 g/L), sodium chloride (5 g/L), glucose
(5 g/L), yeast extract (3 g/L), sodium acetate (3 g/L), starch (1 g/L), L-
cysteine-HCl (0.5 g/L) and agar (0.5 g/L). The flasks were kept without
stirring at 37°C for 24 h [12]. The microorganism propagation step was
carried out in a 1.3 L bioreactor (BioFlo 110, New Brunswick Co.) at
37°C and 50 rpm for 8 h with 500 mL of medium containing: glucose
(12 g/L), peptone (6 g/L) and yeast extract (6 g/L). This step used
100 mL of inoculum from the activation flask.

2.3. Fermentation of lignocellulosic hydrolysates

After 8 h of propagation in the bioreactor, 500 mL of substrate was
added to the bioreactor, and the fermentation was carried out for the
next 80-84 h under the same conditions used for propagation. Assays
were first carried out with chemically defined media (glucose and
xylose solutions, separately, according to the work of Sun and Liu [13]
and Jiang et al. [14]), then with SBH-1 and finally with SBH-2. During
all fermentations, the pH was measured but not controlled. The
supplementation of nutrients was performed based on the medium
composition reported by Sun and Liu [13], composed of (in g/L in the
final solution) yeast extract (1.0), MnSO4 (0.01), MgS0O4 (0.2), KH,PO4
(0.5), KoHPO4 (0.5), sodium acetate (0.01), and FeSO,4-7H,0 (0.01).
SBH-2 was the chosen substrate to carry out fermentations with and
without nutrient addition. The yield of product per consumed
substrate (Yp/s) was determined for each fermentation through the



18 A. da Conceigdo Gomes et al. / Electronic Journal of Biotechnology 42 (2019) 16-22

ratio between the total solvent concentration (butanol, acetone and
ethanol, in g/L) and the total consumed substrate (glucose and xylose,
also in g/L). Productivity (Qp) was calculated using the ratio between
solvent concentration (g/L) and time (h).

2.4. Analytical methods

The concentrations of glucose, xylose, acetone, butanol, ethanol,
butyric acid and acetic acid (or acetate) were determined using an
HPLC (Thermo Scientific) according to the method developed for this
work. The analyses were conducted with 0.005 M H,SO, (mobile
phase) at 0.5 mL/min at 80°C and a Vertex Eurokat® H column.
External standards of each chemical with a minimum purity of 99%
were used for the identification and quantification. The total
polyphenols (TP) in lignocellulosic hydrolysates were quantified
according to the Folin-Ciocalteu method [15] using a HACH DR6000
spectrophotometer (A = 510 nm), and tannic acid was used as a
standard. The cell concentration on a dry basis was quantified by
turbidity in the same spectrophotometer at a wavelength of 600 nm
[16,17,18]. Quantification of the sulfate and phosphate content in the
hydrolysates was carried out by ion chromatography with an 861
Advanced Compact IC system (Metrohm) with a Metrosep A Supp4
250/4.0 column, eluent containing 1.8 x 10~ mol/L Na,CO5 and
1.7 x 103 mol/L NaHCOs, flow at 1 mL/min, and injection volume
of 20 pL at room temperature.

Metal analysis (Mn?*, Mg?*, K, Na* and Fe?*) was performed by
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES),
with a Perkin Elmer Sciex Optima 3300 DV system, according to the
methodology of ASTM D1976 96 [19]. Ammoniacal nitrogen and total
nitrogen were measured according to the methodologies of 4500-NH3
nitrogen (ammonia) [20] and ASTM D5176-08 [21], respectively.

3. Results and discussion
3.1. Fermentation of sugarcane bagasse hydrolysates

The fermentation tests carried out with chemically defined media
using glucose and xylose as the carbon sources and with the addition
of nutrients are presented in Fig. 1 and Fig. 2. For the assays with
glucose and xylose as substrates, the yield (Yp/s) values obtained,
based on the solvents as the products, were 0.32 and 047 g/g,
respectively, and the productivity (Qp) values were 036 and
0.32 g/L-hL. The glucose fermentation assay was carried out for 80 h
with almost total consumption of the substrate in 32 h, i.e., 35.4 g/L,
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Fig. 1. Time course of ABE fermentation with glucose as substrate. Temperature: 37°C and
50 rpm in 1 L bioreactor.
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Fig. 2. Time course of ABE fermentation with xylose as substrate. Temperature: 37°C and
50 rpm in 1 L bioreactor.

with a butanol, acetone and ethanol production of 6.9, 4.0 and 0.5 g/L,
respectively. The time required for xylose fermentation was 56 h,
consuming 38 g/L of carbohydrate and leaving a residual of 16.7 g/L. In
this test, the production of butanol, acetone and ethanol was 9.6, 7.5
and 1.0 g/L, respectively. Although xylose remained, the values
obtained were even higher than those of the glucose assay. It is also
seen that the amount of substrate used by the microorganism was
between 30 and 40 g/L. The most important finding of these tests is
the ability of the strain to metabolize both glucose and xylose to
produce the solvents, with butanol as the major product. Jiang et al.
[14] used glucose as a substrate for the production of butanol by
Clostridium beijerinckii 1B4, obtaining butanol, acetone and ethanol
concentrations of 11, 3 and 0.2 g/L, respectively, after 40 h of
fermentation. The glucose consumption in this period was 41 g/L,
leaving a residual of 18 g/L. The yield and productivity of the solvents
obtained were 0.34 g/g and 0.35 g/L-h™!, respectively. Kheyrandish et
al. [22] used glucose as a substrate for the production of butanol,
acetone and ethanol at initial substrate concentrations of 20, 40, 60
and 80 g/L. The authors obtained an increase of 80% in butanol
production when they increased the glucose concentration from 20 to
40 g/L but did not observe a significant increase in the product with
higher initial concentrations of substrate. The authors attributed the
results to catabolic repression caused by glucose at substrate amounts
above 40 g/L. The butanol, acetone and ethanol concentrations
achieved were 9.3, 3.4 and 0 g/L, respectively, after 48 h of
fermentation and starting with 40 g/L of glucose. Sun and Liu [13]
used xylose as a substrate for butanol production by C. acetobutylicum
ATCC 824, obtaining butanol, acetone and ethanol concentrations of
7.9, 2.0 and 1.5 g/L after 96 h of fermentation. The consumption of
xylose in this period was 47 g/L, leaving a residual of 13 g/L. The
solvent yield and productivity were 0.24 g/g and 0.12 g/L-h”,
respectively. After fermentation with chemically defined media,

Table 1
Composition of sugarcane bagasse enzymatic hydrolysates (in g/L) for 2G ABE
fermentation.

Component SBH-1 SBH-2
Glucose 51.30 £ 0.97 69.83 + 0.05
Xylose 17.80 + 0.35 52.06 + 1.54
Acetic acid 542 + 0.02 11.58 £+ 0.52
5-HMF 0.02 + 0.00 0.07 £+ 0.02
Furfural 0.36 + 0.01 0.62 + 0.10
Total polyphenol 1.83 4 0.02 3.21 + 0.04




A. da Conceigdo Gomes et al. / Electronic Journal of Biotechnology 42 (2019) 16-22 19

sugarcane bagasse hydrolysates (SBH-1 and SBH-2) were used
separately as substrates for ABE production in the instrumented
bioreactor. Table 1 presents the composition of the hydrolysates used
in this work.

The processes for deconstructing the biomass fibers (pretreatment
and enzymatic hydrolysis) were applied to use the main
lignocellulosic sugars, glucose and xylose, which together account for
more than 70% of the composition of sugarcane bagasse on a dry basis.
SBH-1 contained a total carbohydrate concentration of approximately
70 g/L, with glucose being the predominant sugar, and hydrolysate
SBH-2 presenting a total sugar concentration of approximately
122 g/L. The concentrations of furfural and total polyphenols obtained
were higher in SBH-2 than in SBH-1 because of the C5 liquid stream
that was gather together with the pretreated solids to generate SBH-2.
The dilute acid pretreatment is intended to disrupt the lignocellulosic
material and chemically hydrolyze most of the hemicellulose, with
xylose as the major sugar in this fraction, which continues to react
with the acid catalyst in the medium, generating furfural. A small
portion of lignin is also solubilized under acid pretreatment
conditions, generating polyphenols. For the preparation of SBH-1, the
pretreatment liquid fraction was mostly removed by filter press. The
residual solid was mixed with water and enzyme to undergo
enzymatic hydrolysis and generate the hydrolysate SBH-1, thereby
diluting furfural and polyphenols in the medium.

SBH-1 and SBH-2 were subjected to ABE fermentation with C.
acetobutylicum DSM 6228, and the results are presented in Fig. 3 and
Fig. 4, respectively. It can be observed from the time course of Fig. 3
that the acidogenic phase occurred in the first 24 h of fermentation.
After this period, butanol, acetone and ethanol (solventogenic phase)
were produced, achieving concentrations of 6.4, 4.5 and 0.6 g/L,
respectively, after 48 h, corresponding to a total concentration of
solvents of 11.5 g/L. The volumetric productivity (Qp) was 0.25 g/L-h”
1. Concerning the consumption of substrates, the bacterium used
25 g/L of glucose and 8.3 g/L of xylose during the process. These
results showed that it was possible to harness the SBH-1 hydrolysate
without the need for detoxification to remove potential inhibitors,
such as 5-HMF, furfural and polyphenols.

Regarding SBH-2, the acidogenic phase was shorter (8 h), followed
by a partial consumption of organic acids and the production of
solvents (Fig. 4). The substrate consumption was 28.4 g/L for glucose
and 9.4 g/L for xylose. Glucose was preferably consumed by the strain,
and at the end of the process, 55% of xylose remained unconsumed.
The total use of glucose and part of xylose was due to the higher
initial concentration of sugars in this stream (approximately 55 g/L),
which inhibited xylose uptake due to catabolic repression caused by
glucose, as reported by Kheyrandish et al. [22]. It is worth noting that
in contrast to SBH-2, in the SBH-1 strategy, both sugars were totally
consumed. The reason behind this result is that the initial sugar
concentration was approximately 35 g/L lower in SBH-1 than in SBH-
2. C. acetobutylicum consumes sugars in a range of 30-40 g/L. The
maximum butanol, acetone and ethanol production was 9.1, 5.5 and
0.9 g/L, respectively. The values of Qp and yield (Yp/s) were 0.5 g/L-h’!
and 0.4 g/g, respectively. The possibility of eliminating inputs of
nutrients in the fermentation medium was evaluated by assessing the
fermentability of SBH-2, without supplementation, to verify whether
such additions were truly essential. Fig. 4 shows the fermentation
profiles of the media with and without nutrient addition. No
significant differences were observed in either medium. Table 2 shows
the overall results of the 2G ABE fermentation processes reported in
the literature.

The maximum solvent concentration in this work of approximately
15 g/L was obtained after only 30 h of fermentation, reflecting
the highest productivity values of the fermentation process
(approximately 0.5 g/L-h™'). Another interesting feature of the process
developed herein is that by using the combined hydrolysate SBH-2,
there was no need for nutrient supplementation to achieve high
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Fig. 3. Time course of 2G ABE fermentation by C. acetobutylicum DSM 6228 using SBH-1.
(Temperature: 37°C, volume: 1 L, agitation: 50 rpm and addition of supplementation).

butanol, acetone, and ABE yield and productivity values. At the
beginning of this work, the liquid fraction HC5, arisen from dilute acid
pretreatment, presented toxicity to fermentation media. Since
enzymatic hydrolysis presents the advantage of non-generation of
fermentation inhibitors, two strategies were planned: SBH-1
(enzymatic hydrolysis of pretreated solids in water) and SBH-2
(enzymatic hydrolysis of pretreated solids gather together with the
HC5). Nonetheless, the SBH-2 displayed the best results in terms of
yield and productivity. In other word, the hemicellulosic hydrolysate
did not impair fermentation performance in this case.
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The results achieved in this work are in accordance with those
reported in the literature, as can be observed in Table 2. Pang et al.
[10] reported butanol and ABE production of 14.2 and 21.1 g/L,
respectively, using sugarcane bagasse hydrolysate that contained
69 g/L of sugars. However, the reported values for the yield (Yp,s) and
volumetric productivity (Qp) were slightly lower than those obtained
in the present study, which used less sugar.

Zheng et al. [23] obtained an ABE concentration of 13.1 g/L using
eucalyptus hydrolysate without nutrient supplementation. However,
this result was obtained after 120 h of fermentation, resulting in a low
value of productivity (0.11 g/L-h™'). In this work, the achieved
productivity value was 0.41 g/L-h™!, even without the consumption of
all xylose available, with a solvent production of 14.7 g/L.

Using a genetically modified C. acetobutylicum strain, Liao et al. [8]
achieved a butanol and ABE production of 8 and 14.8 g/L, respectively,

with soybean straw hydrolysate. The consumption of sugars was
58 g/L, and the authors achieved a yield (Yp/s) and productivity (Qp) of
0.25 g/L and 0.21 g/L-h™', respectively. These values are higher than
those using the wild strain and lower than those found in this paper.

Al-Shorgani et al. [6] obtained results with detoxified deoiled rice
bran hydrolysate that were similar to those achieved in this work
when SBH-1 was used. However, the results with SBH-2 were
superior, without the need for detoxification.

Table 3 shows the concentrations of cations and anions in the
hydrolysates used in ABE fermentation and the required cell demand
for some trace nutrients, according to Sun and Liu [13] and Monot et
al. [24]. The ions Mn? " Mg?*, K*, Na™, Fe?" and SO3" are at higher
concentrations in SBH-2 than in SBH-1. Phosphate were not fully
supplied by the hydrolysates and probably it was provided by the
propagation step, but this was not analyzed in the present work. It is
well known that some ions are important in the metabolism of
microorganisms, as they represent cofactors of enzymes that catalyze
bioreactions such as glycolysis, redox reactions, and electron transport
and that are essential for maintaining cell viability. According to
Monot et al. [24] the presence of ions Mg?* and K in the
recommended concentration ranges plays an important role in the
formation of acetone by bacterial enzymes. According to Zabihi et al.
[25] the increasing of NaCl concentration from 0.01 to 20 g/L
prolonged the lag phase of C. acetobutylicum from 30 to 93 h. The salt
has a destructive effect on cell growth and ABE production, as well as
inhibiting the shift between acidogenic and solventogenic phases.
High salinity causes dehydration of the bacterial cytoplasm and cell
lysis. According to Maiti et al. [26] NaCl is reported in a list of
inhibitory compounds present in biomass hydrolysates. This salt
inhibits cell growth at a concentration of 2 g/L, which corresponds to
786 mg/L of Na™, and increases cell membrane permeability. The
reduction in solvent production occurs at a concentration of 5 g/L,
corroborating the previous study [25]. In the present work, the
concentrations of Na* in SBH-1 and SBH-2 are 34 and 125 mg/L,
respectively, which are lower than the inhibitory concentration. The
enzyme phosphofrutokinase (PFK) catalyzes a single step in glycolysis,
known as fructose-6-phosphate phosphorylation, using ATP and
phosphate to form fructose-1,6-diphosphate and ADP. The PKF needs
Mg2 " associated with NHi or only K. Magnesium cation is
important in medium because it forms a complex with ATP that is
probably the true substrate for PKF. NHJ has been suggested to
stimulate glycolysis through the action of PFK to increase synthesis
rate [27]. One of the important steps in the Clostridium Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP) metabolic pathway is the cleavage of
pyruvate, obtained from glycolysis, by the action of the pyruvate
ferredoxin oxidoreductase (PFOR) enzyme in the presence of
coenzyme-A (Co-A) to the formation of acetyl CoA and CO, with
concomitant conversion of oxidized ferredoxin and its reduced form.
The enzyme PFOR contains sulfur and iron chromophore in its
composition that carries electrons from pyruvate to ferredoxin.
Compositional analysis of the enzyme confirmed the presence of
thiamine pyrophosphate, iron and sulfur [27].

The addition of iron ions in the culture medium influences
Clostridium metabolism to alter the normal flow of carbon and
electrons during xylose fermentation, thereby increasing both
solventogenesis and xylose utilization in ABE-producing organisms.
Both of these are desirable outcomes for eventual use in reactors with
wild-type organisms in biofuel production [28]. Concerning the
nitrogen source (yeast extract), the concentration required for ABE
fermentation is 1.0 g/L, according to Sun and Liu [13]. However, the
total nitrogen in SBH-1 and SBH-2 was determined to be 2.7 and
8.5 g/L, respectively, with ammoniacal nitrogen concentrations of 1.9
and 6.5 g/L, which is due to NH,OH addition for pH adjustment during
enzymatic hydrolysis of the pretreated bagasse. Based on the results
shown in Fig. 4, these amounts were probably enough for the nitrogen
supply since no significant differences were observed in Yp/s and Qp in
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Table 2
Comparison of literature data with the results obtained in the present work for ABE fermentation.
Feedstock Microrganism Glucose consumed Xylose consumed Butanol Acetone ABE Qp Yp;s  Reference
(g/L) (g/L) (gL) (gL) (g (gL-h™) (g/g)
ABE ABE
De-oiled rice bran hydrolysate C. acetobutylicum 25.6 15.1 5.9 44 112 022 034 [6]
Soybean straw hydrolysate C. acetobutylicum 242 8.4 4.0 3 71 0.10 022 [8]
C. acetobutylicum 474 11.0 8.0 6.0 148 0.21 0.25
(engineered strain)
Sugarcane bagasse hydrolysate C. acetobutylicum 12.0 5.0 4.5 14 62  0.08 036 [9]
Sugarcane bagasse hydrolysate C. acetobutylicum 57.0 12 14.2 5.9 21.1 036 033 [11]
Eucalyptus hydrolysate C 299 - 8.2 43 13.1 0.11 041 [23]
saccharoperbutylacetonicum
Rice straw hydrolysate C. acetobutylicum 7-8 2-3 2.0 0.8 28  0.04 020 [31]
Willow Salix schwerinii C. acetobutylicum Not cited - 8.1 3.7 124 0.10 033 [32]
hydrolysate
Palm kernel cake hydrolysate C. acetobutylicum Not cited - 3.6 2.0 57 0.08 024 [33]
Brown seaweed hydrolysate C. beijerinckii 7.6 - 7.2 0.9 82 0.08 027 [34]
SBH-1 C. acetobutylicum 25.0 83 6.4 45 115 023 034 This
study
SBH-2 with nutrients* C. acetobutylicum 284 9.4 9.1 5.5 155 043 0.41 This
study
SBH-2 without nutrients* C. acetobutylicum 29.0 9.9 8.7 5.3 147 041 0.38 This
study

* Nutrients (in g/L): yeast extract (1.0); MnSO, (0.01); MgS0, (0.2); KH,PO,4 (0.5); K;HPO, (0.5); sodium acetate (0.01) and FeSO,.7H,0 (0.01).

the assays with and without added nutrients. In addition, the acidogenic
phase with SBH-2 was shorter than that with SBH-1, ie., the
fermentation with SBH-2 showed higher productivity. Li et al. [29]
used several nitrogen sources, including yeast extract, peptone,
tryptone, urea and ammonium acetate, to improve ABE fermentation.
The authors concluded that ammonium acetate used as the sole
source of nitrogen at a concentration of 3 g/L increased the cell
growth by at least 1.26 times, and that this component contributed by
improving cell growth and solvent production and by shortening the
fermentation time. It has also been reported that ammonium ions
affect the relative expression of six genes involved in the butanol
metabolic pathway, i.e., ackA (acetate kinase), buk (butyrate kinase),
adc (acetoacetate decarboxylase), ctfAB (acetoacetyl-CoA/acyl-CoA
transferase), = adhE2  (bifunctional  acetaldehyde-CoA/alcohol
dehydrogenase) and bdhB (NADH-dependent butanol dehydrogenase).
The acetic acid (or acetate) concentration is higher in SBH-2 than
in SBH-1 (Table 1). Therefore, the presence of higher ammonium
acetate in SBH-2 possibly increased the productivity in this assay.

One of the advantages of the process developed in this work was
the effectiveness of the pretreatment procedures and also the
promptly fermentation of the generated hydrolysates without the
need for detoxification, which includes some steps using chemical
additives, enzymatic treatment, heating and vaporization, liquid-
liquid extraction, liquid-solid extraction or microbial treatment
[30]. Therefore, these results reduce the costs and increase the
viability of the acetone-butanol-ethanol (ABE) fermentation
process.

Table 3
Demand of nutrients in 2G ABE fermentation according to Sun and Liu [14] and Monot [24]
and composition of trace nutrients in SBH-1 and SBH-2 (in mg/L).

lons Range of concentration Concentration in Concentration in
required (mg/L) SBH-1 SBH-2
(mg/L) (mg/L)
Mn?™ 0-7.3 2 13
Mg?+ 10-40 16 75
Kt 314-4188 90 335
Na*t 0-1966 34 140
Fe? ™" 0.4-18.4 14 550
P03 700-1400 14 125
Nery 0.6-160 1750 6500

4. Conclusions

This study showed that fermentation of sugarcane bagasse
hydrolysates achieved results that were similar to or even better than
those reported in recent literature, achieving yield (Yp;s) and
volumetric productivity (Qp) values of 0.4 g/g and 0.4 g/L-h™',
respectively, when using SBH-2 as a source of sugars (glucose and
xylose) and nutrients, without the need for detoxification to remove
inhibitors. The use of lignocellulosic sugars by this strain highlighted
the potential for future development of the ABE fermentation scale up
using lignocellulosic biomass.
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This paper describes a study of the variability of
measured composition for a single bulk sugarcane
bagasse conducted across eight laboratories using
similar analytical methods, with the purpose of
determining the expected variation for compositional
analysis performed by different laboratories.

The results show good agreement of measured
composition within a single laboratory, but greater
variability when results are compared among
laboratories. These interlaboratory variabilities do
not seem to be associated with a specific method
or technique or any single piece of instrumentation.
The summary censored statistics provide mean
values and pooled standard deviations as follows:
total extractives 6.7% (0.6%), whole ash 1.5% (0.2%),
dglucan 42.3% (1.2%), xylan 22.3% (0.5%), total lignin
21.3% (0.4%), and total mass closure 99.4% (2.9%).

renewable fuels is internationally recognized. Among the
crucial issues to be addressed when considering potential
solutions are techno—economic feasibility, life cycle assessments

The necessity of replacing fossil fuels with sustainable
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of the proposed bioenergy system in terms of materials and energy
flows and environmental impacts, crude material availability, and
composition (1). Brazil has been a world leader in proving the
use of ethanol as a liquid transportation fuel to replace traditional
fossil fuels, in particular by using sugarcane juice for ethanol and
sugarcane bagasse for process heat and electricity (2). The ability
to assess the starting material composition is critical to the success
of the biorefinery process. Sugarcane-to-ethanol is a model
for successtul liquid fuel replacement, and because sugarcane
bagasse is a coproduct available in other parts of the world, its
compositional analysis as a feedstock for future biorefineries is
of interest to hundreds of countries that can produce sugarcane.
Unlike the situation for many materials, such as transportation
fuels, biomass compositional analysis is not yet regulated by
any governmental agencies. In the United States four biomass
reference samples are available from the National Institute of
Standards and Technologies. The composition of these samples
and associated analytical methodologies were determined
through multicountry and multilaboratory work, led by the
National Renewable Energy Laboratory (NREL). The adoption
of a single-bagasse reference material, due to the large quantities
of material available in Brazil, is useful to the Brazilian biomass
industry. In response to this, Brazilian and U.S. institutions
performed compositional analysis of a single homogenized
sugarcane-bagasse feedstock. The most common procedures
for characterizing the chemical components of lignocellulosic
feedstocks use a two-stage sulfuric acid hydrolysis to fractionate
biomass for gravimetric and instrumental analyses. Although
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methods used are generally similar, there are differences in the
methodology developed at laboratories that routinely perform
the analysis. As each institution had different expertise in
this subject and performed the analysis with slightly different
methods, this provided a unique opportunity to examine the
effects of the varying methods on the measured composition.
Participating laboratories included NREL and eight Brazilian
institutes: Geréncia de Biotecnologia, Centro de Pesquisas e
Desenvolvimento Leopoldo A. Miguez de Mello (CENPES/
Petrobras); Brazilian Bioethanol Science and Technology
Laboratory, Brazilian Center for Research in Energy and
Materials (CTBE/CNPEM); Instituto de Quimica de Sao Carlos,
Universidade de S3o Paulo (IQSC/USP); Cane Technology
Center (CTC); Departamento de Biotecnologia, Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo (EEL/USP);
Embrapa Agroenergy; Nuclear and Energy Research Institute
(IPEN/CNEN); and Laboratory of Organic Analysis, Division
of Chemical Metrology, National Institute of Metrology, Quality
and Technology (INMETRO). Other Brazilian institutions
participated in discussions. Comparative results are presented.

Experimental

In the winter of 2010, Brazil sent NREL 10 kg of a sugarcane
bagasse collected by CTC from the Santa Lucia mill in Araras,
Sdo Paulo, Brazil. The entire sample was air-dried and reduced
in a Thomas Model 4 Wiley knife mill (Thomas Scientific,
Swedesboro, NJ) to pass through a 2 mm screen. The milled
material was shaker-sieved to a —20/+80 particle size and
thoroughly homogenized with a riffle splitter (3). The sample
was riffle-split into two halves; in turn, those halves were each
riffle-split, etc., until the requisite number of samples was
obtained. The homogenized sample was separated into plastic
bags for shipping. Each participating institution received
approximately 450 g of material. Prior to shipping, each bag
was tested for homogeneity by near-infrared partial least
squares (NIR/PLS) prediction and no compositional differences
were detected based on known variabilities (4).

Description of Methods

Complete biomass compositional analysis of the sample was
accomplished by similar methods. Each institution selected the
methodology with which they were most proficient and performed
replicate analysis (n = 10) of the sugarcane bagasse feedstock.
Replicates were typically performed in one compositional
analysis batch. Equipment and reagents varied at each location.
Details of the specific equipment are discussed later.

The parameters analyzed and discussed were whole ash,
glucan, xylan, galactan, arabinan, acetate, lignin (acid-soluble
and acid-insoluble lignin), and total extractives. Although the
structural carbohydrates and total lignin determination were
carried out on extractive-free material, data were expressed on
a whole basis.

Three general analytical methods wereused by the laboratories,
each with a different combination of extraction, hydrolysis, and
lignin measurement techniques. The three methods were called
“NREL method,” “TAPPI method,” and “Rocha” for simplicity.
All three methods relied on similar techniques. The sugarcane
bagasse was extracted prior to sulfuric acid digestion. The
resulting solutions of sugars and their degradation products

were analyzed by liquid chromatography. Soluble lignin was
measured by UV spectrometry, where each institution applied
specific wavelengths and absorptivity constants. Acid-insoluble
lignin was measured as weight obtained after filtration of the
hydrolyzed biomass and corrected for ash contribution.

The most commonly used hydrolysis procedure was the
NREL method, which is described in detail on the Internet
(5) and in the literature (6, 7). This method is published by
NREL and publicly available. In the NREL method, replicate
samples were sequentially extracted with water followed by
ethanol. The insoluble portion of the extraction was subjected
to a two-stage acid hydrolysis consisting of a first-stage 72%
(w/w) sulfuric-acid treatment in a 30°C water bath for 1 h with
frequent stirring, followed by a second stage applying 4% (w/w)
sulfuric acid in an autoclave for 1 h at 121°C. The resulting
suspension was filtered and the filtrate was characterized
by chromatography to determine concentrations of glucose,
xylose, arabinose, galactose, and acetic acid. Soluble lignin in
the filtrate was determined from UV absorption (320 nm and
30 L/g-cm or 240 nm and 25 L/g-cm). Insoluble lignin was
gravimetrically determined as the solid residue from hydrolysis
with ash content subtracted.

The second procedure was the Technical Association of the
Pulp and Paper Industry (TAPPI) method. Samples were extracted
in a soxhlet by sequential extraction with cyclohexane—ethanol
(1 + 1) then water, in accordance with TAPPI T204 cm-97 (8).
The hydrolysis step was performed using TAPPI T222 om-98 (9),
in which the first stage hydrolysis was room temperature with
72% (w/w) sulfuric acid for 2 h. This was followed by a second
stage hydrolysis of 3% (w/w) acid at boiling reflux conditions
for 4 h. This procedure is often used when an autoclave is not
available. The resulting suspension was filtered and the filtrate
was characterized by chromatography to determine concentrations
of glucose, xylose, arabinose, galactose, and acetic acid. Soluble
lignin in the filtrate was measured by scanning the sample in an
UV spectrophotometer from 190 to 400 nm.

The absorbance at wavelengths of 280 and 215 nm was
used to calculate the percentage of soluble lignin and the
concentration was calculated according to Equation 1. Insoluble
lignin was determined gravimetrically as the solid residue from
hydrolysis with ash content subtracted.

(4'53A215) B Azso

Csoluble lignin (g/L) = 300

(D

where 4,5 and A,g, are the absorptions at 215 and 280 nm
and Cypupie tignin (&/1) 1s the concentration of soluble lignin
in the hydrolysate. Equation 1 results from the simultaneous
resolutions of two equations (Equations 2 and 3):

Aygy =0.68 CD + 18 CL ©)

4y,5=0.15CD + 70 CL 3)

where 4,5, 1s the absorbance value of the solution at 280 nm,
Aa5 1s the absorbance value of the solution at 215 nm, CD is the
furfural derivatives concentration (g/L.), and CL is the soluble
lignin concentration (g/L). The values 0.68 and 0.15 are furfural-
derivatives molar absorptivity at 280 and 215 nm, respectively,
and the values 18 and 70 are lignin molar absorptivity at 280
and 215 nm, respectively.
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The third method is the Rocha method, which is a derivative of
the TAPPI method. The extraction of the biomass was performed
in a soxhlet by sequential extraction with cyclohexane—ethanol
(1 + 1) then water, according to TAPPI T204 cm-97 (8). The
hydrolysis method was developed by Rocha et al. (10) and
validated by Gouveia et al. (11). The first stage of hydrolysis
was performed with 72% (w/w) sulfuric acid in a 45°C water
bath for 8 min with continual stirring. This was followed by
the second stage hydrolysis with 4% (w/w) sulfuric acid in an
autoclave for 30 min at 121°C. The resulting suspension was
filtered and the filtrate was characterized by chromatography
to determine concentrations of sugars (cellobiose, glucose,
xylose, arabinose, and galactose), organic acids (acetic acid,
formic acid, and glucuronic acid), and furan aldehydes [furfural
and hydroxymethyl-furfural (HMF)]. Insoluble lignin was
gravimetrically determined as the solid residue from hydrolysis
with ash content subtracted. For the soluble lignin, an aliquot
of the hydrolysate obtained in the acid hydrolysis step was
transferred to a flask with distilled water and the final pH was
adjusted to 12 with a solution of 6.5 mol/. NaOH. Soluble lignin
was determined from UV absorption at 280 nm using Equation 4:

(Azso % DF) = (SHMF X Cypp T Eyrfiral < Cfurfural) -B 4)
A

Clig =

where Cjj, is the soluble lignin concentration in hydrolysate
(g/L), Aygonm 18 the absorbance of hydrolysate at 280 nm,
DF is the dilution factor, &y is the absorptivity of HMF
(114.00 L/g.cm — experimental value), &q,.f,.a1 15 the absorptivity
of furfural (146.85 L/g.cm — experimental value), Cyyp 1S
the HMF concentration in hydrolysate (g/L), Cpygipa 15 the
furfural concentration in hydrolysate (g/L.), B is the linear
coefficient (0.018 — experimental value), and 4 is the angular
coefficient equal to absorptivity of lignin (23.7 L/g-cm —
experimental value).

Description of Statistical Analyses

All calculations were performed in the R statistical program
Version 2.15.2 (12). The plyr (13) and xIsx (14) packages were
loaded during calculations. Calculated means are an arithmetic
mean. Standard deviations are calculated as the square root
of the sum of the squared differences of the individual value
from the mean divided by the total number of replicates. Pooled
standard deviations are calculated as

—1)s? —1)s2+...+(n, —1)s>
sj:(nl )si+(my=1)s3 +...+(m =1)s5; )

I’I1+I’I2 +...+I’Ik

where n; is the sample size of population k& and siz is the
standard deviation squared.

Results and Discussion

Eight laboratories performed replicate (n = 10) analyses of the
shared sugarcane bagasse material. Components measured were
whole ash, extractable material (water-soluble and organic-
soluble), glucan, xylan, galactan, arabinan, acetate, and lignin
(acid-soluble and acid-insoluble lignin). Due to equipment
failures that resulted in a loss of data at certain laboratories, only

portions of the experimental data were available for statistical
analysis. Several laboratories reported issues with carbohydrate
analysis, and as a result, carbohydrates are the least represented
measurement in the study. Any laboratory that failed to report
a component was necessarily removed from statistics related
to that component, and also for total mass closure. Data for
the five most abundant components (total extractives, whole
ash, glucan, xylan, and total lignin) and total mass closure are
reported here. Table 1 summarizes the number of replicate
measurements provided by each laboratory for each constituent.

Analysis of Standard Deviations

Pooled standard deviations were calculated for each
constituent measured. This is the mean pooled standard
deviation weighted for the number of samples provided by each
institute. Pooling combines the individual laboratory standard
deviations rather than looking at all values as a single population.
Examination of the data grouped by origin is valuable in
understanding the intralaboratory uncertainties, or uncertainty
within a single laboratory. The mean standard deviations for
individual laboratories are smaller than the standard deviations
for a single population that includes all laboratories (Table 2).
This indicates that among-institution variation is larger than
within-institution variation. Similar trends were previously
reported by Templeton et al. (15). Simply put, most institutions
can replicate their own data well, but data may not necessarily
be comparable across institutions.

The analysis of the standard material shared among
participating laboratories allowed for the direct comparison of
compositional results. Analysis of such a standard material is
recommended by the NREL method, with the material being
provided by an outside standards agency. A good understanding
of the composition of the shared material is critical, as outliers
can be traced back to deficiencies in methodology. This shared
material was concurrently analyzed with unknown samples, and
served to check the quality of analysis. Such material should have
a similar compositional matrix to the samples of interest. Table 2
and Figure 1 both show the deviation results of compositional
analysis performed by all participating laboratories.

Table 1. Number of replicate constituent values provided
by each laboratory

Laboratory

Constituent A B Cc D F H | J
Total extractives 10 10 10 10 10 2 10 9
Whole ash 10 10 10 10 10 2 10 9
Glucan 8 10 3 — 10 2 10 9
Xylan 8 10 3 10 10 2 9 9
Arabinan 10 10 3 10 9 2 10 9
Galactan 9 10 3 10 — 2 10 9
Acetyl 10 10 10 10 — 2 10 9
ASL 10 10 10 10 10 2 10 9
AIR? 10 10 10 10 10 2 10 9

Total lignin 10 10 10 10 9 2 9 8

Total mass closure 10 10 3 — 10 2 10 9

? AIR = Acid-insoluble residue or Klason lignin.
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Table 2. Deviations of compositional results obtained in
this interlaboratory comparison

Standard Pooled standard Sample

Constituent Mean deviation deviation count
Total extractives 6.7 0.9 0.6 71
Whole ash 1.5 0.3 0.2 71
Glucan 423 1.7 1.2 52
Xylan 223 1.3 0.5 61
Galactan 0.6 04 0.1 53
Arabinan 22 04 0.2 63
Total lignin 21.3 1.4 0.4 68
Acetyl 35 1.1 0.3 61
Total mass closure 99.4 3.7 29 54

Comparison of pooled standard deviation values with
Templeton et al. (15) show a good comparison for all
components except for glucan and total mass closure, which
are approximately two to three times greater in this study.
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The statistics from the pooled data represent the measurement
uncertainties expected from analysis of replicate samples at
a single, well-practiced institution. It is our opinion that the
standard deviation values from this study, including glucan,
closely represent what should be expected from compositional
analysis data received from any qualified analytical laboratory.

Methods Comparisons

As each institution performed the analysis with slightly
different methods, this study provided a unique opportunity to
examine the effects of the varying methods on the measured
composition. The NREL method was more commonly performed
than the other two methods, which were often only performed by
one or two institutions. The lack of an experimentally balanced
design and a large number of uncontrolled compounding
interferences do not allow for good statistics around method
differences, but still provide preliminary results and the expected
variance among laboratories with slightly different procedures.
In most cases, an analysis of variance (ANOVA) is reported
along with any notable interferences. ANOVA was performed in
base R statistical program Version 2.15.2 (12). As this data were
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Figure 1. Sorted values for measured components with the mean and one SD outlier limits. The sample number is plotted on the x-axis and

the percent of the component is plotted on the y-axis.
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not produced with a balanced experimental design, the results
of the ANOVA can provide general trends and information, but
are not robust. We made assumptions of normality and equal
variance, although we did not have triplicate values. Post-hoc
analyses for mean measured differences are not reported here,
as the unbalanced design does not lend itself to a robust measure
of these means. A more directed and balanced study would be
necessary to accurately assess the differences in analytical
techniques.

The following sections examine the variabilities of individual
constituents.

Methods Comparison: Extraction

First we examine the extraction methods and values obtained
from each method. Table 3 shows the results obtained in the
different extraction methods: accelerated solvent extraction
(ASE), performed with sequential water and ethanol; organic
soxhlet-water, a soxhlet extraction performed with sequential
ethanol:cyclohexane and water; and soxhlet extraction
performed with sequential water and ethanol.

The measured extractives content examined by type of
extraction shows excellent comparison between the ASE
extraction and the organic soxhlet/water extraction, but the
soxhlet extraction shows a potentially higher mean value. This
may indicate that the sequential water and ethanol soxhlet
extraction is a more thorough extraction than the other two
methods, or it may be that there are not enough data points
to make that determination. ANOVA of the data shows no
significant trend of total extractives with extraction type using
the cutoff of P < (.05, although the calculated value was 0.08.

Methods Comparison: Glucan, Xylan, and Lignin

Next we examine component compositions for glucan, xylan,
and lignin obtained from the different hydrolysis methods
separated by laboratory (Table 4). To mitigate the potential
effect of variation in extraction technique, the constituent
values are reported here on an extractives-free (EF) basis.
Incomplete removal of nonstructural material can aftect the
measurement of structural constituents. However, we saw
no difference in extractives with extraction technique, so we
are confident in the structural comparisons. It is important to
note that this examination is confounded by influences of the
different carbohydrate measurement techniques, which are also
examined. In most cases, institutions performed hydrolysis

Table 3. Extraction methods used in this interlaboratory
comparison?

Organic
Constituent ASE soxhlet/water Soxhlet
Water extractives 4.5(0.9) 4.3(0.7) 5.7 (0.2)
Organic extractives 2.1(0.1) 2.5(0.4) 1.8 (0.1)
Total extractives 6.6 (1.0) 6.7 (0.7) 7.2(0.7)
Sample count 39 20 12

Note: Standard deviations included in parentheses.

# ASE and soxhlet were performed with sequential water and ethanol
extractions. Organic soxhlet/water was performed with sequential
ethanol:cyclohexane and water extractions.

according to the NREL laboratory analytical procedures (LAP),
and a wide variance was observed. The large-scale method
(hydrolysis with 1 g of biomass at reflux conditions for 4 h)
and the Rocha method (described in detail in the Description
of Methods section) were each only performed by a single
institution. This is a critical point to note, because the NREL
method includes several laboratories, whereas the other two
include standard deviation from only one laboratory. ANOVA
indicates that there is a significant (P < 0.05) difference
associated with the hydrolysis method for all components
except for glucan.

Carbohydrate concentrations were measured across a variety
of separation and detection techniques and are summarized
in Table 5. The four carbohydrate analysis techniques with
corresponding measured carbohydrate concentrations (reported
on an EF basis) are presented in Table 6. ANOVA indicates
that the carbohydrate analysis instrumentation is significant
(P < 0.05) for all measured compounds. This examination is
confounded by influences of the different hydrolysis techniques.

Methods Comparison: Acid-Soluble Lignin

The acid-soluble lignin (ASL) measurement is one of
the most interference-prone measurements in the array of
compositional analysis methods. This measurement is based
on the UV absorbance of the solution obtained after two-step
acid hydrolysis, measured at a particular wavelength according
to Beer’s law. The measurement contains notable interferences
from HMF and furfural, which are carbohydrate degradation
products produced during the acid hydrolysis and absorb in the
same region.

Table 7 presents a comparison of the measured ASL
separated by measurement method. Of the four ASL
methods used, three of them make some attempt to correct
for carbohydrate degradation products. The Rocha method
(11) makes corrections to the measured ASL absorbance
by removing HMF and furfural concentrations, which are
measured independently. The NREL 320 method measures
the absorbance of lignin at 320 nm, a region that has
significantly less absorbance from HMF and furfural. The
TAPPI method makes a correction to the measured lignin

Table 4. Results of component compositions obtained
from different hydrolysis methods®

Constituent NREL Method Rocha TAPPI
Glucan, extractives-free 45.2 (1.9) 45.2 (2.7) 459 (1.1)
Xylan, extractives-free 23.4 (1.2) 25.1(0.8) 25.3 (0.3)
Arabinan, extractives-free 2.5(0.3) 1.7 (0.3) 2.3 (0.1)
Galactan, extractives-free 1.0(0.2) 0.2 (0.1) 0.2 (0.1)
Acetyl, extractives-free 4.3 (1.0) 2.5(0.1) 2.8(0.2)
ASL, extractives-free” 3.7(1.7) 2.2(0.6) 1.9 (0.1)
AIR, extractives-free® 19.5 (1.3) 20.6 (0.6) 19.6 (0.4)
Total lignin, extractives-free  23.1 (1.6) 22.8 (0.5) 21.6 (0.3)
Sample count 51 10 10

Note: Standard deviations included in parentheses.

@ See the Description of Methods section for descriptions of the

methods.
b ASL = Acid-soluble lignin.

¢ AIR = Acid-insoluble residue or Klason lignin.
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Table 5. Differences in carbohydrate separation and
detection across institutions

Table 7. Comparison of the measured ASL separated by
measurement method®

Method name Analytical column Detection ASL method NREL 240 Rocha NREL 320 Tappi
87H Aminex HPX-87H Bio-Rad, Refractive index ASL extractives-free 5.0(0.8)° 22(06)° 13(00° 2102’

Hercules, CA USA Sample count 31 10 10 20
87P Pb?* ligand exchange Refractive index

(Bio Rad HPX-87P Bio-Rad,
Hercules, CA USA or similar)

IC Dionex IC, CarboPac PA1
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA

Shimpack SCR 101-P
Shimadzu, Kyoto, Japan

Amperometric detector

SCR 101 ELSD Evaporative light

scattering detector

Table 6. Carbohydrate concentrations obtained through
different analysis methods

SCR 101P/

Constituent 87H 87P IC ELSD

Glucan extractives-free 45.5(2.0) 44.5(1.9) 44.7(0.8) 46.6(1.1)

Xylan extractives-free 25.1(0.6) 23.7(1.1) 25.5(0.5) 23.0(0.8)

Arabinan extractives-free 2.0 (0.4) 2.5(0.3) 26(0.1) 2.6(0.1)
Galactan extractives-free 0.2 (0.1) 1.1(0.2) 0.6 (0.0) NA
Sample count 20 21 10 10

Note: Standard deviations included in parentheses.

absorbance for the concentrations of soluble furfural
derivatives, which are measured independently. The only
method that does not attempt to correct for the degradation
product interference is NREL 240, which measures
absorbance at 240 nm and shows clear high bias with regards
to the other methods. ANOVA analysis indicates that these
techniques are significantly different in the final measured
lignin concentration.

Conclusions

Despite the differences among the methodologies
for compositional analysis of sugarcane bagasse—
differences including the use of different equipment for
sample preparation and analysis—the results of the eight
participating laboratories were similar. ASL analysis was
the only one to have larger discrepancies as a result of
interference from polysaccharide degradation product in the
UV measurement.
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PRODUGCAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

CAMPO DA INVENGCAO
[001] A presente invengdo se insere no campo de processos
fermentativos para a producao de solventes, em especial butanol, acetona
e etanol. Mais especificamente o processo envolve a hidrélise acida de
uma biomassa lignocelulésica, onde a fracdo sélida obtida é
posteriormente submetida a hidrolise enzimatica, sendo os hidrolisados
recuperados submetidos a fermentacao ABE .
FUNDAMENTOS DA INVENGAO
[002] O processo de fermentacdo anaerébica para a producdo de
acetona, butanol e etanol, ou fermentacdo ABE (acefona-butanol-etanol) ja
é conhecido ha mais de cem anos.
[003] Tal processo emprega bactérias do género Clostridium, na forma
de bacilos gram-positivos, formadores de esporos, em especial as
espécies: Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium
saccharobutylicum e Clostridium saccharoperbutylacetonicum.
[004] A principal vantagem na aplicacédo deste género de bactéria em
processos fermentativos deve-se ao fato destes serem capazes de
metabolizar diferentes fontes de carbono, tal como hexoses (glicose,
frutose, manose, sucrose, lactose, galactose), pentoses (xylose e
arabinose) e fontes de amido, sem a necessidade de hidrélise dos
polimeros de agucares.
[005] Embora sendo uma rota j& conhecida e ser baseado na
utilizacdo de matérias-primas renovaveis, um dos maiores entraves no
emprego de tal rota em larga escala é o aspecto econdbmico, mais
especificamente no que diz respeito a matéria-prima (biomassa) e a
energia dispendida nos processos de separacao.
[006] Atualmente inimeros estudos vém sendo efetuados no sentido

de se utilizar como matéria-prima biomassa residuais, ou seja, residuos ou
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subprodutos e excedentes de outros processos produtivos, em especial
residuos lignocelulésicos (bagaco, palha, madeira, residuos de dendé,
dentre outros).

[007] O pedido de patente WO2010098694 descreve um processo
para a producéo de solventes organicos, mais especificamente acetona,
butanol e etanol, pela fermentacdo anaerdbica . O processo envolve a
sacarificacdo de matéria-prima de origem vegetal, previamente triturada
fisicamente, com enzimas capazes de degradar ou converter tal material
em acgucares sollveis; fermentacdo dos acgulicares pela acdo de uma
bactéria produtora de ABE e recuperagédo dos solventes por evaporagao
difusa através de uma membrana pela aplicagdo de vacuo. Neste caso, ha
dificuldades na disponibilizacdo dos acucares presentes nos residuos
lignoceluldsicos, pela utilizagao de uma unica etapa de sacarificacéo, alem
disso, a matéria-prima empregada, lascas de madeira, faz necessaria uma
etapa adicional de remocado de piche por extracdo com solventes,
preferencialmente acetona ou etanol.

[008] A utilizacdo de meios hidrolisados agucarados oriundos do pre-
tratamento tais residuos lignocelulésicos possui, ainda, o inconveniente de
gerar inibidores, em especial furfural, 5-HMF, e polifendis, que inibem tanto
o crescimento quanto o metabolismo bacteriano.

[009] Algumas tentativas vém sendo realizadas com o intuito de
superar tais obstaculos.

[010] O pedido de patente US 20100330633, por exemplo, descreve o
processo de obtencdo de butanol por fermentacdo ABE a partir de
residuos lignocelulésicos pré-tratados, com uma etapa prévia de
destoxificacdo pelo uso de sistemas de resinas de froca ibnica, de
maneira a reduzir as altas concentracdes de inibidores gerados no
processo de pré-tratamento, que utiliza a hidrélise acida a altas
temperaturas, entre 170° e 230° C.

[011] Apesar de ser responsavel pela remoc¢ao dos inibidores a etapa
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de destoxificacdo acarreta alto custo ao processo tecnolégico, além de
ocasionar perdas representativas de substrato e de nutrientes,
fundamentais na obtencao de altos rendimentos na fermentacéo ABE.
[012] Sendo assim, nao ha na literatura, descricdo nem sugestdo de
um processo para a producdo de solventes, mais especificamente
acetona-butanol e etanol, de forma que nao seja necessaria a utilizacao de
uma etapa para a remocao de compostos inibidores, sendo este processo
descrito e reivindicado a seguir.

SUMARIO DA INVENGAO

[013] A presente invengao propde a producao fermentativa para a
obtengao de butanol, acetona e etanol utilizando uma bactéria do género
Clostridium a partir de uma mistura de uma corrente rica em glicose
(concentracdo acima de 60%m/m) e uma corrente rica em Xxilose
(concentragcédo acima de 60%m/m), provenientes do processo hidrolitico de
uma biomassa lignocelulésica.

[014] Neste processo, uma carga composta por biomassa
lignocelulésica é submetida a uma etapa de pré-tratamento acido em
condicbes brandas (temperaturas de 110°C a 120°C), sendo obtidas duas
fases: uma fase soélida e uma fase liquida rica em xilose, a fase sélida é
submetida a etapa adicional de hidrélise enzimatica empregando um
tensoativo como aditivo, e, posteriormente, uma corrente liquida rica em
glicose, obtida apés a prensagem da fase soélida, € misturada com a
corrente liquida rica em xilose, sendo a mistura submetida entdo a uma
etapa de fermentacao ABE.

[015] O processo possibilita atingir rendimento global na faixa de 0,35
a 0,47 g/g, com concentracdao ABE final de 11,5 a 18,7 g/L, valores este
similares aos encontrados na literatura, e produtividade volumétrica global
de 0,17 a 0,67 g.L".h", sem o inconveniente da necessidade de uma
etapa adicional de destoxificacao para a remoc¢ao de compostos inibidores

(furfural, 5-hidroximetil-furfural € compostos fenoélicos).
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[016] De um modo amplo o processo aqui descrito combina trés
vantagens em relagcdo ao estado da tecnica quanto a producdo por rota
bioquimica de solventes:

a) Emprego de um microrganismo capaz de utilizar o agticar na sua
forma oligomérica, evitando o emprego de grandes quantidades de
enzimas celulasicas, acima de 10%m/m na hidrélise de biomassa
lignocelulosica, ja que o objetivo de tais enzimas € quebrar estes
oligossacarideos em mondémeros.

b) Emprego de tensoativo:

i) Na etapa de hidrélise: ao modificar a propriedade da superficie
da celulose, minimiza a ligacao irreversivel das celulases
sobre a celulose, o que promoveria a perda de atividade das
celulases.

i) Na etapa de fermentacdo ABE: aumento da produtividade;

c) Hidrolise acida a temperatura inferior as empregadas usualmente,
de modo que os compostos inibidores (HMF, furfural e compostos
fenolicos) sdo produzidos em uma concentracdao tal que ndo e
necessaria a etapa prévia de destoxificagao.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

[017] A Figura 1 apresenta o perfil cinético de uma fermentacdo ABE,
empregando uma cepa de Clostridium acetobutilycum, tendo como
substrato uma mistura de um hidrolisado hemicelulésico (xilose) e
celulésico (glicose) de uma biomassa lignocelul6sica, contendo 25 g/l de
glicose e 8 g/L de xilose respectivamente.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[018] A presente invencao trata de um processo fermentativo ABE
(acetona, butanol e etanol), utilizando como fonte de substrato e nutrientes
o hidrolisado proveniente do processo hidrolitico de biomassa

lighocelulésica.
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[019] Tal biomassa lignocelulésica pode ser escolhida dentre: residuos
de milho, capim elefante, palha de arroz, palha de trigo, bagaco de cana,
palha ou residuos de dendé, madeira.

[020] Neste processo, a carga de biomassa lignocelulésica é
submetida a uma etapa de cominuicao, sendo geradas particulas de sélido
de tamanho variando de 1 a 60 mm, que sdo entdo submetidas a um pré-
tratamento com uma solugdo aquosa de um acido forte em concentracbes
variando de 0,5-1%m/m, numa relagao sélido/liquido variando de 1:2 a 1.4,
por um periodo de tempo de 20 a 40 minutos e pressao variando de 1 a
2atm.

[021] Dentre os acidos fortes uteis para a presente invengado podemos
citar: acido sulfurico, acido nitrico, acido cloridrico, ou misturas destes.
[022] A biomassa é entdo submetida a uma etapa de separacéo fisica,
mais especificamente prensagem, onde é removida uma fase liquida rica
em xilose (concentragdo acima de 60%m/m) e uma fase sélida. A fase
solida é entdo submetida a hidrolise enzimatica, na presenca de um
tensoativo em concentragdes variando de 3 a 5%m/m, seguida de nova
separagao fisica, dando origem a uma corrente liquida rica em glicose
(concentracdo acima de 65%m/m).

[023] Os tensoativos uteis para a presente invencdo séo tensoativos
nao ibnicos, escolhidos dentre: poli(oxietileno), sorbitan-monolaurato,
polietilenoglicol, ou ainda misturas destes.

[024] Durante a hidrélise enzimatica as celulases diminuem a sua
atividade, sendo a adsorcao irreversivel das celulases sobre a celulose
parcialmente responsavel por essa desativacdo. A adicdo de tensoativos
durante a etapa de hidrélise é relevante, pois € capaz de modificar a
propriedade da superficie da celulose, minimizando a ligacéo irreversivel
das celulases sobre a celulose.

[025] A hidrélise enzimatica é efetuada com o auxilio de um preparado

enzimatico celulasico com uma concentracao de proteinas variando de 60
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a 90 mg proteinas/L, composto por uma mistura de enzimas escolhidas
dentre :celobiohidralases e beta-glicosidades. A adigao de tais preparados
a fase sélida é efetuada sob pH controlado, na faixa de 4,5 a 5,5, e numa
proporcao sélido/liquido de 10 a 20%. Esta etapa tem duracado de 48 a 72
horas (ou de no minimo — 48 horas) e ocorre a temperaturas variando de
45 a 55°C.
[026] A corrente rica em glicose e a corrente rica em xilose obtidas nas
etapas anteriormente descritas sdo misturadas em uma razao (xilose) /
(glicose) de 1:2 a 1.6 e servem como carga para um reator contendo
biomassa de bactérias do género Clostridium, obtida apdés uma etapa de
propagacao bacteriana utilizando meio nutriente otimizado (6g/L de
peptona, 6g/L de extrato de levedura e 12g/L de glicose) no periodo de 8 a
24 horas, a 37° C.
[027] Dentre as bactérias do género Clostridium, as (teis para a
presente  invencdo sado aquelas das espécies:  Clostridium
saccharobutylicum, Clostridium saccharoperbutylacetonicum, Clostridium
beijerinckii, em especial a da espécie Clostridium acetobutylicum.
[028] A fermentacao ABE ocorre a uma temperatura variando de 35 a
40, por um periodo de pelo menos 48 horas para o consumo de glicose e
xilose.
[029] Assim, a presente invencao trata de um processo para a
producdo de solventes, mais especificamente acetona, butanol e etanol,
por fermentacdo ABE, empregando a bactéria do género Clostridium, dito
processo incluindo as seguintes etapas:
1) Prover uma carga para o processo, constituida por biomassa
lignocelulosica;
2) Acrescentar uma solucédo aquosa de um acido forte a carga em uma
concentracido variando de 0,5-1%m/m, numa relacdo soélido/liquido
de 1:2 a 1:4, a temperatura entre 110°C e 120 °C, e sob agitacio de
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modo a obter uma corrente com alto teor de soélidos, de pelo menos
20% m/m;

3) Submeter a corrente de alto teor de sdlidos a um processo de
separacao, obtendo-se uma fase sélida, com razao solido/liquido de
pelo menos 20%, e uma fase liquida rica em xilose (concentracao
acima de 60%m/m);

4) Acrescentar a fase sdlida um preparado enzimatico celulasico, na
presenca de um tensoativo, e na proporcéo solido/liquido entre 10%
e 20% m/m, a um pH entre 4,0 e 5,5 por um tempo necessario para
a geracao de uma fase liquida rica em glicose (concentracdo acima
de 6,5%),

5) Misturar a fase liquida rica em xilose com a fase liquida rica em
glicose na proporcéo 1:2 a 1:6;

6) Adicionar a mistura obtida no item (5) a um reator contendo
biomassa compreendendo bactérias do género Clostridium, numa
proporcdo 1:1v/v, iniciando-se assim a fermentacdo a uma
temperatura variando de 35 a 40°C, por um periodo de pelo menos
48 horas, de modo a produzir os solventes, acetona, butanol e
etanol.

[030] Os exemplos, a seguir, correspondem a experimentos em escala
de laboratério sem limitar o escopo do processo, detalhadamente descrito

até aqui.

EXEMPLO 1

[031] Num reator foi efetuada a etapa de propagac¢ao microbiana de

uma cultura de uma bactéria da espécie Clostridium acetobutylicum
(DSMZ cepa1l), caracterizada nas primeiras 20 horas com a formacao de
acidos butirico e acético. Apos este periodo, foi adicionado ao reator o
hidrolisado hemicelulésico (xilose) e celuldsico (glicose), contendo 25 g/l
de glicose e 8 g/L de xilose para a promocdo da fermentacdo ABE,

conforme a Figura 1. A fase acidogénica da fermentacdo (formacéao de



8/8

acido butirico e acido acético) ocorreu entre 16 e 50 horas de processo e,
em seguida, a fase solventogénica, que atingiu o maximo de concentragao
dos solventes butanol, acetona e etanol em 80 h, com concentracbes de
6,5 g/L, 4,9 g/L e 0,8 g/L, respectivamente. O processo fermentativo (sem
contar com a propagacéo) teve duracdo de 48 horas, com utilizacdo da
glicose primeiramente e, em seguida da xilose. Ambos os substratos foram
esgotados no meio, obtendo-se um rendimento global (Yps) de 0,37g/g,
concentracao ABE final de 12,2 g/L e produtividade volumétrica global de

0,25 g.L™".h™", valores compativeis com a literatura.
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REIVINDICACOES
1- PRODUGAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA, caracterizado por compreender a

fermentacdo, empregando bactérias do género Clostridium, utilizando

como fonte de substrato e nutrientes o hidrolisado proveniente do
processo hidrolitico de biomassa lignocelulésica.

2- PRODUGAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA, caracterizado por compreender as
seguintes etapas:

1) Prover uma carga para o processo, constituida por biomassa
lighocelulosica;

2) Acrescentar uma solucao aquosa de um acido forte a carga em
uma concentragdo variando de 0,5-1%m/m, numa relacdo
solido/liquido de 1:2 a 1:4, a temperatura entre 110°C e 120°C, e
sob agitacao de modo a obter uma corrente com alto teor de
sélidos, de pelo menos 20% m/m;

3) Submeter a corrente de alto teor de sélidos a um processo de
separacao, obtendo-se uma fase soélida, com razao soélido/liquido
de pelo menos 20%, e uma fase liquida rica em xilose
(concentracéo acima de 60%m/m);

4) Acrescentar a fase sélida um preparado enzimatico celulasico, na
presenca de um tensoativo, e na propor¢cao solido/liquido entre
10% e 20% m/m, a um pH entre 4,0 e 5,5 por um tempo
necessario para a geracdo de uma fase liquida rica em glicose
(concentracao acima de 6,5%);

5) Misturar a fase liquida rica em xilose com a fase liquida rica em
glicose na proporcao 1.2 a 1.6

6) Adicionar a mistura obtida no item (5) a um reator contendo
biomassa compreendendo bactérias do género Clostridium, numa

proporcao 1:1v/v, iniciando-se assim a fermentacido a uma
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temperatura variando de 35 a 40°C, por um periodo de pelo
menos 48 horas, de modo a produzir os solventes, acetona,
butanol e etanol.
3- PRODUGAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA, de acordo com as reivindicacbdes 1 ou

2, caracterizado por a biomassa lignocelulésica ser escolhida dentre:

residuos de milho, capim elefante, palha de arroz, palha de trigo, bagaco
de cana, palha ou residuos de dendé, madeira.

4- PRODUCAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA, de acordo com as reivindicacées 1 ou
2, caracterizado por a biomassa lignoceluldésica ser submetida a uma
etapa de cominuicdo, sendo geradas particulas de sélido de tamanho
variando de 1 a 60 mm.

5- PRODUGAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA, de acordo com as reivindicagoes 1 e
2, caracterizado por o acido forte ser escolhido: acido sulfurico, acido
nitrico, e acido cloridrico, ou misturas destes.

6- PRODUCAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA, de acordo com as reivindicagées 1 e 2,

caracterizado por a por a adi¢cdo do acido forte ser efetuada durante um

periodo de tempo de 20 a 40 minutos e sob pressao variando de 1 a 2atm.
7- PRODUGCAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELUL()SICA, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2,

caracterizado por a adicao do preparado enzimatico celulasico ser

efetuada na presencga de um tensoativo em concentracdes variando de 3 a
5%m/m.

8- PRODUCAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA, de acordo com as reivindicacées 1 e 2,
caracterizado por o tensoativo ser um tensoativo nao iénico.

9- PRODUCAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
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BIOMASSA LIGNOCELULOSICA, de acordo com as reivindicacdes 1 € 2,

caracterizado por o tensoativo ser escolhido dentre: poli(oxietileno),

sorbitan-monolaurato, polietilenoglicol, ou ainda misturas destes.
10- PRODUGAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA, de acordo com as reivindicacdes 1 € 2,

caracterizado por o preparado enzimatico celulasico com uma

concentracao de proteinas variando de 60 a 90 mg proteinas/L, composto
por uma mistura de enzimas escolhidas dentre: celobiohidrolases e beta-
glicosidases.

11- PRODUGAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2,

caracterizado por o tempo necessario para a geragéo da fase liquida rica

em glicose ter duracdo de 48 a 72 horas e sob temperaturas variando de -
45 a 55°C.

12- PRODUGCAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2,
caracterizado por a biomassa de bactérias ser obtida apés uma etapa de

propagacgédo de uma cultura de bactéria do género Clostridium utilizando
meio nutriente otimizado (6g/L. de peptona, 6g/L de extrato de levedura e
12g/L de glicose) no periodo de 8 a 24 horas, a 37° C.

13- PRODUCAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA, de acordo com as reivindicacbes 1 e 2,

caracterizado por a bactéria do género Clostridium, ser escolhida dentre

uma bactéria das espécies: Clostridium saccharobutylicum, Clostridium
saccharoperbutylacetonicum, Clostridium beijerinckii, em especial a da
espécie Clostridium acetobutylicum.
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RESUMO
PRODUGAO DE SOLVENTES A PARTIR DE HIDROLISADOS DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

E descrito um processo para a producdo de solventes, mais
especificamente acetona, butanol e etanol, pela fermentacdo com
bactérias do género Clostridium de uma mistura de correntes de
hidrolisado hemicelulosico (xilose) e celuldsico (glicose) de uma biomassa
lignocelulésica.
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