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Resumo 
 

GOMES, Absai da Conceição. Produção de solventes verdes a partir de frações 

polissacarídicas do bagaço de cana-de-açúcar. Tese de Doutorado. Escola de Química, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.  

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

 

Há uma demanda crescente por combustíveis e produtos químicos a partir de matérias-

primas renováveis e que não competem com a produção de alimentos, como por exemplo 

as biomassas lignocelulósicas. No Brasil, o setor sucroalcooleiro é o que mais produz 

biomassa por ano, chegando a centenas de milhões de tonelada de bagaço de cana-de-

açúcar. Os açúcares provenientes deste material podem ser fermentados por 

microrganismos, como Clostridium acetobutylicum, para produção de butanol, tendo como 

outros produtos a acetona e o etanol. No presente trabalho, o bagaço oriundo de uma 

usina no Centro-Oeste do Brasil foi primeiramente submetido a um pré-tratamento com 

ácido diluído para a solubilização de açúcares da hemicelulose. Após a separação da fração 

líquida denominada HH C5, o sólido residual foi submetido à hidrólise enzimática da 

celulose, gerando duas correntes de hidrolisado (HC C6 e HC C5+C6). Antes dos ensaios de 

fermentação, a composição do meio para o crescimento celular de Clostridium 

acetobutylicum foi otimizada pelo uso da técnica de planejamento experimental (DOE), 

levando a uma redução no número de componentes de 9 para 3. A composição final para a 

propagação celular ficou composta de peptona, extrato de levedura e glicose, nas 

seguintes concentrações: 6,0, 6,0 e 12,0 g/L, respectivamente. Houve redução 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 concentrações finais de butanol de 8,7 g/L, 

sem a necessidade de suplementação de destoxificação das correntes de açúcar ou 

suplementação de nutrientes e consequente redução de custos. A produtividade 

volumétrica média (QP) e o rendimento médio (YP/S) de butanol alcançados foram de 0,27 

g/L.h e 0,24 g.g-1, respectivamente. A aplicação da pervaporação como técnica para a 

recuperação dos produtos durante a fermentação ABE foi eficiente, obtendo-se 

concentrações de butanol e acetona no permeado de 87 e 234 g/L, respectivamente. A 

remoção de ambos no meio fermentativo diminuiu a inibição das células e iniciou-se um 

novo ciclo de fase acidogênica, com consumo de mais xilose, produção de ácidos acético e 

butírico e, consequentemente, uma produção de solventes 17% maior. Os resultados 

abrem novas perspectivas para um mercado de U$ 3 bilhões/ano de Biorrefinaria de 

segunda geração, na medida em que contribui para a viabilidade da produção de moléculas 

importantes para a indústria de combustíveis e produtos químicos a partir de biomassa 

residual de composição lignocelulósica. 
 

Palavras-chave: bagaço de cana-de-açúcar, hidrolisados, fermentação ABE, pervaporação, 

butanol 
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Abstract 
 

GOMES, Absai da Conceição. Produção de solventes verdes a partir de frações 

polissacarídicas do bagaço de cana-de-açúcar. Tese de Doutorado. Escola de Química, 

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-1, 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 U$ 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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Capítulo 1 
 

 

 

Apresentação do Tema de Tese  
 

 A demanda por combustíveis e produtos químicos alternativos e sustentáveis, 

baseados em fontes renováveis já é uma realidade nos dias atuais e tende a aumentar 

drasticamente no futuro (Pachapur et al., 2016). Hoje a indústria de biocombustíveis 

produz primordialmente etanol de milho ou cana-de-açúcar e biodiesel, originado de óleos 

vegetais e gorduras animais. No entanto, a produção destes biocombustíveis a partir das 

matérias primas citadas, podem competir com a produção de alimentos para a 

humanidade e também para os animais. Em contraste com esta realidade, a biomassa 

lignocelulósica (resíduos agrícolas e de florestas) oferece um enorme potencial como fonte 

para produção de biocombustíveis e químicos porque é o material mais abundante no 

mundo, além de ser um subproduto da produção 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 último setor se sobressai aos demais por ser o 

responsável pela geração de centenas de milhões de toneladas de biomassa anualmente, 

como bagaço e palha de cana-de-açúcar (CONAB, 2019). Cabe ressaltar que grande parte 

das inovações tecnológicas introduzidas na indústria sucroalcooleira esteve focada, 

durante muitos anos, na base agrícola, como o melhoramento de variedades de cana, 

mecanização de colheitas, defensivos agrícolas, fertilizantes químicos e outros produtos. 

Desta forma, a base agroindustrial, que compreende as etapas de processamento da cana, 

sua transformação e as operações adjacentes, ficou carente de incentivos e de esforços em 

pesquisa, desenvolvimento e inovação, aliados à restrita capacidade empreendedora dos 

meios acadêmicos. 

Em décadas mais recentes, surgiu um movimento em busca de novas formas de 

energia a partir das biomassas em que os biocombustíveis lideraram e ainda lideram a 

busca por inovações. Neste contexto, o etanol ganhou status de prioridade e, 

especialmente no Brasil, este biocombustível tem uma participação expressiva na matriz 

energética. No entanto, a indústria brasileira do etanol está fortemente atrelada à do 

petróleo, pois a formulação da gasolina nos postos requer grande concentração de álcool 

em sua composição. Logo, o setor sucroalcooleiro se tornou bastante dependente das 

políticas de produção e de precificação da gasolina, o que geralmente não atende às suas 

necessidades. É importante enfatizar que hoje o setor passa por uma crise que poderá 

definir os rumos de suas atividades no país. A crise é causada pelo alto endividamento do 

setor sucroenergético, pelos efeitos de fenômenos climáticos nas últimas safras e uma alta 

do preço internacional do açúcar que desloca uma boa parte da produção de etanol 

(Notícias Agrícolas, 2016). Assim sendo, as biomassas residuais de composição 

lignocelulósica ganharam um status prioritário no desenvolvimento de tecnologias 

alternativas, já que são as fontes de carboidratos mais abundantes na natureza. Um fato 

que corrobora esta decisão é que somente no Brasil, os principais setores da agricultura 

geram, aproximadamente, 350 milhões de toneladas destas biomassas, sendo que destas 

cerca de 20% se encontram disponíveis para utilização (CGGE, 2010).  

Outro fato é que estas biomassas são geralmente resíduos subutilizados pela 

indústria. Pesquisas acadêmicas demonstram um enorme potencial para aplicação em 
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diversos campos e a esta amplitude de possibilidades, convencionou-se chamar de 

Biorrefinaria, cujo conceito busca pela construção de sistemas integrados para a produção 

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

Os açúcares oriundos de resíduos lignocelulósicos abrem possibilidades importantes 

para o segmento industrial, não só para produção de biocombustíveis como também para 

suprir o setor químico industrial. 

O Brasil é um país privilegiado, com abundantes e diversificadas biomassas 

lignocelulósicas, como os já citados bagaço e palha de cana-de-açúcar (Saccharum 

officinarum), além de eucalipto (Eucalyptus sp.), resíduos de arroz (Oryza sp.), capim 

(Pennisetum purpureum), sorgo (Sorghum bicolor), dentre outros. A riqueza destas 

biomassas está em possuir entre 50 e 80% do conteúdo seco constituído de açúcares que 

podem ser fermentados por diversos microrganismos.  

Nas últimas décadas, observa-se um aumento da produção de produtos por 

microrganismos visando a obtenção de moléculas de alto valor no mercado e, 

paralelamente, a busca de substratos baratos e ambientalmente amigáveis que possam 

viabilizar o processo biotecnológico. Neste contexto, fermentações tradicionais como a 

produção de acetona, butanol e etanol, chamada de fermentação ABE, voltam ao mercado, 

agregando novas tecnologias de engenharias de bioprocessos, genética e metabólica 

(NEXANT, 2013). 

O butanol é o principal metabólito proveniente da fermentação ABE produzido 

pelas bactérias do gênero Clostridium, seguido de acetona e etanol. A literatura apresenta 

vários estudos fermentativos baseados em microrganismos selvagens ou modificados 

geneticamente para a obtenção de acetona, butanol e etanol. A produção de butanol 

através do processo fermentativo com estirpes de Clostridium apresenta valores de 

concentração deste bioproduto que variam de 0,002 a 18 g/L, utilizando-se diferentes 

matérias primas lignocelulósicas, sacaríneas e amiláceas, além de glicerina, biomassa de 

algas e gás de síntese (syngas) (Jang et al., 2012; Dürre, 2011). As maiores concentrações 

de butanol encontradas são provenientes de matérias primas lignocelulósicas 

destoxificadas, ou seja, que após o pré-tratamento, são submetidas a processos de 

remoção dos inibidores como 5-HMF (5-hidroximetilfurfural), furfural e ácidos fenólicos. 

(Jang et al., 2012). 
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O aproveitamento dos açúcares dos resíduos lignocelulósicos para a obtenção de 

butanol e consequentemente acetona e etanol pela fermentação 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 composição do 

meio de cultivo para crescimento e fermentação, alternativas para recuperação do produto 

e aumento da produtividade do processo, haja visto que os produtos gerados são em 

concentrações muito baixas. 

 O presente trabalho visa estudar o processo fermentativo ABE para produção de 

butanol a partir de hidrolisados de bagaço de cana-de-açúcar (ricos em açúcares glicose e 

xilose e em presença de inibidores como furfurais e polifenóis) 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 

aplicação biotecnológica industrial deste processo. 

 Para proporcionar uma exposição mais ordenada, o presente trabalho foi dividido 

em mais cinco capítulos, além desta apresentação do tema da tese. O Capítulo 2 apresenta 

a revisão bibliográfica que consta do conhecimento da estrutura da biomassa utilizada, os 

processos de fracionamento do material lignocelulósico para a obtenção dos açúcares, o 

histórico e as propriedades da fermentação ABE, bem como a abordagem do uso da 

pervaporação para a recuperação dos produtos. Em seguida, são apresentadas as 

propriedades e aplicações do butanol, as informações de mercado, bem como das rotas 

tecnológicas utilizadas no mundo para a produção e recuperação do produto. Este capítulo 

termina com uma estimativa do potencial da produção brasileira de butanol a partir de 

bagaço de cana-de-açúcar e ordem de grandeza do volume financeiro associado. 

 O Capítulo 3 apresenta a justificativa, o objetivo geral e os objetivos específicos 

deste trabalho, enquanto que no Capítulo 4 são descritos os materiais e as metodologias 

empregadas. 

 No Capítulo 5 estão apresentados os resultados dos ensaios experimentais, bem 

como as discussões referentes, comparando-os com os apresentados na literatura. As 

conclusões e um conjunto de sugestões para a continuação do trabalho estão descritos no 

Capítulo 6. 
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Capítulo 2 
 

 

Revisão Bibliográfica 
 

Neste capítulo é apresentada a composição da estrutura dos materiais 

lignocelulósicos e as diferentes formas de fracionamento da biomassa. Em seguida é 

descrito um breve histórico da fermentação ABE desde o seu surgimento até aos dias 

atuais, culminando na abordagem do conceito de Biorrefinaria. Posteriormente são 

discorridas as características da fermentação ABE do ponto de vista bioquímico e como um 

bioprocesso. Neste contexto, é também discutido o uso da pervaporação como técnica 

para a recuperação de produtos. 

As propriedades do butanol e suas aplicações no mercado, as principais rotas 

tecnológicas de produção, incluindo o mapeamento do consumo global do produto por 

continente são abordados a seguir. Também é citada a capacidade instalada das empresas 

produtoras no mundo, tanto pela rota petroquímica, quanto pela fermentativa, bem como 
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os investimentos em pesquisa e desenvolvimento para escalonamento do processo 

biotecnológico. 

No final é estimado o potencial de produção de biobutanol no Brasil, considerando 

o bagaço excedente da produção anual de cana-de-açúcar no país e a previsão do volume 

financeiro associado à produção. 

 

2.1. Estrutura da biomassa lignocelulósica 

 

A biomassa lignocelulósica é tipicamente um material vegetal não comestível, 

composto primariamente de celulose e hemicelulose. O terceiro maior componente é a 

lignina, um polímero fenólico que provê estrutura e firmeza à planta. Como exemplos de 

biomassa lignocelulósica podem ser citados palha de milho, palha de trigo, resíduos de 

madeira, capim, sorgo e bagaço de cana-de-açúcar, dentre outros. (Sluiter et al., 2010). 

Além dos compostos majoritários citados, a biomassa possui em menores proporções 

extrativos e materiais inorgânicos (Sjöström, 1993).  

Todos estes componentes formam uma mistura complexa e compacta, cujas 

características dependerão do tipo de material processado (Carvalho, 2007), bem como do 

vegetal de origem, da região de cultivo, idade e período 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 bagaço de cana-de-açúcar, biomassa utilizada neste trabalho. 

 

Tabela 1: Composição química aproximada do bagaço de cana-de-açúcar. 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 bagaço de cana-de-açúcar é composto de 50 a 80% de 

carboidratos (celulose mais hemicelulose), caracterizando-se como uma fonte para 

produção de biocombustíveis (como etanol e butanol por exemplo), produtos químicos 

verdes e energia (Sluiter et al., 2010), sendo o conhecimento da estrutura fundamental 

para a aplicação da estratégia correta de fracionamento da biomassa para o 

aproveitamento dos açúcares, com foco na produção do produto de interesse. 

 

2.1.1. Celulose 

 

A celulose é um homo polissacarídeo linear formado por unidades de β-glicose, 

unidas por ligações glicosídicas do tipo β-1,4. Sua estrutura apresenta entre 8.000 e 14.000 

unidades de glicose, apresentando uma massa molecular aproximada de 2,3 milhões de 

unidades de massa atômica (Shleser, 1994). Além disso, as moléculas formam entre si 

ligações de hidrogênio intramoleculares e intermoleculares.  

As cadeias de celulose agregam-se para a formação das fibrilas, que apresentam 

áreas cristalinas e amorfas. A dificuldade de rompimento da estrutura celulósica está 

relacionada à distribuição e configuração destas duas áreas, bem como a sua associação 

com outros polímeros que a protegem, tais como a lignina e a hemicelulose, bem como 

compostos inorgânicos. As diferentes formas da celulose (cristalina e amorfa) também são 

definidas como glucana (Gomes, 2009). 

 

2.1.2. Hemicelulose 
 

 A hemicelulose é uma estrutura de carboidrato complexa que consiste de 

diferentes polímeros de pentoses como xilose (xilana) e arabinose (arabinana), de hexoses 

como manose (manana), glicose (glucana) e galactose (galactana), além de ácidos urônicos 

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

 O componente predominante da hemicelulose de hardwoods (angiospermas) é a 

xilana, enquanto que softwoods (gimnospermas) têm predominância de glucomananas. A 

hemicelulose tem uma massa molecular menor do que a celulose e ramificações com 
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cadeias laterais curtas que consistem de diferentes açúcares que são mais fáceis de 

hidrolisar. A hemicelulose serve como conexão entre a lignina e as fibras de celulose e 

torna o conjunto celulose-hemicelulose-lignina mais rígido (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. É um heteropolímero amorfo que consiste de três diferentes unidades básicas de 

alcoóis aromáticos, os chamados monolignóis (Figura 1). São eles: álcool p-cumarílico, 

álcool coniferílico e álcool sinapílico (Buranov & Mazza, 2008). 

 

 

Figura 1: Unidades de monolignóis de lignina. 1: álcool p-cumarílico; 2: álcool coniferílico; 3: álcool 
sinapílico. Fonte: Buranov & Mazza (2008). 

 

 A polimerização oxidativa destes álcoois precursores dá origem a subunidades 

chamadas p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente. Durante o processo 

de lignificação, estes monolignóis produzem uma estrutura amorfa tridimensional de 

lignina por meio de vários tipos de ligações intermoleculares e que não são ordenadas e 

repetitivas como ocorre na celulose. Este processo de biossíntese consiste de vários 

acoplamentos de radicais, de maneira que cada espécie de planta possui uma estrutura de 

lignina específica (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 ácido 

coniferílico (tipo G). Ligninas de gramas e materiais herbáceos contêm resíduos dos três 

precursores citados (ligninas tipo HGS). O bagaço de cana-de-açúcar, classificado como 

non-wood (Saijonkari-Pahkala, 2001), é reportado como possuindo lignina do tipo HGS, 

com predominância de unidades de p-hidroxifenil (H) (Ruggiero et al., 2006; Hoareau et al., 

2004). 

 A lignina está sempre associada a carboidratos, principalmente à hemicelulose, via 

ligações covalentes. Em materiais como bagaço de cana-de-açúcar, os ácidos 

hidroxicinâmicos (ácido ferúlico e ácido p-cumárico) fazem a ligação entre a lignina e a 

hemicelulose por meio de ligações éster e éter, formando os complexos de 

lignina/fenólicos-carboidrato, como pode ser observado na Figura 2 (Buranov & Mazza, 

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

 As principais funções da lignina são: dar sustentação à planta, conferir 

impermeabilidade e oferecer resistência contra os ataques microbianos e stress oxidativo. 

O complexo amorfo também é insolúvel em água. Tudo isso torna a degradação da lignina 

muito difícil. 

 

 

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

Além da celulose, hemicelulose e lignina, há outros componentes no material 

lignocelulósico, tais como extrativos e cinzas. Os extrativos são substâncias que não fazem 

parte da estrutura química dos materiais lignocelulósicos, ou seja, estão adsorvidos nos 

interstícios da biomassa (Gomes, 2009). Parte dos extrativos são solúveis em água, como 

materiais inorgânicos provenientes do solo e/ou fertilizantes, alguns carboidratos não 

estruturais e também compostos nitrogenados, dentre outros. Outra parte dos extrativos é 

composta de substâncias hidrofóbicas, como clorofila, graxas, materiais resinosos e outros 

componentes minoritários (Sluiter et al., 2015). As cinzas são substâncias inorgânicas 

presentes na biomassa e podem ser de origem estrutural e não estrutural. As cinzas 

estruturais estão relacionadas aos materiais inorgânicos que são ligados à estrutura 

química da biomassa, enquanto que as não estruturais podem ser removidas por lavagem 

ou extração do material e são normalmente oriundas de solo remanescente no material 

lignocelulósico, ou seja, não fazem parte da composição química da fibra da biomassa 

(Sluiter et al., 2015). 

Foi realizado um interlaboratorial entre diversas instituições brasileiras (dentre elas 

o Centro de Pesquisas da empresa Petróleo Brasileiro S.A. – CENPES) e o Laboratório de 

Energias Renováveis dos EUA, o NREL (ver em Anexos). O objetivo foi o de avaliar a 

variabilidade dos resultados da análise composicional de bagaço de cana-de-açúcar entre 

as instituições que utilizaram metodologias analíticas semelhantes. Houve pouca variação 

nos resultados gerados das réplicas analíticas dentro das instituições, mas a variabilidade 

nos resultados de composição foi maior quando se compararam os laboratórios. Retirando-

se os outliers, chegou-se a uma composição sumária, apresentada na Tabela 2 (Sluiter et 

al., 2016). 



 

32 

 

Tabela 2: Composição química de bagaço de cana-de-açúcar do interlaboratorial entre as 
instituições brasileiras e o NREL. Fonte: Sluiter et al. (2016). 

 

 

 

 

 

 

 

Em 2014 o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia), em 

parceria com IBP (Instituto Brasileiro de Petróleo) convidou algumas instituições como o 

CENPES, CTBE (Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol), CTC (Centro de 

Tecnologia Canavieira), IPEN (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares) e EMBRAPA 

(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária), para participarem da elaboração de uma 

norma ABNT de análise composicional de bagaço de cana-de-açúcar, que foi publicada em 

10 de outubro de 2016, com o título: ABNT NBR 16550 – Bagaço de cana-de-açúcar – 

Caracterização química. Com base nesta norma possibilitou-se a determinação dos 

componentes do bagaço visando estabelecer os rendimentos dos processos de 

fracionamento da biomassa (ABNT, 2016). 

 

2.2. Processos de fracionamento da biomassa lignocelulósica 

 

 Existem vários processos de fracionamento da biomassa para a obtenção dos 

carboidratos, sendo imprescindível a realização de pré-tratamento seguido de hidrólise 

enzimática (Gomes, 2009). O principal objetivo do pré-tratamento é aumentar a 

acessibilidade da enzima para a etapa posterior de hidrólise enzimática. Há barreiras 

químicas e físicas causadas pela associação entre os principais componentes da biomassa e 

que impedem a hidrólise da celulose e hemicelulose a açúcares fermentáveis. Cada tipo de 

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

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 ± 2,9 
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com a configuração escolhida, levando em consideração as etapas posteriores de hidrólise 

enzimática e fermentação (Alvira et al., 2010). 

 

2.2.1. Tipos de pré-tratamento da biomassa 
 

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

lignocelulósicos para obtenção de biocombustível de segunda geração, em especial o 

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

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

lignocelulósica quanto às vantagens e desvantagens de aplicação. 

 

Tabela 3: Características dos diferentes pré-tratamentos aplicados em materiais lignocelulósicos. 
Fonte: Alvira et al. (2010). 

 
Métodos de  

pré-tratamento 
Vantagens Desvantagens 

Biológico 
� Degrada lignina e hemicelulose 
� Baixo consumo de energia 

� Baixa taxa de hidrólise 

Moagem � Reduz a cristalinidade da celulose � Alto consumo de energia 

Explosão a vapor 
� Causa transformação da lignina 
� Causa solubilização da hemicelulose 
� Baixo custo 

� Geração de compostos tóxicos 
� Degradação parcial da lignina 

AFEX 

� Maior rendimento em glicose e 
hemicelulose em duas etapas 

� Aumenta a área superficial acessível 
� Baixa formação de inibidores 

� Ineficiente para biomassa com alto teor 
de lignina 

� Alto custo devido à grande quantidade de 
amônia 

Explosão com 
CO2 

� Aumenta a área superficial acessível 
� Baixo custo 
� Não gera compostos tóxicos 

� Não afeta a lignina e nem hemiceluloses 
� Requer altas pressões de trabalho 

Oxidação a 
úmido 

� Remoção eficiente de lignina 
� Baixa formação de inibidores 
� Minimiza a demanda energética (processo 

exotérmico) 

� Alto custo de oxigênio e catalisador 
alcalino 

Ozonólise 
� Reduz o conteúdo de lignina 
� Não gera compostos tóxicos 

� Alto custo devido à grande quantidade de 
ozônio demandada 

Organosolv 
� Causa hidrólise da lignina e hemicelulose 

� Alto custo 
� Os solventes devem ser drenados e 

reciclados 

Ácido 
concentrado 

� Alto rendimento em glicose 
� Temperatura ambiente 

� Alto custo de ácido e necessidade de 
recuperação do mesmo 

� Problemas de corrosão no reator 
� Formação de inibidores 

Ácido diluído ou 
autohidrólise 

� Menos problemas de corrosão do que com 
ácido concentrado 

� Menos formação de inibidores 

� Geração de produtos de degradação 
� Baixa concentração de açúcares na 

corrente de saída 
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Apesar de ter algumas desvantagens como a geração de produtos de degradação e 

apresentar baixas concentrações de açúcares na corrente de saída, o pré-tratamento com 

ácido diluído é o que aparece como mais favorável para aplicação industrial, pois utiliza 

condições operacionais mais brandas e vem sendo utilizado em estudos para uma ampla 

quantidade de materiais lignocelulósicos, com diferentes tipos de reatores (Alvira et al., 

2010; Taherzadeh and Karimi, 2008). 

O CENPES, em parceria com a Escola de Química da UFRJ, depositou em 30 de 

novembro de 2016 uma patente denominada “Processo de produção de etanol a partir do 

hidrolisado da fração hemicelulósica do bagaço de cana-de-açúcar em reator do tipo 

prensa”, de número PI 0605017-4, que posteriormente foi depositada e publicada em 

diversos outros países, como Argentina, Colômbia, Venezuela, Japão, Canadá, Dinamarca, 

Suécia, Reino Unido, Índia, China e Estados Unidos, entre os anos de 2007 a 2009. No 

documento da patente são registradas as condições de pré-tratamento com ácido diluído 

que foram semelhantes às utilizadas neste trabalho. 

 

2.2.2. Hidrólise enzimática 
 

 A hidrólise enzimática ou sacarificação é aplicada na biomassa pré-tratada com 

objetivo de obtenção de açúcares fermentáveis das frações celulósica e hemicelulósica 

remanescentes. Nesta etapa ocorre a ação de enzimas celulolíticas ou celulases de alta 

especificidade em três etapas básicas: a primeira é a adsorção das celulases na superfície 

da celulose, a segunda é a biodespolimerização da celulose a açúcares fermentáveis e, ao 

final, a terceira é a dessorção das enzimas (Gomes, 2009). Para diminuir o efeito de 

adsorção improdutiva das enzimas à estrutura da lignina residual na biomassa pré-tratada, 

o que interfere de forma negativa no mecanismo da catálise enzimática, Gomes utilizou 

polietilenoglicol (PEG) em quantidades de 5 e 10% em relação à massa seca de bagaço pré-

tratado, obtendo um aumento na conversão dos açúcares de 40% com a utilização do 

polímero como tensoativo (Gomes, 2009). 

 A segunda etapa é realizada pela ação sinérgica de, pelo menos, três tipos de 

enzimas: endoglucanases, exoglucanases e β-glucosidase. Na Tabela 4 são apresentadas as 

enzimas e suas formas de atuação no material celulósico. 
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Tabela 4: Enzimas celulolíticas e modo de atuação das mesmas em um sistema cooperativo na 
degradação da celulose. Fonte: Barcelos (2011). 

Classe Enzima Atuação 

Endoglucanases 

 
Endo-1,4-D-

glucanohidrolase, ou EC 
3.2.1.4 

 

Atuam nas regiões de baixa cristalinidade na fibra celulósica, 
criando cadeias com extremidades livres. 

Exoglucanases ou 
Celobiohidrolases 

 
1,4-β-D-glucano 

celobiohidrolase ou EC 
3.2.1.91 

 

Ligam-se nas extremidades das cadeias e geram 
principalmente glicose e celobiose. 

β-Glucosidases 
 

EC 3.2.1.21 
 

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

 

A empresa Novozymes, uma das maiores produtoras de enzimas celulásicas do 

mundo, tem sua matriz localizada na Dinamarca e é líder mundial na produção 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 fábrica, sob a razão 

social Novozymes Latin America Ltda, em Araucária, na região metropolitana de Curitiba, 

Paraná, que engloba os setores de produção, comercialização e vendas das enzimas. 

O principal mercado da empresa corresponde às 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 produção de etanol celulósico (Novozymes, 2016). Trata-se de um 

preparado enzimático contendo, além de celulases, hemicelulases e enzimas acessórias. As 

enzimas acessórias podem aumentar ainda mais o desempenho do coquetel enzimático, 

tais como LPMO, swolenina e CBM. As LPMO (mono-oxigenases líticas de polissacarídeos) 

atuam nas cadeias de celulose mais recalcitrantes, possibilitando a formação de novos 

terminais para as celobiohidrolases e têm ação oxidativa e não hidrolítica (Vaaje-Kolstad et 

al., 2010, Hu et al., 2014). As swoleninas provocam um “inchaço” nas fibras, sem liberação 

de açúcares redutores. São proteínas não hidrolíticas, mas indutoras de amorfogênese, 

atuando as redes de ligações de hidrogênio de polissacarídeos (Saloheimo et al., 2002, 

Arantes et al., 2011, Cosgrove, 2000). O módulo de ligação ao carboidrato, CBM (do inglês 

carbohydrate-binding module) tem a principal função orientar e ligar o sítio catalítico da 
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enzima ao carboidrato e aumentar a concentração da mesma na superfície do substrato 

(Kim et al., 2014). 

 O CENPES, em parceria com a UFRJ – Escola de Química, desenvolveu um processo 

de obtenção de açúcares a partir de materiais lignocelulósicos, depositando uma patente 

em 18 de outubro de 2010 com o título: “Processo de obtenção de correntes com elevada 

concentração de açúcares fermentescíveis a partir de materiais lignocelulósicos” no Brasil 

com o número BR 11 2013 006178-2 e no “World Intellectual Property Organization” com o 

número PCT/BR2010/000334.  

 Todos os procedimentos para a geração de correntes de hidrolisados contendo os 

açúcares do bagaço de cana-de-açúcar usados neste trabalho foram baseados nas 

propriedades intelectuais citadas e foi utilizado o preparado enzimático Cellic®CTec 3 para 

a sacarificação do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado. 

 Durante as etapas de pré-tratamento e hidrólise enzimática da biomassa, além dos 

polissacarídeos serem hidrolisados a açúcares solúveis no meio, alguns produtos de 

degradação dos açúcares, os chamados furanos (5-HMF e furfural), também são formados 

em função do grau de severidade do pré-tratamento (Gomes,2009). As reações que 

ocorrem para a geração destes compostos são apresentadas na Figura 3. 

 Além disso, compostos fenólicos, os chamados polifenóis, também são liberados 

durante esta etapa. Estes últimos são provenientes da lignina, que possui uma fração 

ácido-solúvel (Sluiter et al., 2015). Em materiais como bagaço de cana-de- açúcar, 

conforme já mencionado, ácido ferúlico e ácido p-cumárico (Figura 4) estão presentes e 

são os compostos fenólicos majoritários liberados em solução (Buranov et al., 2008). 
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Figura 3: Reações entre os carboidratos (xilose e glicose) e o ácido presente na etapa de pré-
tratamento do bagaço, com geração dos furanos. (A) Formação de Furfural pela desidratação da 

xilose. (B) Formação de 5-HMF pela desidratação da glicose. Fonte: Gomes (2009). 

 

 

Figura 4: Estruturas químicas dos compostos fenólicos, ácido ferúlico e ácido p-cumárico, presentes 
na lignina do bagaço de cana-de-açúcar. Fonte: PubChem (2019). 

 

Portanto, é imprescindível monitorar estes compostos para tentar entender os 

problemas de inibição ocorridos no processo de produção de butanol através da 

fermentação ABE, causados pela presença significante destas substâncias no meio 

(Gomes,2009). 
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2.3. Histórico da fermentação ABE: da descoberta à Biorrefinaria 

 

A rota mais antiga de produção de butanol envolve tecnologia fermentativa, 

denominada ABE (Acetona, Butanol e Etanol), descoberta por Pasteur em 1862. Por mais 

que esta fermentação fosse registrada na época, o interesse científico só foi desencadeado 

no início do século XX, devido à necessidade de produção de borracha sintética. Nesta 

época, Chaim Weizmann desenvolveu suas pesquisas e patenteou em 1915 o processo 

fermentativo, com um inóculo capaz de fermentar amido para produzir acetona e butanol. 

A principal espécie bacteriana do inóculo foi Clostridium acetobutylicum e a produção dos 

solventes em escala industrial foi realizada em plantas de produção fermentativa de etanol 

a partir de 1916 (Sauer, 2016). 

A eclosão da Primeira Guerra Mundial (1914 a 1918) levou a uma alta demanda de 

acetona para a produção de explosivos à base de nitrocelulose sem emissão de fumaça, 

conhecido como cordite (Kumar et al., 2011), deslocando o interesse do butanol, 

considerado à época como sub-produto. Durante a guerra, houve um acúmulo de butanol 

e após a mesma, o produto tornou-se importante comercialmente, principalmente para a 

fabricação de tintas automotivas, devido ao aumento da demanda pela expansão da 

indústria automobilística. O amido foi originalmente a fonte de carbono para a 

fermentação. No entanto, o melaço tornou-se uma fonte mais barata e disponível em 

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

Durante a Segunda Guerra Mundial (1939 a 1945) a demanda novamente reverteu 

para a produção de acetona, mas após este período a importância do processo microbiano 

declinou rapidamente. Uma das fortes razões foi a entrada da Petroquímica no cenário 

mundial. Esta indústria ganhou escala e importância, sendo a produção de solventes a 

partir do petróleo muito barata. Outro fato significativo foi o melaço, que passou a ser 

muito demandado para alimentação de gado, levando a um aumento significativo no preço 

do substrato (Sauer, 2016).  

A produção via fermentação ABE teve um declínio, mas continuou existindo e se 

desenvolvendo na China e África 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 

episódio ocorreu em 2004, quando a última planta convencional ABE fechou as portas. 
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Desde a década de 90, com o contínuo aumento do custo do petróleo, pesquisadores 

investigaram possíveis melhorias na rota fermentativa ABE, através do emprego das 

técnicas de engenharia genética, reatores fermentativos mais produtivos e novas técnicas 

de recuperação do solvente do meio fermentativo. Novas cepas de bactérias do gênero 

Clostridium demonstraram eficiência na conversão de amido em acetona e butanol.  

A fermentação ABE tradicional atingiu produção muito significativa na China com 30 

plantas e 170.000 ton de produção anual. Durante os anos de 1990, contudo, foi levada ao 

declínio devido à concorrência com a rota petroquímica. O país iniciou uma nova rodada de 

pesquisa sobre fermentação em processos contínuos 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 construção de várias plantas e, 

devido à crise econômica a partir de 2009, o processo ABE não se tornou econômico e a 

capacidade remanescente chinesa de produção novamente entrou em declínio. Das onze 

plantas em operação na China em 2008 apenas três continuaram operacionais em 2010 

(Nexant, 2013). 

Atualmente, a fermentação ABE tem ganhado bastante interesse novamente, 

devido às questões de sustentabilidade, ou seja, a necessidade de substituir as fontes 

fósseis por renováveis, diminuir as pegadas de carbono e evitar o uso de substância tóxicas 

o quanto possível (Jenkins et al., 2013; Lu et al., 2013). Estes aspectos reforçam a aplicação 

do conceito de Biorrefinaria, cujo fundamento é semelhante ao que representa a refinaria 

de petróleo e contradiz o raciocínio de sobreposição de cadeias de produção, que 

pressupõe a separação total de áreas. O conceito de Biorrefinaria busca pela construção de 

sistemas integrados para a produção de compostos químicos, alimentos e energia (CGEE, 

2010) com utilização de material biológico em oposição ao petróleo e outras fontes fósseis. 

A Figura 5 ilustra de maneira geral o conceito de produção de químicos em Biorrefinarias.  

Nas Biorrefinarias, uma fonte renovável, que pode ser biomassa ou resíduo, é 

convertida a uma corrente de substrato favorável à conversão microbiana. Em seguida, o 

substrato é convertido ao produto escolhido, através de um bioprocesso, que passa 

posteriormente por uma etapa de purificação, antes de se transformar em produto de 

mercado (Sauer, 2016). Mesmo que o bioprocesso seja a parte central da Biorrefinaria, o 

preço dos químicos ou combustíveis produzidos é o que decidirá o sucesso ou fracasso da 
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rota escolhida. Neste contexto, os custos relacionados à obtenção dos substratos e à 

purificação dos produtos são essenciais para a viabilização econômica do processo. Assim, 

esforços para a melhoria não apenas no processo fermentativo, mas em todas as etapas da 

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

 

 

Figura 5: Representação esquemática de obtenção microbiana de produtos químicos a partir de 
fontes renováveis, dentro do conceito de Biorrefinaria. Fonte: Sauer (2016). 

 

2.4. Fermentação ABE  

 

O butanol é o principal metabólito proveniente do processo de fermentação 

acetona/butanol/etanol (ABE) produzido pelas bactérias do gênero Clostridium por 

conversão de carboidratos, tanto hexoses quanto pentoses (Jang et al., 2012) e cuja rota 

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

O processo fermentativo ocorre em duas etapas: a primeira é a fase acidogênica, 

onde o substrato adicionado ao meio (carboidrato) é consumido pelo microrganismo para 

produção de ácidos orgânicos, tais como ácidos acético, butírico e lático. Nesta fase, o pH 

tende a cair para valores entre 4 e 5. Em seguida, as células bacterianas se utilizam dos 

ácidos gerados para a produção do butanol, acetona e etanol, em uma fase conhecida 

como solventogênica. Nesta etapa, acetato e butirato são reassimilados para a formação 

de seus correspondentes “derivados CoA” por enzimas transferases. Butiril-CoA converte o 

butirato a butiraldeído e, finalmente a butanol, enquanto que Acetoacetil-CoA a acetona e 

Acetil-CoA a etanol (Ndaba et al., 2015). 
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Figura 6: Diagrama esquemático simplificado da rota metabólica de Clostridium sp. para conversão 
de açúcares a acetona, etanol e butanol. Fonte: Kumar et al. (2011). 

 

 O período de cada etapa varia de acordo com a espécie do microrganismo 

empregado no bioprocesso e a proporção usual molar entre butanol, acetona e etanol é de 

6:3:1 (Jones et al., 1986). Nesta etapa ocorre também a formação de CO2 e H2.  

 De acordo com Van Der Merwe (2010), considerando a conversão total de glicose 

em acetona, butanol, etanol, CO2 e H2, pode-se definir a equação estequiométrica a seguir 

e calcular teoricamente a relação entre a glicose consumida e a quantidade total de 

solventes formada, que é o rendimento teórico. Assim, para cada 1g de glicose pode-se 

produzir no máximo 0,415 g de solventes. 

 

3 C6H12O6 + H2O � C3H6O + C4H10O + 2 C2H6O + 7 CO2 + H2O + 4 H2 

           GLICOSE             ETANOL       BUTANOL          ACETONA 

 

 O mesmo raciocínio é válido para xilose. Nesse caso, para cada 1g de xilose pode-

se produzir no máximo 0,405 g de solventes. 

 

C5H10O5 + H2O � C3H6O + 0,83 C4H10O + 5 C2H6O + 8,67 CO2 + 0,83 H2O + 3 H2 

                        XILOSE                   ETANOL    BUTANOL        ACETONA 
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 A literatura apresenta vários estudos de fermentação baseados em 

microrganismos naturalmente ocorrentes ou geneticamente modificados para obter esses 

produtos químicos. A seguir são apresentados alguns deles. 

 Al Shorgani e colaboradores realizaram fermentações em batelada e em modo 

contínuo com hidrolisado de farelo de arroz desidratado, pré-tratado com ácido diluído, 

para a produção de butanol. O pré-tratamento da biomassa com ácido sulfúrico diluído a 

1% (v/v) resultou na produção de hidrolisado com 42,2 g/L de açúcares totais (25,6 g/L de 

glicose, 15,1 g/L de xilose e 1,5 g/L de celobiose). A concentração máxima de solventes 

alcançada foi de 11,2 g/L, sendo a produção 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-1. 

Para isso foi realizada previamente uma etapa de destoxificação do hidrolisado com carvão 

ativado para remover inibidores da fermentação, como o furfural, 5-HMF, ácido acético, 

ácido fórmico e ácido levulínico. 

 Hidrolisados de fibras de milho, talos de algodão, cascas de soja e bagaço de 

cana-de-açúcar obtidos a partir de pré-tratamento com ácido diluído e hidrólise enzimática 

foram submetidos à fermentação acetobutílica sem uma etapa anterior de destoxificação. 

A maior concentração de butanol obtida foi de 15,6 g/L, com um rendimento 

correspondente de 0,31 g.g-1 e produtividade de 0,31 g/L.h pela fermentação do 

hidrolisado de talos de algodão utilizando Clostridium tyrobutyricum imobilizado e 

geneticamente modificado. Esses valores são os mais altos relatados na literatura para uma 

matéria-prima lignocelulósica. 

 Liao et al. compararam os diferentes desempenhos de bactérias naturalmente 

ocorrentes e geneticamente modificadas de Clostridium acetobutylicum. Os autores 

utilizaram hidrolisado de palha de soja, que foi pré-tratada com ácido diluído e hidrolisada 

enzimaticamente. Os níveis iniciais de glicose e xilose foram de 50 e 15 g/L, 

respectivamente. As concentrações de butanol foram de 8 g/L com a cepa geneticamente 

modificada, atingindo produtividade volumétrica máxima e rendimento de butanol de 0,11 

g/L.h e 0,14 g.g-1, respectivamente. O hidrolisado não foi destoxificado e a cepa modificada 

apresentou o dobro da produtividade quando comparada à da cepa silvestre. 

 Magalhães et al. utilizaram hidrolisado de bagaço de cana de açúcar para produzir 

solventes por Clostridium saccharoperbutilacetonicum DSM 14923. Os autores reportaram 



 

43 

 

a produção 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-1 e 0,30 g/L.h, 

respectivamente. O hidrolisado não 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 produção de butanol por Clostridium 

acetobutylicum naturalmente ocorrente. A fermentabilidade do hidrolisado só foi possível 

após o procedimento de destoxificação com carvão ativado, gerando 11 g/L de butanol e 

uma concentração total de solventes ABE de 17 g/L. Os autores obtiveram para butanol um 

rendimento de 0,20 g.g-1 e uma produtividade volumétrica de 0,15 g/L.h. 

Em outro estudo, o bagaço de cana foi pré-tratado com solução alcalina e em 

seguida hidrolisado enzimaticamente. O hidrolisado foi utilizado para produzir butanol por 

Clostridium acetobutylicum em batelada. Às 60 h, 14,2 e 21,0 g/L de butanol e solventes 

ABE foram produzidos, a partir de 68,9 g/L de açúcares totais, com rendimentos de 0,22 e 

0,33 g.g-1, 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 fermentação acetobutílica pode-se utilizar fontes renováveis e sustentáveis, 

especialmente materiais lignocelulósicos, conforme os exemplos já citados. Já a escolha do 

microrganismo que utilize estes substratos deve ser com base na capacidade de o mesmo 

utilizar tanto glicose como xilose para a produção de butanol. Com base nisso foram 

testadas várias espécies do gênero Clostridium com os dois açúcares para se obter a que 

possui maior eficiência. 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 concentrações (Bramono et al., 2011). 

Várias empresas estão atualmente focando na produção de biobutanol e isto 

demonstra a importância que vem tomando a utilização de materiais lignocelulósicos 

para a produção de moléculas de interesse comercial, dentro do conceito de 

Biorrefinaria apresentado. No Brasil, a maior quantidade de material lignocelulósico 

produzido na agroindústria é o bagaço proveniente da cana-de-açúcar, o que significa 

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

necessárias que o microrganismo necessita para a produção em si. 

 

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

Microrganismo 
Produção final de butanol (g/L) 

em função do substrato 

Clostridium acetobutylicum 
Glicose: 14,5 

Xilose: 9,1 

Clostridium saccharobutylicum 
Glicose: 11,7 

Xilose: 8,7 

Clostridium butylicum 
Glicose: 14,3 

Xilose: 5,1 

Clostridium butyricum 
Glicose: 7,1 
Xilose: 7,4 

Clostridium beijerinckii 
Glicose: 12,7 

Xilose: - 

 

Várias tentativas têm sido estudadas para contornar esta situação e obter maiores 

produtividades, tais como: modificação genética dos microrganismos, aplicação de 

processos de purificação do produto final (downstream) para removê-lo durante a fase de 

produção, uso de células imobilizadas, dentre outros. 

Deve-se ter muita atenção com os tipos de tratamentos dados ao material 

lignocelulósico para a geração de açúcares que servirão como substrato para o 

microrganismo. O controle dos inibidores como furfural, 5-hidroximetilfurfural, ácido 

acético e compostos fenólicos, gerados durante estas etapas, é de fundamental 

importância para a viabilidade do processo. 

 

2.5. Propriedades e aplicações do butanol 

 

A Tabela 6 apresenta as propriedades da molécula de butanol. O n-butanol é um 

álcool primário constituído de quatro átomos de carbono, possui menor densidade que a 

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

Sua pressão de vapor é baixa, propriedade interessante para as transferências do 

produto quanto às perdas por volatilidade. Como combustível, o butanol possui 
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propriedades superiores, se comparado ao etanol e à gasolina, tais como reduzida ação 

corrosiva, menor solubilidade em água e menor volatilidade. 

 

Tabela 6: Propriedades físico-químicas do butanol. Fonte: PubChem (2019). 

Fórmula molecular C4H10O 

Fórmula estrutural 

 

Densidade 0,81 g/mL 

Ponto de ebulição 118°C 

Ponto de fusão -88,6°C 

Ponto de fulgor 37°C 

Massa molecular 74,1216 g/mol 

Solubilidade em água Moderadamente solúvel (68g/L a 25°C) 

Pressão de vapor 7,0 mm Hg a 25°C 

Viscosidade 2,544 cP (a 25°C) 

Outros nomes 1-butanol, butan-1-ol, butanol, álcool butírico, álcool n-butílico 

 

A Tabela 7 apresenta algumas propriedades que caracterizam o butanol como 

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

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

de combustão (Fournier et al., 2016). 

 

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

Combustíveis/Propriedades Etanol Butanol Gasolina 

Poder calorífico inferior (MJ/Kg) 26,9 33,9 42,7 

Entalpia de vaporização (KJ/Kg) 873,9 669,1 380-500 

Temperatura de autoignição (°C) 423 343 ~300 

Razão estequiométrica ar/combustível 9 11,1 14,7 

Pressão de vapor a 37,8 °C (KPa) 15,9 2,2 62 

Conteúdo de carbono (% m/m) 52,2 64,8 86 
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O butanol também pode ser utilizado como precursor da produção de ésteres 

acrílicos, glicol ésteres, acetato de butila, aminas butílicas e amino resinas. Outros usos do 

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

 

• Solvente para corantes, tintas de impressão, tintas de parede; 

• Fonte para produção de auxiliares de flotação, como xantana butílica; 

• Aplicação como extrator na produção de fármacos e substratos naturais como 

antibióticos, hormônios, vitaminas, alcalóides e cânfora; 

• Aditivo em substâncias polidoras e de limpeza, como removedores de mancha; 

• Solvente na indústria têxtil, como aditivo em fluidos de degelo; 

• Aditivo de gasolina (anti-degelo); 

• Fase móvel em cromatografia de papel e camada fina; 

• Umectante para nitrato de celulose. 

 

2.6. Uso da pervaporação para recuperação dos solventes 

 

Até pouco tempo, os processos biotecnológicos foram muitas vezes não priorizados 

por conta da obtenção de produtos com baixos rendimentos e dificuldades em sua 

recuperação, aumentando o custo final do processo. A etapa de downstream ou de 

purificação do produto é fundamental para viabilizar a rota biotecnológica industrialmente 

e tem como objetivo principal recuperar o produto desejado de forma eficiente, atendendo 

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

No caso dos meios fermentados, algumas características dificultam a recuperação 

dos bioprodutos, os quais normalmente estão presentes em baixas concentrações. Dentre 

as técnicas aplicadas para a recuperação e purificação de solventes em fermentação ABE 

estão: a destilação, a adsorção, o gas stripping e a pervaporação, cujas características são 

abordadas de forma resumida a seguir, conforme Pugazhendhi et al. (2019). 
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A destilação é um dos métodos mais tradicionais e amplamente aplicados, mas o 

fato de o ponto de ebulição do butanol (118°C) ser maior do que o da água e a sua 

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

A adsorção é uma técnica eficiente energeticamente e consiste em aplicar material 

adsorvente para a separação dos solventes e depois dessorvê-los por aumento de 

temperatura ou utilização de um deslocador, ou seja, uma substância que realize a 

dessorção dos solventes no material adsorvente. É considerada uma técnica simples, 

porém o rendimento é menor do que os outros métodos. Diferentes materiais adsorventes 

são utilizados, como silicatos, resinas, carvão e polivinil piridina. Embora sejam fáceis de 

usar, ainda há receios em sua utilização devido a possíveis incompatibilidades com a 

fermentação e possibilidades de contaminação. 

Com relação ao gas stripping, o meio fermentativo é introduzido para uma coluna 

em contra-corrente a um gás para se alcançar a separação dos componentes voláteis de 

forma seletiva. No entanto, uma grande desvantagem desta técnica é a produção excessiva 

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

A pervaporação (PV) é um método adequado para a remoção de produtos voláteis 

de forma seletiva e contínua do meio de fermentação. Esta técnica compreende duas 

etapas: permeação do componente através de uma membrana por aplicação de vácuo e a 

passagem do mesmo para a fase vapor. Entre as vantagens do uso de membranas, 

destacam-se as condições brandas de operação sem alteração das condições do 

bioprocesso, assim como a remoção contínua de solventes no meio, que são tóxicos para 

as células (Qureshi et al., 1999). 

Além das aplicações em separação e purificação de produtos, os processos de 

separação com membranas também vêm sendo utilizados com o objetivo de melhorar a 

eficiência dos processos bioquímicos com a remoção contínua de produtos metabólicos. 

Desta forma, a remoção contínua dos produtos mantém a suas concentrações em níveis 

mais baixos, evitando a inibição das rotas metabólicas. A grande vantagem desta nova 

concepção é que a produção e a separação ocorrem simultaneamente e, quando possível, 

em um mesmo equipamento. Além disso, as células ou os biocatalisadores são mantidos 

no sistema, pois a membrana é capaz de retê-los ou mesmo imobilizá-los em sua estrutura. 

O uso da pervaporação para a recuperação de butanol e acetona neste trabalho é uma 

inovação, não sendo encontrado na literatura aplicação semelhante. 
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2.7. Mercado e rotas tecnológicas de produção do butanol 

 

A seguir, são apresentados primeiramente os resultados da avaliação de mercado, 

considerando os primeiros anos deste trabalho (2014 a 2016) e que foram apresentados no 

Exame de Qualificação em abril de 2017. No final desta seção, são apresentados alguns 

dados mais recentes (2017 a 2019), haja vista que houve mudanças no âmbito global e que 

ocasionaram variações no cenário mundial. 

A maior demanda de butanol é dirigida para a produção de acrilato de butila, cuja 

participação no mercado global é de 38%, conforme apresentado na Figura 7. O mercado 

de acrilato de butila é destinado à produção de tintas de látex, esmaltes e lacas, usados na 

construção civil. Glicol ésteres, que correspondem a 16% de seu uso tem tendência a 

crescer de produção para atender ao mercado asiático. O acetato de butila, outro 

importante produto derivado do butanol (18%), apresentou crescimento de produção nos 

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

O uso direto do butanol como solvente é de 15% da produção global e as outras 

variadas aplicações correspondem a 13%, incluindo manufatura têxtil, modificadores de 

impacto para PVC rígido, plastificantes, resinas, butilaminas e como alternativa ao etanol 

como combustível. 

 

 

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 milhões de toneladas por 

ano, conforme ilustrado na Figura 8, com taxa de crescimento a partir do ano 2000 de 3,5% 

ao ano e com expectativa de 3,5 milhões de toneladas em 2015.  

O maior mercado de butanol atual está concentrado na Ásia, 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 está concentrada na Ásia, América do Norte e 

Europa Ocidental, sendo a expansão do setor mais intensa na Ásia. O crescimento da oferta 

na América do Norte tendeu à estabilização e na Europa Ocidental ocorreu a racionalização 

da capacidade (Nexant, 2013). 

 

 

Figura 8: Consumo global de butanol por região. Fonte: Nexant (2013). 

 

O processo dominante de produção de butanol é denominado Oxo, rota 

petroquímica, que surgiu durante a metade do século XX e produz os isômeros de butanol 

(butanol e isobutanol). O processo Oxo consiste na reação de hidroformilação, ou seja, 

reação de uma olefina, como por exemplo propileno, com monóxido de carbono e 

hidrogênio, gerando aldeídos (isobutiraldeído e n-butiraldeído) que sofrem posteriormente 

condensação aldólica e hidrogenação, ou apenas hidrogenação, para produzir os álcoois 

correspondentes (isobutanol e butanol). Esse processo é desenvolvido em três grandes 
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etapas: (1) Produção dos gases monóxido de carbono (CO) e hidrogênio (H2) a partir do gás 

natural; (2) Produção de aldeídos a partir da reação de propeno com os gases nas seções 

de reação oxo; e (3) Produção dos álcoois a partir dos aldeídos nas seções de hidrogenação 

(Tudor et al., 2007). 

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

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

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

(Nexant, 2013).  

 

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

Empresa Localização 
Capacidade 

(1000 ton/ano) 
Processo 

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 informação 

Texmark Texas, EUA 9 Oxo 

TOTAL NA AMÉRICA DO NORTE 1.122 ton/ano 

Oxochimie França 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 

DaqingPetrochemical 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 informação 

Sichuan Ptrochemical Sichuan, China 122 Oxo 

Various China 53 Sem informação 

Formosa Plastics Mailiao, Taiwan 250 Oxo 

Kyowa Yuka Mie, Japão 130 Oxo 

Mitsubishi Chemical Mizushima, Japão 95 Oxo 

Chisso Goi, Japão 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, Malásia 155 Oxo 

Optimal Chemicals Kerteh, Malásia 135 Oxo 

Andhra Petrochemicals Andhra Pradesh, Índia 70 Oxo 

TOTAL NA ÁSIA 1.815.103 ton/ano 
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O estudo apontou como os três maiores produtores globais de butanol as empresas 

BASF, Dow Chemical e Oxea, com fábricas nas três regiões (América do Norte, Europa 

Ocidental e Ásia), utilizando o processo Oxo. 

Mais recentemente no Brasil a BASF aportou o maior investimento da história da 

empresa na América do Sul: 500 milhões de euros. A unidade está instalada desde 2015 no 

Polo Petroquímico de Camaçari, na região metropolitana de Salvador e tem capacidade de 

produção de 360 mil toneladas por ano de produtos como superabsorventes (SAP), ácido 

acrílico e acrilato de butila, matérias primas para produtos como fraldas, tintas, tecidos, 

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

 Em relação ao processo biotecnológico de produção de butanol, parte do produto 

consumido da China era proveniente da rota fermentativa. A produção em 2012 foi de 185 

mil toneladas, com maior volume produzido no próprio país asiático e em usinas de 

demonstração nos Estados Unidos. 

A Tabela 9 mostra a capacidade produtiva de algumas empresas que utilizam a rota 

fermentativa. Entretanto não existem anúncios oficiais significativos de novas fábricas. Os 

anúncios limitaram-se a plantas de demonstração de processo em diferentes escalas 

(Natalense, 2013). 

 

Tabela 9: Empresas chinesas que produzem biobutanol em escala comercial. Fonte: Natalense 
(2013). 

Empresa Localização 
Capacidade 

(1000 ton/ano) 
Processo 

Jinmaoyuan BioChem China 60 Fermentação ABE 

Songyuan Ji’an BC China 60 Fermentação ABE 

Lianhai Biotech China 35 Fermentação ABE 

Jilin Cathay Biotech China 30 Fermentação ABE 

 

 Várias empresas investiram em desenvolvimento para produção de biobutanol, ou 

seja, butanol via fermentativa, utilizando a mesma infraestrutura de produção de etanol de 

milho ou cana-de-açúcar. Alguns destes investimentos são ou foram focados na 

modificação genética dos microrganismos (OGM’s) para obtenção de maior tolerância aos 
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produtos formados (acetona, butanol e etanol), maiores concentrações dos produtos, 

maior seletividade e produtividade (Natalense, 2013). 

 Nos últimos anos os investimentos em desenvolvimento para produção de 

biobutanol diminuíram. Havia muitas empresas atuando com este objetivo, mas muitas 

delas ficaram inativas após a queda dos preços do barril do petróleo, que se iniciou a partir 

do segundo semestre de 2014, conforme apresentado na Figura 9. Em 2013, o preço do 

barril era acima de U$ 100,00, enquanto que no final de 2015 chegou a U$ 34,00. Percebe-

se que houve uma nova tendência de aumento a partir de 2016, porém com oscilações 

ainda consideráveis até o momento atual com uma média sinalizada no gráfico em torno 

de U$ 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 (Escócia), empresas que foram 

escolhidas para se obter maiores detalhes. 

 

 

Figura 9: Preços do barril de petróleo 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 restrições técnicas e econômicas para 

o uso do biobutanol, tanto como produto químico de commodity como biocombustível 
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avançado. O projeto começou 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 amigável para converter matérias-primas renováveis e sustentáveis em 

biobutanol. O projeto tem focado em usar diferentes biomassas como palha de trigo, 

Miscanthus, resíduo sólido municipal e resíduos de madeira (ButaNext, 2019). O projeto 

recebe verbas de um programa da Comissão Europeia de pesquisa e inovação, conhecido 

como “Horizon 2020”, que aporta € 80 bilhões desde 2014 até 2020, além de 

investimentos privados. O processo está em escala piloto no CENER – Centro Nacional de 

Energías Renovables, em Navarra – Espanha, com o estudo integrado das etapas, desde o 

manejo de biomassa até a recuperação do biobutanol, conforme a Figura 10. 

 

 

Figura 10: Etapas de produção de biobutanol que estão sendo desenvolvidas em escala piloto 
através do Projeto ButaNext, da empresa Green Biologics. Fonte: ButaNext (2019). 

 

 A empresa Celtic Renewables Ltd. possui tecnologia de produção que utiliza 

bactérias que podem converter os açúcares xilose, arabinose e glicose em biocombustíveis. 

As principais fontes de susbtratos são os coprodutos da indústria de whisky escocês, 

denominados “Draff” (resíduos de cascas após fermentação alcoólica) e “Pot Ale” (resíduo 

de destilação) Ambos são misturados e passam por tratamento termoquímico seguido de 
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hidrólise enzimática e fermentação. O processo utiliza uma cepa de bactérias do gênero 

Clostridium para a produção de acetona, butanol e etanol e a fração sólida residual é 

destinada à alimentação animal. A empresa irá construir sua primeira planta com 

capacidade de 500 m³/ano de butanol combustível na Escócia entre 2019 e 2020 (Celtic 

Renewables, 2019). A Figura 11 apresenta o fluxograma básico 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 Ásia. A América Latina é o mercado que desponta ter maior 

taxa de crescimento (Mordor Intelligence, 2019). 

 O butanol é um produto químico industrial valioso, com um tamanho estimado de 

mercado global em torno de US$ 10 bilhões dólares (Phytonix, 2019) . Os principais fatores 

que impulsionam o mercado de biobutanol são: a redução da emissões de carbono e o fato 

de ser um building block (bloco de construção) para a fabricação de diversos produtos 

químicos. 

 

 

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

 

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

esperado que cresça a uma taxa significativa até 2024, devido à produção crescente de 
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acrilatos de butila. O aumento do consumo de biocombustíveis na indústria de aviação é 

também uma grande oportunidade para a aplicação do biobutanol no futuro.  

 A região Ásia-Pacífico foi a maior consumidora de biobutanol em 2018. A 

produção crescente de revestimentos, adesivos, resinas e de matéria têxtil nos países, tais 

como China, India e Japão, está conduzindo o crescimento deste mercado (Mordor 

Intelligence, 2019). 

 

2.8. Produção de cana-de-açúcar, bagaço e estimativa do potencial de 

produção de biobutanol no Brasil 

 

 O relatório emitido pela CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento), que 

pertence ao Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento do Governo Federal do 

Brasil aponta em seu quarto levantamento da Safra 2019/2020 uma produção de cana-de-

açúcar de 615,98 milhões de toneladas em uma área colhida de 8,38 milhões de hectares 

(CONAB, 2019). 

 A quantidade de bagaço proveniente de uma tonelada de cana-de-açúcar varia em 

função da safra e das condições da mesma, mas em média é de 250 Kg (Lopes, 2015). Com 

base nesta relação, estima-se uma quantidade média de bagaço na safra 2019/2020 de 154 

milhões de toneladas. 

Através do relatório sobre a geração termoelétrica por queima do bagaço de cana-

de-açúcar no Brasil emitido pela CONAB em 2011, a quantidade de bagaço excedente, ou 

seja, que não é utilizado para cogeração no país, é de 11,2% (CONAB, 2011). Aplicando-se 

este percentual na produção atual de bagaço, tem-se uma quantidade de 17,2 milhões de 

toneladas da matéria-prima excedente. Considerando-se um teor de sólidos no bagaço 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 produção de açúcares totais solúveis (pentoses e 

hexoses) de 6,1 milhões de toneladas. 

Considerando um rendimento médio de butanol em processos fermentativos com 

bactérias do gênero Clostridium de 0,23 g.g-1 (Jang et al., 2012), a produção de butanol com 

o aproveitamento somente do bagaço excedente (sem uso da palha) seria de 1,4 milhão de 
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toneladas/ano. Esta magnitude de produção retrata a oportunidade existente no país para 

mudar a balança comercial deficitária apresentada na Tabela 10 (MDIC, 2019). 

Considerando o preço FOB (Free On Board), ou seja, quando o comprador assume os 

riscos dos custos com o transporte da mercadoria, o valor de exportação do butanol foi de 

US$ 1.506,34 a tonelada em 2018. Portanto, a ordem de grandeza do volume financeiro 

atrelado à produção é de US$ 2 bilhões. Deste modo torna-se fundamental o estudo da 

viabilidade técnica para a produção de butanol de fontes renováveis, especialmente 

bagaço de cana-de-açúcar, que é a biomassa mais abundante no Brasil. 

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

 

Ano 

Exportação Importação SALDO 

Quantidade 

(ton) 

Preço FOB 

(US$/ton) 

Quantidade 

(ton) 

Preço FOB 

(US$/ton) 

Quantidade 

(ton) 

2017 96 1.087,94 13.557 826,14 - (13.461) 

2018 21 1.506,34 13.257 973,09 - (13.236) 

2019-março 1,3 2.128,40 5.710 950,77 - (5.709) 

 

2.9. Considerações gerais 

 

A demanda por combustíveis e produtos químicos é crescente atualmente e, 

paralelamente aumentam as pressões ambientais por processos mais amigáveis e com 

apelo de sustentabilidade. Resíduos agrícolas, como o bagaço de cana-de-açúcar, são 

fontes renováveis de substratos e passíveis de serem utilizados para a produção de butanol 

via rota biotecnológica. Este processo encontra espaço considerável no contexto 

apresentado para se estabelecer como uma alternativa à rota petroquímica. Alguns 

gargalos desta tecnologia são previstos, tais como a presença de agentes inibidores ao 

processo fermentativo e a obtenção de produtos em baixas concentrações. 

Um dos diferenciais do presente trabalho é a obtenção de solventes (butanol e 

acetona) a partir de fermentação de hidrolisados ricos em açúcares (C5 e C6) de frações 

polissacarídicas de bagaço de cana-de-açúcar, utilizando uma cepa naturalmente ocorrente 
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de Clostridium acetobutylicum. Estas correntes são prontamente fermentadas sem a 

necessidade de destoxificação. Buscar-se-á a obtenção de hidrolisados com baixo grau de 

severidade de pré-tratamento, a fim de se evitar a geração de inibidores em altas 

concentrações. Além disso, objetivar-se-á a otimização das condições de cultivo para a 

propagação da linhagem bacteriana, agente do bioprocesso em tela, e se investigará se 

haverá a necessidade de aporte de macro e micronutrientes para a fermentação 

acetobutílica, avaliando-se a quantidade desses compostos no hidrolisado de bagaço de 

cana. Finalmente, pretende-se realizar a integração do processo fermentativo com o 

processo de pervaporação, para separação in situ de butanol e acetona do meio, e avaliar a 

eficiência desta concepção de processo na manutenção da atividade fermentativa pela 

redução do efeito inibitório dos produtos, já que serão removidos do meio à medida que 

sejam formados. Adicionalmente, a adoção desta técnica permitirá a obtenção de produtos 

mais concentrados. 

Assim, o presente trabalho visa abrir novas perspectivas para a produção de 

importantes moléculas a partir da biomassa lignocelulósica para as indústrias de 

combustíveis e produtos químicos inseridos no contexto de Biorrefinaria de segunda 

geração. 
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Capítulo 3 
 

Justificativa e Objetivos 
 

O presente trabalho vem de encontro à demanda crescente de produção de 

solventes, em especial butanol e acetona, para atendimento ao mercado demandante e 

em expansão, utilizando a rota biotecnológica e substratos residuais que podem ser mais 

baratos e podem reduzir possíveis impactos ambientais, além de não competirem com os 

alimentos. Neste sentido, a produção bioquímica de butanol, processo amplamente 

conhecido, pode ser explorado com nova visão, adaptando-se o microrganismo à utilização 

de açúcares de fontes lignocelulósicas e utilizando-se das ferramentas de bioprocesso para 

o aumento no rendimento e na produtividade. 

Os microrganismos do gênero Clostridium têm capacidade de produção de acetona, 

butanol e etanol a partir de glicose (Jiang et al., 2014) e xilose (Sun et al., 2012), açúcares 

presentes em grande percentual em resíduos lignocelulósicos, como por exemplo o bagaço 

de cana-de-açúcar. Esta versatilidade de utilização de diferentes açúcares por 

microrganismos naturalmente ocorrentes apresenta a grande vantagem de implementação 

industrial, tanto no que tange à aceitação pela Lei de Biossegurança (pelo fato de não estar 

trabalhando com microrganismos geneticamente modificados), quanto em termos de 

rendimento do bioprocesso, com o aproveitamento integral dos açúcares. Diante do 

exposto, este trabalho tem como objetivos: 
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3.1. Objetivo Geral 

Desenvolver um processo para o aproveitamento de açúcares, provenientes da 

hidrólise dos polissacarídeos do bagaço de cana-de-açúcar (glicose e xilose) para a 

produção de butanol e acetona, utilizando como agente fermentativo Clostridium 

acetobutylicum DSMZ 6228. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

� Utilizar as ferramentas de planejamento fatorial de experimentos para a otimização 

dos meios de propagação de Clostridium acetobutylicum DSMZ 6228 em meios 

quimicamente complexos, com vistas à redução de custos com os insumos; 

� Produzir os hidrolisados de bagaço de cana-de-açúcar com aplicação de pré-

tratamento físico-químico e hidrólise enzimática e caracterizá-los quanto aos teores 

de glicose, xilose, ácido acético, 5-HMF, furfural e polifenóis; 

� Realizar fermentações com Clostridium acetobutylicum DSM 6228 em biorreatores 

instrumentados contendo meios quimicamente complexos, tendo como fontes de 

carbono glicose e xilose para produção de butanol e acetona; 

� Realizar fermentações em biorreatores instrumentados com hidrolisados de bagaço 

de cana-de-açúcar para produção de butanol e acetona, inclusive avaliando a real 

necessidade de aporte de nutrientes nesta etapa; 

� Determinação dos parâmetros de bioprocessos, tais como produtividade 

volumétrica (QP) e rendimento (YP/S), de cada fermentação, comparando os 

resultados entre si e com a literatura; 

� Avaliar o processo de recuperação de butanol utilizando membranas em sistema de 

pervaporação integrado ao processo de fermentação acetobutílica de hidrolisado 

de bagaço; 
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Capítulo 4 
 

 

Materiais e Métodos 
 

 Neste capítulo são apresentados os materiais utilizados para o desenvolvimento 

desta pesquisa, assim como as metodologias aplicadas nos experimentos realizados. A 

primeira etapa deste trabalho teve início com o processo de otimização do meio de cultura 

para a etapa de propagação celular, através da ferramenta de planejamento de 

experimentos. A concentração celular foi a variável de resposta principal, seguida da 

avaliação das concentrações de ácido acético, ácido butírico e carboidratos residuais 

(glicose e xilose). 

 Em uma segunda etapa foi avaliada a fermentabilidade de meios quimicamente 

complexos, contendo glicose e xilose, em concentrações compatíveis com os hidrolisados 

obtidos de bagaço de cana-de-açúcar (HH C5, HC C6 e HC C5+C6) e a obtenção dos perfis 

cinéticos dos processos fermentativos de produção 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 fermentações 

com o mesmo microrganismo. A recuperação dos solventes através da pervaporação foi a 

última etapa deste trabalho. 

 Em todas as etapas foi de fundamental importância o monitoramento dos 

substratos, intermediários e produtos através da cromatografia a líquido, com um método 

desenvolvido exclusivamente para este trabalho. 

 

4.1. Microrganismo 

 

 O agente de fermentação 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 alemão de culturas microbianas DSMZ (Deutsche Sammulung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen), cuja número de catálogo é DSM6228. 

 

 

Figura 12: Fotografia de microscópio ótico da cepa de Clostridium acetobutylicum DSM 6228. 

 

 Primeiramente foi realizada a ativação da linhagem liofilizada, em câmara de 

anaerobiose, em meio BHI (Brain Heart Infusion), conforme a Tabela 11 e, após 2 dias a 

37°C neste meio, as células foram propagadas em meio RCM (Reinforced Clostridial 

Medium) por 2 dias a 37°C até esporulação. 
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Tabela 11: Composição do meio de ativação BHI 

Componente Quantidade 

BHI 37 g/L 

Extrato de levedura 5 g/L 

Resazurina 4 g/L 

Cisteína 0,5 g/L 

Hemina 10 mL/L 

Menadione 5 gotas/L 

 

A constituição do meio RCM é apresentada na Tabela 12. O meio foi adquirido na 

forma sólida do fornecedor Acumedia. O preparo do meio consistiu em solubilizar 38g do 

material em 1 litro de água purificada, aquecê-lo suavemente até completa dissolução, 

adicionar a resazurina na concentração citada, distribuir o meio em frascos de penicilina de 

100 mL (adicionando 50 mL em cada), borbulhar gás nitrogênio para remoção de oxigênio 

no meio, tampar os frascos com borracha e selos de alumínio e esterilizar por autoclavação 

a 121°C por 15 minutos. 

 

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

Componente Concentração, g/L 
Extrato de carne 10 

Peptona 10 

Cloreto de sódio 5 

Glicose 5 

Extrato de levedura 3 

Acetato de sódio 3 

Amido solúvel 1 

L-cisteína HCl 0,5 

Ágar 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 (Börner et al., 

2014). Além da conservação da cepa à 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 fermentações rotineiras.  
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4.2. Ativação e propagação do microrganismo e meios de cultura 

empregados 

 

 A etapa de ativação consistiu em transferir, por meio de seringa e agulha estéreis, o 

conteúdo de um criotubo (1,5 mL) com suspensão de células, armazenadas em freezer à 

temperatura de -80°C, em solução 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. 

 

Figura 13: Etapas de ativação e propagação de Clostridium acetobutylicum em frasco. 

 

Após a inoculação, os frascos foram mantidos a 37°C em estufa, sem agitação, 

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

A etapa de propagação do microrganismo realizada em frasco consistiu em 

transferir 5 mL de inóculo do frasco da etapa de ativação para um outro de 100 mL 

contendo 50 mL de meio RCM acrescido de glicose para uma concentração final de 10 g/L, 

além da resazurina a 1 mg/L. Os demais procedimentos de preparo foram exatamente os 

mesmos. O tempo de incubação e a composição otimizada do meio de propagação foram 

objetos de estudo neste trabalho, através de planejamento de experimentos, tendo como 

variável de resposta principal o crescimento celular. 
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4.3. Planejamentos de experimento para a otimização do meio de 

propagação 

 

 A bactéria Clostridium acetobutylicum DSM6228 exige nutrientes essenciais para 

seu crescimento. Entretanto, algumas destas substâncias apresentam alto custo. Assim 

utilizou-se a ferramenta de planejamento experimental de maneira a reduzi-los ou mesmo, 

retirá-los sem comprometer o crescimento celular e o metabolismo microbiano. Para a 

otimização do meio de propagação, primeiramente foram eliminados os seguintes 

componentes neste estudo: 

 

� Extrato de carne: por ser mais uma fonte de proteína e vitamina, dentre outras 

como peptona e extrato de levedura já existentes no meio de cultivo. Esta 

determinação também foi baseada nos trabalhos de Wu e colaboradores (Wu et 

al., 2015). 

 

� Amido solúvel: porque os substratos a serem utilizados no trabalho são de origem 

lignocelulósica e não amilácea. No lugar deste componente foi avaliado o uso da 

xilose, com intuito de adaptar o microrganismo na fase de propagação, já que o 

mesmo é capaz de metabolizar este carboidrato para a produção de butanol e 

também pelo fato de existir este açúcar nos hidrolisados de bagaço. 

 

 Com a eliminação dos componentes citados, ficaram sete originais e mais a xilose 

para a avaliação. Se fosse realizar uma matriz completa de experimentos, seriam 

necessários 28 = 256 ensaios. Essa estratégia seria extremamente dispendiosa 

financeiramente e inviável tecnicamente. Portanto, foi realizado um delineamento 

conhecido como Plackett & Burman (Rodrigues & Iemma, 2014), com 12 ensaios (PB12), 

acrescido de 3 repetições do ponto central (PC), para a avaliação da repetibilidade do 

processo e as respostas nas condições dos valores intermediários (entre os níveis inferiores 

e superiores estudados). Neste planejamento foram avaliados estatisticamente os efeitos 

das oito variáveis independentes estudadas considerando os limites apresentados na 

Tabela 13., tendo como variável resposta a concentração celular. 



 

65 

 

Os limites superiores (+1) das variáveis peptona, NaCl, cisteína, acetato de sódio e 

ágar foram definidos como sendo os mesmos valores do meio RCM (Tabela 12) e os seus 

limites inferiores (-1) como zero, pois a intenção foi estudar os efeitos da ausência e dos 

valores de concentração destes componentes no meio comercial. 

 À exceção foi para o extrato de levedura, cujo limite inferior foi de 1g/L, haja visto 

que para o crescimento celular é imprescindível pelo menos uma fonte de vitamina e 

proteína. 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 variável estudada no planejamento de experimentos PB12. 

Variáveis 

independentes 
Código 

 
Unidade Nível -1 Nível 0 Nível +1 

Peptona  x1  g/L 0 5 10 

Extrato de levedura x2  g/L 1 2 3 

Xilose x3  g/L 3 5 7 

NaCl x4  g/L 0 2,5 5 

Cisteína x5  g/L 0 0,25 0,5 

Acetato de sódio x6  g/L 0 1,5 3 

Ágar x7  g/L 0 0,25 0,5 

Glicose x8  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 comparação dos resultados 

obtidos, a saber: 

• Controle C1: Meio comercial de marca Acumedia; 

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

 

Para cada ensaio realizado foram preparados 7 frascos de sacrifício para 

amostragem nos tempos 0 (logo após inoculação) 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas, totalizando 
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119 frascos de penicilina. As amostragens foram realizadas por remoção dos frascos 

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

concentração celular, glicose, xilose, ácido acético e ácido butírico, que foram as variáveis 

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: Cisteína; AS: Acetato de sódio. 

Ensaios x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7 x8 

PP EL Xilose NaCl Cist AS Ágar Glicose 

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) 

1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 10 1 7 0 0 0 0,5 7 

2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 10 3 3 1 0 0 0 7 

3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 0 3 7 0 0,5 0 0 3 

4 1 -1 1 1 -1 1 -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 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 0 3 7 1 0 3 0,5 3 

8 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 0 1 7 1 0,5 0 0,5 7 

9 -1 -1 -1 1 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 -1 1 -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 

(Controle 1) 
Meio RCM  10 3 0 5 0,5 3 0,5 5 

C2 

(Controle2) 
Meio RCM + 5g/L de xilose 10 3 5 5 0,5 3 0,5 5 

 

A partir da análise dos efeitos principais foram selecionados as três variáveis 

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 repetições no ponto central, 
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totalizando 17 ensaios (Rodrigues & Iemma, 2014), considerando os demais componentes 

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

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

propiciem o maior crescimento celular (variável resposta). 

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

concentração das variáveis em cada ensaio. A variável resposta principal deste conjunto foi 

a concentração celular. 

 

Tabela 15: Matriz do planejamento fatorial completo DCCR. 

Ensaios x1 x2 x3 
Peptona 

Extrato de 

levedura 
Glicose 

(g/L) (g/L) (g/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 concentrações de glicose, 

xilose, ácido acético e ácido butírico. Foi possível a obtenção de modelos matemáticos das 

respostas em função das três variáveis estudadas e considerados os coeficientes de 

regressão com p-valores < 0,1 com 90% como nível de confiança. Isto se deve ao fato de se 



 

68 

 

trabalhar com microrganismo, cujos erros experimentais e variações nas respostas podem 

ser mais significativos do que quando se trabalha com enzimas in vitro ou sistemas de 

reações químicas, por exemplo. Segundo Rodrigues & Iemma (2014), é importante o bom 

senso na interpretação estatística para que algum fator importante não deixe de ser 

considerado na análise, cujos processos não são triviais. 

 

4.4. Propagação em biorreator 

 

 Após a otimização da propagação 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 condições 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 soluções tampão de pH 4,01 e 7,00 e amostrador. Em seguida borbulhou-se 

nitrogênio gasoso no meio para eliminação de oxigênio dissolvido e o conjunto foi levado à 

esterilização por autoclavação a 121°C por 15 minutos (Wu et al., 2015). 

 A inoculação de 20% v/v foi realizada pela transferência asséptica e anaeróbica do 

conteúdo microbiano de dois frascos de penicilina (100 mL de inóculo no total) da fase de 

ativação, estando o biorreator em temperatura estável a 37°C e agitação mínima 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 formação dos ácidos 

orgânicos. O pH foi monitorado constantemente e a Figura 14 apresenta o esquema das 

etapas para a propagação em biorreator. 
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Figura 14: Etapas para a propagação de Clostridium acetobutylicum em biorreator. 

 

4.5. Obtenção dos hidrolisados lignocelulósicos 

 

 Para a obtenção dos hidrolisados lignocelulósicos de bagaço de cana-de-açúcar 

como substratos para a fermentação acetobutílica, utilizou-se os procedimentos que foram 

desenvolvidos nos laboratórios do CENPES e patenteados com o número PI 0605017-4 em 

2006. 

O bagaço de cana-de-açúcar, fornecido pela Usina Boa Vista, em Goiás, foi estocado 

a -20°C para evitar a deterioração durante o período deste trabalho. Primeiramente uma 

massa de 5 Kg de bagaço úmido (50% de teor de umidade) passou por um pré-tratamento 

com ácido sulfúrico a 1% (v/v) em uma relação sólido:líquido de 1:3 a 121°C por 30 minutos 

em um reator cônico, marca SEMCO e modelo CONIMIX de 80L de capacidade. Em seguida, 

o material foi prensado para separação da fração líquida e denominado hidrolisado 

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

(Gomes, 2009), além de furfural e 5-hidroximetilfurfural, moléculas produzidas pela reação 

do ácido com os açúcares gerados no meio e que são potenciais inibidores do processo 

fermentativo. 

 Metade da massa de material sólido, denominada celulignina, foi misturada com 

água para ser submetida à hidrolise enzimática com um preparado comercial rico em 

enzimas celulásicas denominado Cellic CTec 3, fornecido pela empresa Novozymes® 

(Novozymes, 2016). A hidrólise enzimática foi realizada a 50°C, 300 rpm, pH 5,0 e 20% de 

teor de sólidos 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 

sólidos. Utilizou-se uma carga enzimática de 15 mg de proteína por grama de celulose. A 

mistura reacional foi centrifugada a 30.000 g por 20 minutos a 20°C para a separação do 

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

HC C6, constituído majoritariamente de glicose como carboidrato.  

 A outra parte da celulignina foi misturada à fração líquida HH C5 para ser também 

hidrolisada enzimaticamente nas mesmas condições citadas para a obtenção do 

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

majoritários. 

 A Figura 15 apresenta um esquema básico das diferentes estratégias de 

fracionamento do bagaço de cana para a obtenção dos hidrolisados utilizados no presente 

trabalho. 

 

Figura 15: Esquema das estratégias de fracionamento do bagaço para a produção de hidrolisados 
das frações hemicelulósica (C5) e celulósica (C6). 

 

4.6. Fermentações ABE 

 

4.6.1. Fermentação com meios quimicamente complexos 
 

 Os ensaios de fermentação para obtenção do butanol a partir de açúcares em meios 

quimicamente complexos foram realizados no mesmo biorreator instrumentado do 
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crescimento celular (etapa de propagação), já contendo 500mL de meio. Houve a adição 

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

ao biorreator, utilizando mangueiras estéreis e bomba peristáltica. A composição do meio 

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

soluções foi realizado na seguinte ordem: 

 

• 1º: Preparo de nutrientes: os nutrientes foram preparados em soluções separadas 

(meios A, B, C e D) para não ocorrer precipitação ou degradação dos componentes 

durante a autoclavação. As composições e as concentrações finais de cada 

componente em cada solução estão 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 

levedura 
1,0 g/L MgSO4 0,2 g/L 

Acetato 

de sódio 
0,01 g/L FeSO4.7H2O 0,01 g/L 

KH2PO4 0,5 g/L MnSO4 0,01 g/L 
  

K2HPO4 0,5 g/L  

Volume 40 mL Volume 20 mL Volume 20 mL Volume 20 mL 

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

 

• 2º Preparo das soluções de substratos: Soluções de glicose e xilose foram 

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

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

maneira a serem semelhante à composição do hidrolisado de bagaço de cana-de-

açúcar. 

• 3º: Todos os frascos e garrafas foram borbulhados com nitrogênio gasoso para 

remoção de oxigênio e em seguida fechados para a etapa de esterilização; 
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• 4º: Os frascos e garrafas foram esterilizados por autoclavação durante 15 minutos a 

121°C; 

 

4.6.2. Fermentação com os hidrolisados 
 

Os ensaios de fermentação para obtenção do butanol a partir de açúcares dos 

hidrolisados HH C5, HC C6 e HC C5+C6 foram realizados no mesmo biorreator 

instrumentado do crescimento celular (etapa de propagação), já contendo 500mL de meio. 

Houve a adição asséptica e anaeróbica do hidrolisado (400mL) após a etapa de propagação, 

seguida de nutrientes (100 mL) ao biorreator, utilizando mangueiras estéreis e bomba 

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

Figura 16. 

 

 

Figura 16: Etapas de pré-ativação e ativação (em frascos), propagação e fermentação (em 
biorreator). 

 

4.6.3. Cálculo dos parâmetros de bioprocessos 

 

 Para os cálculos dos parâmetros de bioprocessos, tais como produtividade 

volumétrica em termos de butanol ou ABE (QP) e os rendimentos de butanol e ABE (YP/S) 

em relação aos substratos (glicose e xilose) consumidos na etapa de fermentação, foram 

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

YP/S: fator de rendimento de produção de butanol ou ABE (g.g-1). 

P: concentração final de produto (butanol ou ABE) (g/L);  

P0: concentração inicial de produto (butanol ou ABE) (g/L);  

S0: concentração inicial de glicose e/ou xilose (g/L); 

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

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

tF: tempo de fermentação (h);  

 

4.7. Processo de pervaporação para recuperação de solventes 

 

A Figura 17 ilustra o fluxograma da unidade de pervaporação (PV) acoplada ao 

processo fermentativo para a recuperação dos solventes. No sistema ocorreu a 

recirculação do meio (alimentação) por bombeamento (bomba B-01) após 16h do início do 

processo fermentativo em um biorreator INFORS de 3,6 L (contendo 3,0 L de meio 

fermentativo) e em dois módulos externos (C-01 e C-02), em série com concepção placa-

quadro, contendo membranas planas de silicone PDMS - poli(dimetil siloxano), com área 

total de 0,029 m². Do outro lado das membranas foi aplicada pressão negativa através da 

bomba de vácuo, medida através do manômetro PT-01. Os vapores foram recolhidos no 

cristalizador Cr-01, um sistema de condensador que utilizou nitrogênio líquido para 

condensação do permeado com altas concentrações de butanol e acetona em água. 
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Figura 17: Fluxograma simplificado da unidade de PV para recirculação do meio com dois módulos 
de membrana em série. 

 

Para o cálculo do fluxo permeado total e dos fluxos específicos de butanol e de 

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

 

Sendo: 

J: fluxo permeado, em g/m².h; 

m: massa de permeado total ou de butanol ou de acetona, em g; 

A: área de membrana efetiva, em m²; 

t: tempo de processo, em h. 
 

 

4.8. Avaliações analíticas 
 

4.8.1. Análise dos carboidratos, ácidos orgânicos e solventes 

 

 As etapas do bioprocesso foram monitoradas quantificando-se os substratos (xilose 

e glicose), bem como os ácidos orgânicos formados (ácido butírico e ácido acético) e os 

solventes (acetona, butanol e etanol). As alíquotas retiradas foram filtradas em seringa 

com membranas de PVDF (fluoreto de polivinilideno) de 0,2 µm 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 cromatógrafo. 

 Na Figura 18 é apresentado o sistema cromatográfico equipado para atender à 

demanda analítica do trabalho. O cromatógrafo utilizado foi de marca Thermo Scientific, 

modelo Ultimate 3000, equipado com bomba binária, degaseificador, amostrador 

automático e termostatizado para manter as amostras refrigeradas a 10°C, além do 

detector de índice de refração RID. 

 

 

Figura 18: Sistema cromatográfico utilizado para a quantificação dos substratos, ácidos orgânicos e 
solventes 

 

As condições analíticas definidas foram: 

 

• Coluna Vertex Eurokat® H; 

• Vazão da fase móvel: 0,500 mL.min-1; 

• Temperatura da coluna: 80,0±1,0°C; 

• Detector: Índice de refração (RID) a 35,0±1,0°C; 

• Amostrador automático configurado para 10,0±1,0°C; 

• Tempo de análise: 50 min. 
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Na Figura 19 é apresentado um cromatograma, mostrando a boa separação entre 

eles e a eficiência da técnica analítica. Em uma mesma corrida cromatográfica, ocorre uma 

boa separação e posterior quantificação dos açúcares, dos ácidos orgânicos e dos 

solventes. 

 

 

Figura 19: Cromatograma típico de uma solução contendo os açúcares (glicose e xilose), ácidos 
orgânicos (lático, acético e butírico) e solventes (acetona, etanol e butanol). 

 

4.8.2. Análise de polifenóis totais 

 

 As análises de polifenóis nos hidrolisados foram realizadas segundo o Método Folin- 

Ciocalteau (Box, 1983) que consiste em adicionar em tubos de ensaio, 500 µL de cada 

amostra, 2,5 mL de uma solução aquosa do reagente de Folin-Ciocalteau a 10% (v/v) e da 

adição 2,0 mL de carbonato de sódio a 7,5% (m/v). Os tubos são homogeneizados e, 

posteriormente, mantidos em banho a 50 °C durante 5 minutos. Em seguida, estes são 

novamente agitados e depois resfriados até a temperatura ambiente durante 10 minutos. 

Finalmente, são lidas as absorvâncias das soluções 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 µL de água destilada no lugar da amostra. 

Para o preparo da curva de calibração, utilizou-se como padrão o ácido tânico em 
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concentrações aquosas, variando de 1 a 50 mg/L e o modelo utilizado para a determinação 

do teor de polifenóis (Tp) foi: 

 

Sendo:  Tp: Teor de polifenóis 

  Abs: Absorvância a 760 nm 

  fd: fator de diluição 

 

4.8.3. Análise da concentração celular 

 

 Para a determinação da concentração celular nos ensaios em frasco e em 

biorreator, foi necessário construir uma curva de calibração de massa seca de células, em 

g/L, versus absorvância. Para isso, procedeu-se as etapas de ativação e propagação em dois 

frascos de penicilina conforme o item 4.2 e os mesmos foram retirados durante a fase 

exponencial de crescimento bacteriano. O conteúdo dos frascos foi centrifugado a 6.000 

rpm e 20°C, durante 20 minutos, o pellet formado foi ressuspenso em 100 mL de solução 

salina (NaCl a 0,9 % m/v) para lavagem das células e a suspensão foi novamente 

centrifugada nas mesmas condições.  

 O pellet foi ressuspenso novamente em 100 mL de salina e a suspensão foi 

homogeneizada com a utilização de um bastão de vidro. Três alíquotas de 10,00 mL da 

suspensão foram transferidas para três cadinhos de porcelana de massas conhecidas e 

previamente secos a 105±3°C em estufa de convecção até peso constante. A diferença 

entre a massa do cadinho com resíduo e do cadinho vazio foi determinada como a massa 

de células. Esta massa foi obtida em triplicata para o cálculo de desvio padrão. O restante 

da suspensão foi utilizado para a realização de diluições em tubos de ensaio de 10 mL, 

conforme protocolo apresentado na Tabela 17. Foram utilizadas pipetas automáticas de 

diferentes faixas de volume (50 a 200 µL, 100 a 1000 µL e 1 a 5 mL). Todas as diluições 

foram realizadas em duplicata. 
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Tabela 17: Diluições da suspensão para leituras de absorvância em comprimento de onda de 600 nm 

Tubo 
Volume de suspensão de 

células (mL) 
Volume de água 

(mL) 
Percentual em volume 
da suspensão 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 espectrofotômetro, marca 

HACH e modelo DR5000 e as leituras de absorvância foram realizadas em duplicata em 

comprimento de onda (λ) de 600 nm. Utilizou-se como branco a solução salina. 

 Com o resultado da média das massas secas obtidas nos cadinhos, calculou-se a 

concentração de células em cada diluição realizada e foram plotados os resultados das 

concentrações celulares com os de absorvância para obtenção do modelo de calibração Y = 

0,2056.X, sendo Y a absorvância, medida no comprimento de onda de 600 nm e X a 

concentração de células, em g/L, conforme a Figura 20. O coeficiente de determinação 

obtido nesta calibração foi R2 = 0,9978, o que representa uma boa qualidade do ajuste do 

modelo aos dados experimentais. 

Para a obtenção da concentração celular em uma amostra obtida em frasco ou 

biorreator, tomou-se uma alíquota de 1 mL da mesma em microtubo de 1,5 mL. A amostra 

foi centrifugada a 13.000 rpm por 5 minutos em minicentrífuga de bancada, marca 

Eppendorf e modelo MiniSpin. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspenso em 1 

mL de solução salina, com utilização de pipeta automática (100 a 1000 µL) e agitador de 

tubos tipo vórtex. Em seguida o microtubo foi novamente centrifugado nas mesmas 

condições 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 ressuspensão 
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celular e o conteúdo foi transferido, com auxílio da pipeta automática, para um tubo, 

marca HACH de 10 mL, contendo 4 mL de solução salina (diluição de 5 vezes). 

 

 

Figura 20: Curva de calibração para determinação da concentração celular de Clostridium 

acetobutylicum durante os ensaios. 

 

 O tubo foi agitado para homogeneização e realizada a leitura da absorvância em 

comprimento de onda de 600 nm (Abd-Alla et al., 2012; Guo et al., 2013; Tsai et al., 2014;). 

Pelo modelo de calibração e considerando a diluição aplicada, obteve-se a concentração de 

células em g/L em cada amostra. 

 

4.9. Avaliação estatística 

 

 Para a análise estatística dos resultados obtidos dos planejamentos de 

experimentos e a geração das tabelas e curvas de contorno foi utilizado o software 

Experimental Design (http://experimental-design.protimiza.com.br), baseado no livro 

“Planejamento Experimental e Otimização de Processos” (Rodrigues & Iemma, 2014). 
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Capítulo 5 

 

Resultados e Discussão 
 

 

5.1. Perfil de crescimento e calibração para análise de concentração celular 

 

 A etapa de ativação de Clostridium acetobutylicum DSM 6228 com o meio rico 

comercial RCM em frascos de penicilina durante 24 horas mostrou-se eficiente na geração 

de inóculo para os estudos de propagação, com produção celular em torno de 3,5 g/L. 

 Para a avaliação do crescimento microbiano durante o processo de propagação e de 

fermentação, utilizou-se glicose como fonte de carbono e, assim, foi obtido primeiramente 

o perfil cinético de crescimento bacteriano para a determinação do melhor tempo de 

propagação, de maneira a conhecer a fase exponencial de crescimento. Este período é o de 

maior atividade metabólica das células. A Figura 21 apresenta o perfil de crescimento 

microbiano, obtido do experimento de propagação 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. 
Condições: Temperatura de 37°C e agitação de 50 rpm. 

 

 Nota-se que a fase de crescimento efetivo foi entre 10 e 18 horas. A partir da curva 

de calibração, determinou-se as concentrações de células a partir da leitura das 

absorvâncias do gráfico da Figura 21. Para a determinação da taxa específica de 

crescimento (µ), foram plotados o logaritmo neperiano de X/Xo (razão entre as 

concentrações celulares em cada tempo e a inicial) em cada tempo. O gráfico da Figura 22 

apresenta os resultados, obtendo-se para µ o valor de 0,21 h-1. 

 

 

Figura 22: Curva de crescimento celular e determinação de µ. 
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5.2. Primeiro delineamento experimental-PB12 

 

 Na Tabela 12 é apresentada a composição do meio comercial de propagação do 

microrganismo RCM, constituído de nove componentes, sendo três fontes de vitaminas e 

proteínas (extrato de carne, peptona e extrato de levedura), que apresentam alto custo e 

podem inviabilizar a produção em nível industrial. Além destes componentes do meio 

padrão RCM, o mesmo possui duas fontes de carboidrato (glicose e amido), L-cisteína HCl 

para manter a anaerobiose no meio, ágar e sais (cloreto de sódio e acetato de sódio), o que 

onera mais ainda o processo. Torna-se, portanto, necessária a otimização deste meio para 

a redução dos custos com operação do processo, utilizando-se da ferramenta estatística de 

planejamento de experimentos. 

 Em uma avaliação inicial, resolveu-se eliminar o amido e deixar somente a glicose 

como fonte de carboidrato pelo fato de que o trabalho objetiva a fermentação de açúcares 

de origem lignocelulósica (glicose e xilose) e não amilácea. O extrato de carne também foi 

eliminado nesta avaliação inicial mantendo-se somente duas fontes de proteínas e 

vitaminas (extrato de levedura e peptona), haja vista que de dez referências da literatura 

apenas quatro utilizaram este componente no meio de propagação 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; Börner et al., 2014; Wu et al., 2015). 

 Como os hidrolisados lignocelulósicos possuem xilose, decidiu-se incluir este 

carboidrato na avaliação da composição do meio, visando a possível adaptação do 

microrganismo ao açúcar 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 estão reportados na Tabela 18. Como se pode observar nesta tabela, a partir de 

doze horas de crescimento bacteriano não houve aumento significativo na concentração 

celular e, em alguns casos, após este tempo, observou-se a diminuição 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 número 13, 14 e 15, que apresentam uma 

variação pequena entre eles. 
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Tabela 18:  Resultados de concentração celular do primeiro planejamento de experimentos, PB12. 
C1 e C2 são ensaios controle. PP: peptona, EL: extrato de levedura, Cist: cisteína e AS: Acetato de sódio. As 

informações do ponto central estão em negrito. A coluna em amarelo indica as concentrações máximas 
obtidas na maioria dos ensaios. 

*C1: Composição do Meio RCM, conforme Tabela 12. **C2: Composição do Meio RCM, incluindo a xilose. 

 

A linha pontilhada observada no gráfico indica o tempo ideal de propagação e 

crescimento celular e as condições para o início 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 utilização do substrato xilose na maioria dos outros experimentos e, em 

alguns casos, este consumo foi muito lento. 

Ensaios 
PP EL Xilose NaCl Cist AS Ágar Glicose 

 

Concentração celular (g/L) em função do tempo 

(h) 

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) 0h 4h 8h 12h 16h 20h 24h 

1 10 1 7 0 0 0 0,5 7 1,39 3,93 4,84 11,24 11,20 8,06 13,60 

2 10 3 3 1 0 0 0 7 0,98 3,02 4,79 10,11 10,20 8,70 9,52 

3 0 3 7 0 0,5 0 0 3 0,57 2,61 2,89 4,75 5,61 4,48 4,70 

4 10 1 7 1 0 3 0 3 0,84 0,57 3,75 8,61 9,56 8,11 8,70 

5 10 3 3 1 0,5 0 0,5 3 1,66 2,75 3,75 11,65 10,52 10,15 12,01 

6 10 3 7 0 0,5 3 0 7 0,75 2,43 3,02 5,38 4,98 5,52 5,02 

7 0 3 7 1 0 3 0,5 3 1,12 2,61 2,93 4,66 4,88 2,84 7,70 

8 0 1 7 1 0,5 0 0,5 7 0,93 1,66 4,29 6,66 3,98 4,52 6,02 

9 0 1 3 1 0,5 3 0 7 0,89 1,93 2,16 3,75 3,61 3,16 3,07 

10 10 1 3 0 0,5 3 0,5 3 1,43 2,52 3,25 7,38 5,84 6,61 9,15 

11 0 3 3 0 0 3 0,5 7 1,07 3,39 3,75 5,11 5,66 3,93 8,88 

12 0 1 3 0 0 0 0 3 1,39 1,25 1,98 3,52 0,98 2,57 3,07 

13 5 2 5 2,5 0,25 1,5 0,25 5 1,02 3,34 2,84 8,70 7,16 7,11 7,47 

14 5 2 5 2,5 0,25 1,5 0,25 5 1,34 2,80 3,57 10,15 8,06 6,25 7,88 

15 5 2 5 2,5 0,25 1,5 0,25 5 1,21 3,20 4,07 8,97 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 
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Figura 23: Cinética da etapa de propagação celular do ensaios do ponto central. Os valores são 
resultados das médias das concentrações celulares em cada tempo. 

 

Segundo alguns autores, as bactérias do gênero Clostridium podem utilizar uma 

variedade de carboidratos, como glicose, xilose, arabinose e manose. Porém, existe a 

probabilidade de haver repressão catabólica pela presença de substratos preferidos como 

a glicose, que irá reduzir ou mesmo suprimir a utilização de outros açúcares. Em algumas 

espécies solventogênicas há necessidade até mesmo de modificação genética para habilitar 

o microrganismo a utilizar diferentes carboidratos (Tracy et al., 2012). A repressão 

catabólica consiste na redução 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 comparação. Os resultados menores 

que 5% retratam que não houve consumo, considerando os erros experimentais de 

amostragem e da análise cromatográfica. 

 Quanto ao substrato glicose, percebe-se consumo total em 12h nos ensaios 

controle e em 6 dos 15 experimentos do planejamento, caracterizando assim a preferência 

do microrganismo por este carboidrato frente à xilose. Gu e colaboradores (2014) 

reportaram que, embora as bactérias do gênero Clostridium possam utilizar xilose, elas o 

fazem de maneira ineficiente. Portanto, não se justifica o uso deste carboidrato como 

componente para a etapa de propagação celular. 
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Tabela 19: Consumo de glicose e xilose em cada ensaio do PB12, em base mássica, calculado pela 
razão entre a diferença de concentração entre os tempos 12 h e 0 h e a concentração 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% - 

C1 100% - 

C2 100% 100% 

 

Os autores citam como causa deste fenômeno o fato de os genes relacionados à 

regulação e metabolismo da xilose estarem dispersos em várias localizações diferentes no 

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

 Durante a etapa de crescimento celular, há a produção de ácidos orgânicos o que 

caracteriza a fase acidogênica. Segundo Kumar e colaboradores (2011), a bactéria cresce 

exponencialmente nesta fase, com formação de ácido acético e ácido butírico, fazendo 

baixar o pH para valores próximos a 4,5. Ainda nesta fase, a via glicolítica é ativada para 

produzir piruvato pelo consumo da glicose. Em seguida, o piruvato é convertido a acetil-

CoA, que é o precursor para a síntese de acetato, butirato, etanol, butanol e acetona, em 

meio anaeróbico (Kumar et al., 2011). 

 O gráfico da Figura 24 apresenta os perfis cinéticos da produção dos ácidos acético 

e butírico no ponto central. As concentrações destes ácidos no tempo inicial foram 

decorrentes do inóculo. 
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Figura 24: Perfis cinéticos dos ensaios do ponto central quanto à formação de ácido acético e ácido 
butírico. 

 

 Os pontos do gráfico são resultados das médias dos ensaios em triplicata. Percebe-

se uma tendência de aumento nos teores destes ácidos, o que é característico da fase 

acidogênica, conforme já abordado no item 2.4. 

 

5.2.1. Análise dos efeitos com relação à concentração celular 
 

As Tabelas 20, 21 e 22 apresentam os resultados das análises estatísticas dos 

efeitos de todas as variáveis de resposta: concentração celular, xilose, glicose, ácido acético 

e ácido butírico. Os valores de p-valor abaixo de 0,10 (ou seja, 90% de confiança) são 

relativos a efeitos estatisticamente significativos e os mesmos estão destacados em 

vermelho. O valor 90% de confiança foi definido a princípio, pois em processos biológicos e 

muitas variáveis envolvidas é preferível ser menos rigoroso, a deixar algum fator 

importante sem ser considerado na próxima etapa do estudo (Rodrigues & Iemma, 2014). 

 Conforme a Tabela 20-a, observa-se que quanto maior a quantidade de peptona 

adicionada ao meio, maior a concentração de células formadas durante todo o tempo de 

propagação. Este efeito é esperado, pois a peptona é rica em vitaminas e em aminoácidos, 

fontes importantes para a replicação celular. Porém, não foi observado o aumento 

significativo do crescimento celular utilizando o extrato de levedura em todos os tempos 

na faixa de concentração utilizada (1 a 3 g/L). 
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O cloreto de sódio (NaCl) só apresentou uma pequena influência positiva no tempo 

de 12 horas, mas nos demais períodos um leve efeito não significativo, tal como a xilose e a 

cisteína.  

A glicose apresentou efeito positivo para o crescimento celular somente em 4 horas 

porque o consumo deste substrato é rápido, não sendo verificado o efeito significativo 

deste componente nos demais tempos. Porém, conforme já mencionado, a glicose é fonte 

de energia para a obtenção de ATP para as células e, portanto, essencial para a etapa de 

propagação. 

Em relação ao acetato de sódio, o efeito foi negativo, tanto em 4h como em 12 h de 

propagação, não se justificando a adição deste componente no meio de cultivo. 

Quanto ao ágar, os resultados não 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 relação ao 

crescimento celular. Analisando-se dados de dez trabalhos na literatura, apenas quatro 

utilizam ágar na composição do meio de propagação, 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; Börner et al., 2014; Wu 

et al., 2015). 

 

5.2.1. Análise dos efeitos com relação ao consumo de xilose 
 

 À medida que a concentração de peptona aumenta no meio, maior também é o 

consumo da xilose observado ao longo de todo o tempo de propagação (Tabela 20-b). No 

caso do extrato de levedura, houve redução no consumo da xilose até 8 horas de 

propagação e depois deste tempo o efeito da presença deste nutriente tornou-se não 

significativo com relação ao uso da xilose pelas células. É importante ressaltar que houve 

presença de glicose em todos os ensaios. Isto fez com que houvesse uma preferência 

natural dos microrganismos por este açúcar, fenômeno comprovado através dos efeitos 

positivos da glicose na maior parte do tempo com relação à concentração 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 variáveis cloreto de sódio, cisteína e acetato de sódio exerceram efeitos não 

estatisticamente significativos ao longo do processo, dentro das faixas estudadas 

considerando um nível de confiança de 90% (valores de p-valor maiores que 0,10).  
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Tabela 20: Efeito da concentração celular (a) e xilose (b) na etapa de propagação em função do tempo a 90% de confiança. Em vermelho são os efeitos 
estatisticamente significativos (p-valor < 0,10). 

Variável 

có
d

igo
 

u
n

id
ad

e 

-1 0 +1 
Concentração celular (g/L) 

Análise estatística dos efeitos 
4h 8h 12h 

Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor 

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 ↑Peptona ↑Concentração celular em função do tempo 

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 X3 g/L 3 5 7 0,24 0,4532 0,18 0,7172 0,29 0,7232 NES na faixa estudada 

NaCl X4 g/L 0 2,5 5 -0,19 0,5491 0,17 0,7396 1,67 0,0959 Praticamente indiferente (NES) na faixa estudada 

Cisteína X5 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 sódio X6 g/L 0 1,5 3 -0,71 0,0688 -0,45 0,3861 -2,50 0,0314 ↑ Acetato ↓ Concentração celular 

Ágar X7 g/L 0 0,25 0,5 1,25 0,0119 0,54 0,3083 2,09 0,0530 ↑Ágar ↑Concentração celular 

Glicose X8 g/L 3 5 7 1,08 0,0192 0,56 0,2968 0,61 0,4722 ↑Glicose ↑Concentração celular em 4h 

*NES: Não estatisticamente significativo. 

Variável 

có
d

igo
 

u
n

id
ad

e 

-1 0 +1 
Concentração de xilose (g/L) 

Análise estatística dos efeitos 
4h 8h 12h 

Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor 

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 ↑Peptona ↓Xilose residual 

Extrato levedura X2 g/L 1 2 3 0,18 0,0079 0,18 0,0127 0,10 0,4281 ↑Extrato de levedura ↑Xilose residual até 8h 

Xilose X3 g/L 3 5 7 2,95 0,0000 2,94 0,0000 2,93 0,0000 ↑Xilose  ↑Xilose residual 

NaCl X4 g/L 0 2,5 5 0,01 0,8411 -0,18 0,0123 -0,24 0,1010 Praticamente NES na faixa estudada 

Cisteína X5 g/L 0 0,25 0,5 -0,01 0,8189 0,25 0,0037 0,19 0,1664 NES em 12h 

Acetato de sódio X6 g/L 0 1,5 3 0,15 0,0132 -0,16 0,0181 -0,23 0,1165 NES em 12h 

Ágar X7 g/L 0 0,25 0,5 -0,26 0,0020 -0,14 0,0279 -0,21 0,1457 NES em 12h 

Glicose X8 g/L 3 5 7 0,03 0,4404 0,40 0,0006 0,45 0,0173 ↑Glicose ↑ Xilose residual a partir de 8h 

*NES: Não estatisticamente significativo. 

(a) 

(b) 
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Tabela 21: Efeito da concentração de glicose (a) e ácido acético (b) na etapa de propagação em função do tempo a 90% de confiança. Em vermelho são os 
efeitos estatisticamente significativos (p-valor < 0,10). 

Variável 

có
d

igo
 

u
n

id
ad

e 

-1 0 +1 
Concentração de glicose (g/L) 

Análise estatística dos efeitos 
4h 8h 12h 

Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor 

Média      2,98 0,0000 1,39 0,0003 1,06 0,0010 

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 ↑Peptona ↓Glicose residual 

Extrato levedura X2 g/L 1 2 3 -0,16 0,3474 -0,55 0,0810 -0,77 0,0365 ↑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 X4 g/L 0 2,5 5 0,00 0,9793 -0,07 0,7749 0,07 0,7781 NES na faixa estudada 

Cisteína X5 g/L 0 0,25 0,5 -0,35 0,0806 0,33 0,2385 0,39 0,1899 NES em 12h 

Acetato de sódio X6 g/L 0 1,5 3 0,16 0,3462 0,02 0,9216 -0,04 0,8786 NES em 12h 

Ágar X7 g/L 0 0,25 0,5 -0,53 0,0230 -0,02 0,9226 0,19 0,4894 NES em 12h 

Glicose X8 g/L 3 5 7 2,69 0,0001 2,37 0,0006 1,86 0,0017 ↑Glicose ↑ Glicose residual 

*NES: Não estatisticamente significativo. 

Variável 

có
d

igo
 

u
n

id
ad

e 

-1 0 +1 
Concentração de ácido acético (g/L) 

Análise estatística dos efeitos 
4h 8h 12h 

Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor 

Média      0,90 0,0000 1,05 0,0000 1,04 0,0000 

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 X4 g/L 0 2,5 5 -0,01 0,8430 0,01 0,7221 0,06 0,3833 NES na faixa estudada 

Cisteína X5 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 sódio X6 g/L 0 1,5 3 1,11 0,0000 1,12 0,0000 1,13 0,0000 ↑ Acetato de sódio ↑Ácido acésco 

Ágar 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 X8 g/L 3 5 7 0,04 0,2241 0,02 0,6067 -0,01 0,8118 NES na faixa estudada 

*NES: Não estatisticamente significativo. 

(a) 

(b) 
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Tabela 22: Efeito da concentração de ácido butírico na etapa de propagação em função do tempo a 90% de confiança. Em vermelho são os efeitos 
estatisticamente significativos (p-valor < 0,10). 

Variável 

có
d

igo
 

u
n

id
ad

e 

-1 0 +1 
Concentração de ácido butírico (g/L) 

Análise estatística dos efeito 
4h 8h 12h 

Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor 

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 X1 g/L 0 5 10 -0,01 0,7892 0,18 0,0278 0,27 0,0432 ↑ Peptona ↑Ácido butrico a partir de 8h 
Extrato levedura X2 g/L 1 2 3 0,096 0,0613 0,17 0,0344 0,23 0,0669 ↑ Extrato de levedura ↑Ácido butrico 

Xilose X3 g/L 3 5 7 -0,03 0,4759 0,01 0,8177 -0,02 0,8255 NES na faixa estudada 
NaCl X4 g/L 0 2,5 5 -0,03 0,4712 0,009 0,8801 0,02 0,8159 NES na faixa estudada 

Cisteína X5 g/L 0 0,25 0,5 0,06 0,1775 -0,033 0,5722 -0,08 0,4449 NES na faixa estudada 
Acetato de sódio X6 g/L 0 1,5 3 -0,007 0,8604 0,06 0,3048 0,16 0,1640 NES na faixa estudada 

Ágar X7 g/L 0 0,25 0,5 0,13 0,0228 0,03 0,6184 -0,07 0,4708 NES em 8 e 12h 
Glicose X8 g/L 3 5 7 0,12 0,0344 0,07 0,2628 0,06 0,5755 NES em 8 e 12h 
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5.2.2. Análise dos efeitos com relação 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 propagação. As demais variáveis independentes, como xilose, cloreto de sódio, 

acetato de sódio e ágar praticamente não apresentaram efeito significativo para o 

consumo da glicose, ou seja, não têm importância para o metabolismo celular nas faixas de 

concentração estudadas. Um maior teor de glicose no meio sinalizou positivamente para 

uma maior concentração residual deste substrato. 

 

5.2.3. Análise dos efeitos com relação à produção de ácido acético 
 

 De acordo com a Tabela 21-b, os componentes nas faixas de concentração avaliadas 

não foram significativos estatisticamente ao longo do tempo e de maneira contínua para a 

produção de ácido acético no meio. A única exceção foi o acetato de sódio que, apesar de 

ser adicionado desta forma, foi detectado e quantificado por cromatografia como ácido 

acético, contribuindo para o aumento da variável de resposta. 

 

5.2.4. Análise dos efeitos com relação à produção de ácido butírico 
 

 Analisando a Tabela 22, pode-se observar que, em até 12 horas da etapa de 

propagação celular, a peptona e o extrato de levedura têm efeitos positivos sobre a 

produção de ácido butírico. Os demais componentes, como xilose, cloreto de sódio, 

acetato de sódio e cisteína não foram estatisticamente significativos, ou seja, foram 

indiferentes. Sendo assim, o uso destes componentes no meio torna-se desnecessário com 

relação à geração do ácido em questão. Ágar e glicose apresentaram significância apenas 

no início da propagação (4h). 

 Com base na análise dos efeitos e significância dos componentes do meio com 

relação ao crescimento celular, consumo de carboidratos e formação dos ácidos orgânicos 

na etapa de propagação, realizou-se um segundo delineamento sequencial, um DCCR 
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(Delineamento Composto Central Rotacional) para a otimização das variáveis peptona, 

extrato de levedura e glicose. A Tabela 23 contém o resumo desta análise, definindo-se as 

novas faixas de concentração dos componentes para o DCCR.  

 

Tabela 23: Respostas obtidas no planejamento PB12 e condições propostas para cada variável para 
o planejamento DCCR. 

Variáveis 
independentes 

Código Unidade 
Nível -

1 
Nível 

0 
Nível 

+1 

Estatisticamente 
significativo 

(12h) 

p-valor < 0,1 

Condições para a 
próxima etapa 

Peptona X1 g/L 0 5 10 Sim Avaliar de 0 a 6 g/L 

Extrato de 
levedura 

X2 g/L 1 2 3 Sim Avaliar de 0 a 6 g/L 

Xilose X3 g/L 3 5 7 Não Remover  

NaCl X4 g/L 0 2,5 5 Não Remover 

Cisteína-HCl X5 g/L 0 0,25 0,5 Não Remover 

Acetato de sódio X6 g/L 0 1,5 3 Não Remover 

Ágar X7 g/L 0 0,25 0,5 Não Remover 

Glicose X8 g/L 3 5 7 Sim Avaliar de 4 a 12 g/L 

 

As variáveis xilose, NaCl, cisteína-HCl, acetato de sódio e ágar foram removidas 

porque no primeiro delineamento as faixas destes componentes foram estudadas a partir 

da ausência dos mesmos (nível inferior -1). Como elas não apresentaram efeitos 

estatisticamente significativos e nos pontos centrais (valores intermediários estudados) 

não apresentaram valores de máxima resposta (análise de curvatura), pode-se então 

suprimi-las. Isto diminui significativamente o custo do meio de cultivo, além de facilitar a 

operação do processo por demandar menos reagentes, manipulação, 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 referência (RCM) 

para comparação dos resultados obtidos. Esta estratégia forneceu maior segurança em 

relação à obtenção 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 decisões: 
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1. Quanto à 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 

concentração para compensar a diminuição da peptona e verificar a obtenção de 

ganho no crescimento celular; 

3. Quanto à glicose, decidiu-se aumentar a faixa, pois foi observado que houve um 

rápido consumo nas primeiras horas de crescimento celular para a maioria dos 

ensaios.  

Portanto, realizou-se um DCCR para os três fatores significativos nas seguintes 

faixas de concentração: extrato de levedura (0 a 6 g/L), concentração 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 condições dos ensaios do segundo planejamento, 

DCCR, bem como os resultados da variável resposta concentração celular para cada 

condição e em cada tempo em que foram coletadas as amostras (0, 4, 8 e 12 horas). Para a 

etapa de propagação o mais importante é o modelo obtido para a concentração celular. 

Portanto, a partir dos resultados obtidos, foi possível construir o modelo parametrizado 

desta variável em função das variáveis independentes codificadas, com os parâmetros 

estatisticamente significativos, para o tempo de 12 horas de propagação, conforme 

descrito abaixo.  

 

Conc. Celular (g/L) =7,68 + 0,49 x₁ - 0,27 x₁² + 0,86 x₂ + 0,44 x₃ - 0,32 x₃² - 0,40 x₁ x₂ 
 

A porcentagem de variação explicada (R2) a 90% de confiança obtida foi 89,5%. O R2 

é uma medida da qualidade do ajustamento da reta de regressão aos pontos experimentais 

e leva em consideração a falta de ajuste e o erro puro obtido pelos ensaios do ponto 

central (Rodrigues & Iemma, 2014).
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Tabela 24: Condições dos ensaios do DCCR e concentração celular avaliada em função do tempo. PP: Peptona; EL: Extrato de levedura e Gli: Glicose

Ensaios 
X1 

(PP) 

X2 

(EL) 

X3 

(Gli) 

PP EL Gli 

 

Concentração Celular (g/L) 

(g/L) (g/L) (g/L) 0h 4h 8h 12h 

1 -1 -1 -1 1,2 1,2 5,6 0,93 1,43 4,48 4,88 

2 1 -1 -1 4,8 1,2 5,6 0,80 1,16 6,66 6,38 

3 -1 1 -1 1,2 4,8 5,6 1,07 1,57 6,34 7,47 

4 1 1 -1 4,8 4,8 5,6 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 4,8 1,2 10,4 1,16 1,66 5,84 7,38 

7 -1 1 1 1,2 4,8 10,4 0,98 1,66 6,52 8,79 

8 1 1 1 4,8 4,8 10,4 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 0 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 

C1 Meio RCM comercial 1,48 1,80 3,93 6,61 

C2 Meio RCM comercial 1,30 1,39 5,07 6,34 

C3 Meio RCM comercial 1,02 1,34 4,98 6,20 
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 Portanto, o modelo apresentado para concentração celular, por exemplo, 

explica 89,5% da variação total da resposta, em função das variáveis estudadas. Este valor 

é muito bom, levando-se em consideração 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 condições que levam à maximização do crescimento celular são as 

condições superiores de estudo (+1,68) no DCCR para as três variáveis, ou seja, 

concentrações de peptona, extrato de levedura e glicose de 6 g/L, 6 g/L e 12 g/L, 

respectivamente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Assim, ensaios com as condições do meio de cultivo otimizado, paralelamente aos 

ensaios controle (meio mais rico e com maior custo), foram realizados na etapa de 

validação, com objetivo de compará-los e avaliar o ganho de economia em relação ao valor 

da concentração celular obtida. 



 

97 

 

5.4. Validação das condições otimizadas 

 Conforme a análise realizada nas etapas anteriores (PB e DCCR), dois ensaios de 

validação em triplicata foram realizados. Um deles com a condição 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 

comparação. Os resultados estão apresentados na Tabela 25.  

 

 

Tabela 25: Resultados de concentração celular, em g/L, dos ensaios de validação. 

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 validação 

realizados em triplicatas. Os resultados validam a otimização da etapa de propagação, 

apresentando, inclusive, concentração celular média superior ao do ensaio controle com 

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

 

 

Figura 26: Perfis cinéticos das médias de concentração celular dos ensaios em triplicata de 
propagação com o meio otimizado e com o meio comercial para validação. 
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 A Tabela 26 apresenta as médias e os desvios padrão dos ensaios realizados na 

condição otimizada e no meio comercial RCM, além do valor predito pelo modelo nas 

condições de validação em 12 horas de propagação.  

 

Tabela 26: Resultados das médias, desvios padrão e valor predito pelo modelo para comparação – 
concentração celular (g/L) em 12h. 

 
Ensaio 

Média 
experimental 

(g/L) 

Desvio 
padrão 

(g/L) 

Valor predito pelo 
modelo nas condições 

do meio otimizado 
(g/L) 

Propagação com meio 
comercial RCM controle 

6,40 0,34 - 

Propagação com meio  
otimizado 

9,35 0,41 7,89 

  

Observa-se que o valor de concentração 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 padrão apresentaram valores baixos 

para ambos os ensaios. Este resultado valida a otimização do meio de propagação e é fruto 

da sinergia entre as variáveis independentes. 

Assim, foi possível avaliar os nove componentes do meio de cultivo com apenas 43 

ensaios, através de dois delineamentos sequenciais e a validação experimental, obtendo-se 

um meio otimizado mais econômico com três componentes e em um tempo menor, igual a 

8 horas, para a etapa de propagação de Clostridium acetobutylicum DSM6228 e que 

proporciona um rendimento de células similar aos ensaios de propagação com o meio 

comercial. 

 Em relação aos dados de literatura, o período de incubação na fase de propagação 

varia de 12 a 48 horas e a quantidade de componentes utilizados nos meios de cultura 

varia entre 9 e 16 (Jiang et al., 2014; Wu et al., 2015; Ranjan et al., 2013; Abd-Alla et al., 

2012; Moradi et al., 2013; Raganati et al., 2014; Börner et al., 2014; Guo et al., 2013; Tsai et 

al., 2014; Lu et al., 2013). Obteve-se, portanto, uma redução do tempo de crescimento 

celular e da quantidade de compostos para o meio de propagação.  
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Concluindo esta etapa, com o planejamento de experimentos, foi possível reduzir os 

custos com nutrientes na fase de propagação em 76%, substituindo o meio comercial RCM 

pelo meio otimizado de acordo com a Tabela 27. 

 

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

Meio comercial RCM Meio otimizado 

Marca 
Massa 

(g) 
Custo 
(U$) Componente Marca 

Massa 
(g) 

Custo 
(U$) 

Sigma-Aldrich 38 13,92  
Glicose Fisher Chemical 12 1,27 

      
Extrato de 
levedura KASVI 6 0,93 

      
Peptona KASVI 6 1,09 

      
TOTAL 24 3,29 

 

5.5. Ensaios de fermentação com meios quimicamente complexos 

 

 Após definir as melhores condições para o crescimento de Clostridium 

acetobutylicum em ensaios com frascos, optou-se por realizar as etapas de propagação e 

fermentação 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 sínteses de uma maneira mais 

sustentável, devido à redução de custos, já que o processo se encontra integrado, 

diferentemente daqueles realizados em etapas distintas (Sydnes, 2016). Somente a etapa 

de ativação continuou sendo realizada em frascos de penicilina. 

 Os ensaios de fermentação realizados em meios quimicamente complexos em 

biorreator, utilizando glicose e xilose como fontes de carbono são apresentados nas 

Figuras 27 e 28, respectivamente, com adição 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-1, 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 fermentação ABE, tendo glicose como substrato em meio quimicamente 
complexo. Composição do meio conforme Tabela 15. Temperatura: 37°C e 50 rpm em biorreator de 

1L. 

 

O ensaio de fermentação com glicose durou 36 horas, com um consumo quase total 

do substrato, ou seja, 35,4 g/L e produção de 6,9 g/L, 4,0 g/L e 0,5 g/L de butanol, acetona 

e etanol, respectivamente. A produção total de solventes ABE foi, portanto, de 11,4 g/L, 

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

No que tange à xilose, o tempo demandado para o consumo dessa pentose foi de 

56 horas, resultando em uma redução percentual do substrato de 69,3%, permanecendo 

no meio fermentado uma concentração residual de 16,7g/L. As concentrações 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 produção total de solventes ABE de 18 g/L, com 

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

 Embora houvesse um resíduo de xilose neste ensaio, as variáveis de resposta 

obtidas foram até superiores às do ensaio com glicose. Percebe-se também que a 

quantidade 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 produção dos solventes, tendo o butanol como produto majoritário. 
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Jiang e colaboradores (2014) utilizaram glicose como substrato para produção de 

butanol por Clostridium beijerinckii IB4. 

 

Figura 28: Cinética de fermentação ABE, tendo xilose como substrato em meio quimicamente 
complexo. Composição do meio conforme Tabela 15. Temperatura: 37°C e 50 rpm em biorreator de 

1L. 

 

 Os autores obtiveram em 40 horas de fermentação concentrações 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 período 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-1 e 0,35 g/L.h. O 

rendimento e a produtividade de butanol foram, respectivamente, 0,26 g.g-1 e 0,27 g/L.h. 

 Kheyrandish e colaboradores (2015) utilizaram glicose como substrato para 

produção de butanol, acetona e etanol em concentrações iniciais do substrato de 20, 40, 

60 e 80 g/L. Os autores obtiveram um acréscimo de 80% na produção de butanol quando 

aumentaram a concentração de glicose de 20 para 40 g/L, porém, não observaram 

aumento significativo do produto com concentrações iniciais maiores do substrato. Os 

autores justificaram os resultados à repressão catabólica causada pela glicose em 

quantidades acima de 40 g/L. A concentrações de butanol, acetona e etanol alcançadas 

foram 9,3 g/L, 3,4 g/L e 0, respectivamente, após 48 horas de fermentação 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 produção de butanol por 

Clostridium acetobutylicum ATCC 824, obtendo em 96 horas de fermentação 

concentrações 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 período 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-1 e 0,12 

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

 Na Tabela 28 estão os resultados obtidos pelos autores em comparação aos 

gerados nesta seção (colunas azuis). As colunas A, B e C são comparáveis entre si, pois são 

relacionadas ao mesmo substrato, a glicose, enquanto a coluna D pode ser comparada à E 

(xilose como substrato). 

 

Tabela 28: Comparação 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. 

 

Parâmetro 

Referências 

Kheyrandish 

et al. (2015) 

(A) 

Jiang et al. 

(2014) 

(B) 

Presente 

trabalho 

(C) 

Sun et al. 

(2012) 

(D) 

Presente 

trabalho 

(E) 

Tempo de fermentação (h) 48 40 36 96 56 

∆S de glicose (g/L) 40 41 35,4 - - 

∆S 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 

YP/S butanol (g.g-1) 0,23 0,27 0,19 0,17 0,25 

YP/S ABE (g.g-1) 0,32 0,34 0,32 0,24 0,48 

QP (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 parâmetros alcançados neste trabalho com uso da glicose foram 

próximos aos reportados na literatura. No entanto, com relação às colunas D e E, todos os 

parâmetros alcançados no presente trabalho para xilose foram superiores aos de Sun e 

colaboradores (2012). Isto se deve à maior produção de butanol e acetona. 

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

xilose como substratos para a produção majoritária de butanol no meio fermentativo. 

 

5.6. Caracterização e fermentação dos hidrolisados lignocelulósicos 

 

5.6.1. Hidrolisado hemicelulósico (HH C5) 

 

 O bagaço de cana-de-açúcar, após sofrer um pré-tratamento e prensagem passou 

por uma etapa posterior de hidrólise enzimática da fração sólida rica em celulose (fração 

C6). Esses processos de desestruturação da fibra dos resíduos lignocelulósicos estão 

voltados para o aproveitamento integral dos açúcares de maior concentração encontrados 

no bagaço, a glicose e a xilose, que juntos são responsáveis por mais de 70% da 

composição em base seca do bagaço de cana-de-açúcar (Gomes, 2009). Na primeira fase 

(pré-tratamento) utilizou-se ácido sulfúrico como catalisador e foi possível aproveitar entre 

70% e 80% dos açúcares da fração hemicelulósica, gerando uma corrente líquida rica em 

xilose, conforme descrito no item 4.3, denominada de hidrolisado hemicelulósico ou HH 

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

 

Tabela 29: Análise composicional do hidrolisado hemicelulósico HH C5. 

Componente Concentração (g/L) 

Glicose 8,14 ± 1,01 

Xilose 52,57 ± 3,08 

Ácido acético 9,45 ± 0,80 

5-Hidroximetilfurfural 0,62 ± 0,11 

Furfural 0,33 ± 0,07 

Polifenóis totais 2,10 ± 0,14 
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A quantidade de xilose, açúcar majoritário, representa 87% do total de carboidratos 

presentes no hidrolisado HH C5, que é de 61 g/L. O teor de ácido acético oriundo da fibra 

lignocelulósica é expressivo e há presença de produtos derivados da oxidação dos 

carboidratos durante o pré-tratamento, que são 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 propagação celular foi realizada com sucesso (dados não apresentados), resultando em 

concentrações de ácido butírico e acético entre 5 e 6 g/L (fase acidogênica). Após a adição 

do hidrolisado hemicelulósico, não houve produção dos solventes, ficando o experimento 

em observação por até 140h. 

A inibição por essas classes de compostos é contraditória na literatura para essa 

fermentação em foco. Segundo Guo e colaboradores (2013), o pré-tratamento da biomassa 

lignocelulósica gera uma quantidade de compostos tóxicos que incluem ácidos, derivados 

furânicos e polifenóis e nenhum microrganismo pode produzir eficientemente butanol 

dessa fração líquida. Segundo os autores, os compostos fenólicos totais solúveis no 

hidrolisado obtidos da fibra de milho por ácido sulfúrico são os potenciais inibidores da 

produção ABE por Clostridium beijerinckii BA101, pois acetato, furfural e 5-

hidroximetifurfural não inibiram o crescimento e a produção ABE pelo microrganismo (Guo 

et al., 2013). 

Os compostos fenólicos, principalmente os de menor massa molecular, são os mais 

tóxicos e causam perda de integridade celular. Porém, os efeitos de inibição não têm sido 

elucidados na literatura. Estudos foram realizados com ácido 4-hidroxibenzóico como 

modelo para se investigar a influência dos compostos fenólicos na fermentação, 

principalmente em estudos com madeira (Palmqvist et al., 2000). O processo de 

destoxificação de hidrolisado é difícil e aumenta os custos de produção. A sugestão dos 

autores foi a utilização de um microrganismo mutante capaz de tolerar níveis mais 

elevados desses inibidores fenólicos presentes no meio. 
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5.6.2. Hidrolisado celulósico (HC C6) 
 

Como não foi possível a obtenção de butanol a partir da fermentação do hidrolisado 

hemicelulósico diretamente, o próximo passo foi a avaliação da fermentabilidade do 

hidrolisado celulósico, obtido após a ação de celulases nos sólidos resultantes do pré-

tratamento com ácido diluído do bagaço de cana, cuja metodologia foi descrita no item 

4.5. Neste caso, a água foi usada para diluir o preparado enzimático comercial, bem como 

para se obter uma suspensão de sólidos com concentração de aproximadamente 20% 

(m/m) no meio de hidrólise. Após o tempo determinado de processo (72h) a 50°C, sob 

agitação a 300 rpm e em pH 5,0, obteve-o hidrolisado celulósico, cuja composição é 

apresentada na Tabela 30. 

 

Tabela 30: Análise composicional do hidrolisado HC C6. 

Componente Concentração (g/L) 

Glicose 51,30 ± 0,97 

Xilose 17,80 ± 0,35 

Ácido acético 5,42 ± 0,02 

5-HMF 0,02 ± 0,00 

Furfural 0,36 ± 0,01 

Polifenóis totais 1,83 ± 0,02 

 

 A concentração total de carboidratos é de 69 g/L, somando-se as concentrações de 

glicose e xilose. A glicose é o açúcar majoritário (74%), produto da ação sinérgica das 

enzimas que compõem o preparado enzimático. As enzimas atuam na fração celulósica de 

maneira mais eficiente no bagaço pré-tratado do que no bagaço in natura, pois aquele 

passou por uma etapa de rompimento da estrutura lignocelulósica, deixando a celulose 

mais acessível ao ataque enzimático (Gomes, 2009). A presença de xilose é resultante da 

ação de xilanases sobre a hemicelulose remanescente do processo de pré-tratamento. 

Além das atividades celulolíticas, os preparados enzimáticos comerciais também possuem 

atividade xilanolíticas. 
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 Observa-se que os teores de 5-hidroximetilfurfural e polifenóis são 97% e 13% 

menores do que no hidrolisado HH C5, respectivamente. O teor de furfural apresentou 

diferença pouco significativa quando comparado ao hidrolisado hemicelulósico oriundo do 

pré-tratamento. 

 A Figura 29 apresenta o resultado do acompanhamento cinético da fermentação do 

hidrolisado HC C6, obtida em biorreator instrumentado de 1L. Antes da fermentação, 

ocorreu primeiramente a fase de propagação celular com 400 mL de meio otimizado 

contendo glicose e 100mL de inóculo com células de Clostridium acetobutylicum DSM6228 

crescidas previamente em meio RCM comercial. Após a etapa de propagação foi 

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

Conforme apresentado nos gráficos da Figura 29, preferencialmente a bactéria 

consome a glicose e isso ocorreu por cerca de 30 horas, com produção dos ácidos 

orgânicos. Registra-se a forte repressão no consumo de xilose pela maior afinidade da 

célula por glicose. Após este tempo, iniciou-se a fase solventogênica, com produção 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 fermentação. Em 48 horas, a produtividade volumétrica e 

o rendimento obtidos, considerando o butanol, foram 0,13 g/L.h e 0,19 g.g-1, 

respectivamente. Em relação à acetona e etanol, obtiveram-se concentrações máximas de 

4,5 e 0,6 g/L, respectivamente. A concentração total, produtividade volumétrica e o 

rendimento de solventes foram, respectivamente, 11,5 g/L, 0,24 g/L.h e 0,34 g.g-1. 

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 concentração de polifenóis na mesma 

ordem de grandeza do hidrolisado HH C5, houve boa produção de solventes e o 

aproveitamento integral dos açúcares presentes. Portanto, estes resultados mostram que é 

possível utilizar o hidrolisado HC C6 para a produção dos solventes sem a necessidade de 

etapa de destoxificação para a remoção dos potenciais inibidores presentes no meio. 

Provavelmente o maior teor de 5-HMF no hidrolisado HHC5 tenha sido o maior responsável 

pela inibição celular na etapa de fermentação desta corrente. 
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Figura 29: Cinética de fermentação 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 próxima estratégia foi a avalição da fermentabilidade do hidrolisado HC C5+C6, 

preparado pela ação das celulases comerciais sobre os sólidos remanescentes do pré-

tratamento com ácido diluído.  Conforme já mencionado, o próprio hidrolisado 

hemicelulósico (HH C5) foi usado para diluir o preparado enzimático comercial, 

biocatalisador da hidrólise nesta etapa, e também para se obter a suspenção de sólidos 

com teor de 20% (m/m) no meio de reação enzimática. Após o tempo determinado de 

hidrólise a 50°C, sob agitação de 300rpm e em pH 5,0, foram obtidas as concentrações dos 

açúcares em 72 horas, chegando-se à composição apresentada na Tabela 31. 

 

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

Componente Concentração (g/L) 

Glicose 69,83 ± 0,05 

Xilose 52,06 ± 1,54 

Ácido acético 11,58 ± 0,52 

5-HMF 0,07 ± 0,02 

Furfural 0,62 ± 0,10 

Polifenóis 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 concentração total de 122 g/L, o que 

foi considerado bastante interessante quando comparado às concentrações reportadas na 

literatura. As concentrações de furfural e polifenóis obtidas também foram superiores às 

anteriores em pelo menos 90% e 52%, respectivamente. A concentração 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 conteúdo de polifenóis e furfural é maior no HC C5+C6 do que no HC C6, devido 

à corrente líquida HH C5 ter sido reunida com os sólidos pré-tratados. Conforme já 

mencionado, o pré-tratamento com ácido diluído tem como objetivo desestruturar o 

material lignocelulósico. Além disso, hidrolisar quimicamente a maior parte da 
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hemicelulose, que continua a reagir com o catalisador ácido no meio, gerando furfural. 

Uma pequena porção de lignina também é solubilizada sob condições de pré-tratamento 

ácido, gerando polifenóis. Para a preparação do HC C6, no entanto, a fração líquida de pré-

tratamento foi removida por filtro-prensa e o sólido residual foi misturado com água e 

enzima para a etapa de hidrólise enzimática, diluindo assim as concentrações de furfural e 

polifenóis presentes no meio. 

A Figura 30 apresenta o resultado do acompanhamento cinético da fermentação do 

hidrolisado HC C5+C6. A fase de propagação celular não 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 inóculo contendo células de Clostridium acetobutylicum 

DSM6228 crescidas previamente em meio RCM comercial. A glicose foi consumida 

preferencialmente, ocasionando o aumento dos teores de ácidos orgânicos até 12 horas. 

Estes ácidos foram provenientes da etapa de propagação (ácidos butírico e acético) e da 

própria composição do hidrolisado (ácido acético). Em seguida, os mesmos foram 

reutilizados pelo microrganismo para a produção 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 à maior concentração inicial de 

açúcares no meio (55 g/L), que provavelmente inibiu o uso da xilose devido à repressão 

catabólica causada pela glicose. 

Vale ressaltar que, diferentemente do que ocorreu com o HC C5+C6, na estratégia 

com HC C6, ambos os açúcares foram totalmente consumidos. A razão deste resultado é 

que a concentração inicial de açúcar foi, aproximadamente, 35 g/L, menor do que no meio 

com HC C5+C6. A bactéria consome açúcares sem inibição na faixa de 30-40 g/L 

(Kheyrandish et al., 2015). 

A concentração, 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-1, 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 relação à acetona e etanol, obteve-se 

concentrações máximas de 5,5 e 0,9 g/L, respectivamente, em 36 horas. 



 

110 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Cinética de fermentação ABE de hidrolisado HC C5+C6. Temperatura: 37°C e 50 rpm, em 
biorreator de 1L. 
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A concentração 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-1. O hidrolisado HC C5+C6 apresentou 

concentração de polifenóis ainda maiores se comparado aos anteriores e, mesmo assim, 

houve boa produção de solventes, denotando que a bactéria apresenta resistência à 

presença de substâncias potencialmente tóxicas ao seu metabolismo e integridade celular. 

Este é mais um indício que a inibição ocorrida com o uso do hidrolisado HH C5, 

provavelmente se sucedeu pela presença de 5-HMF em maior concentração. 

 

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

 

  Nesta fase do trabalho, avaliou-se a possibilidade de eliminar a adição de nutrientes 

na etapa de fermentação visando a redução nos custos de preparo dos meios. 

Primeiramente foi feita uma caracterização mais completa dos hidrolisados e comparados 

os resultados de concentrações dos cátions e ânions com o que são recomendadas pela 

literatura (Sun & Liu, 2012; Monot et al., 1982). Esta comparação é apresentada na Tabela 

32. 

Pelos resultados obtidos, percebe-se que o hidrolisado HC C6 supre a demanda de 

íons Mn2+, Mg2+, Na+, Fe2+ e sulfato. Porém, com relação a K+ e fosfato, o mesmo possui 

déficit. Em relação 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 propagação, porém não foi analisado o seu teor na mistura 

reacional. Portanto, o hidrolisado HC C5+C6 foi selecionado para a realização da 

fermentação sem aporte de nutrientes e a Figura 31 apresenta os perfis cinéticos 

sobrepostos de fermentação do hidrolisado HC C5+C6 com e sem adição de nutrientes. 

Como pode ser observado, não houve diferenças significativas nos dois casos, muito 

possivelmente pelo fato de haver nutrientes suficientes para o metabolismo celular, o que 

também atende a expectativa de diminuição dos custos do processo por não ser necessária 

a adição de insumos nesta etapa. 
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 Tabela 32: Comparação entre a demanda de cátions e ânions como nutrientes para a etapa 
de fermentação entre os dados de literatura (Sun & Liu, 2012 e Monot et al., 1982) e a composição 

real nos hidrolisados HC C6 e HC C5+C6 (em mg/L), considerando a diluição. 

Íons demandados à 
atividade de Clostridium 

conforme a literatura 

Faixa de 
concentração 
recomendada 

(mg/L) 

Concentração 
no HC C6 

(mg/L) 

Concentração 
no HC C5+C6 

(mg/L) 

Mn2+ 0 – 7,3 2 13 

Mg2+ 10 - 40 16 75 

K+ 314 – 4.188 90 335 

Na+ 0 – 1.966 34 140 

Fe2+ 0,4 – 18,4 14 550 

PO4
3- 700 – 1.400 14 125 

SO4
2- 0,6 - 160 1.750 6.500 

 

Alguns íons são importantes no metabolismo de microrganismos, pois representam 

cofatores de enzimas, que catalisam as reações metabólicas, como a glicólise, reações 

redox e transporte de nutrientes, que são essenciais para manter a viabilidade celular. De 

acordo com Monot et al. (1982), a presença de íons Mg2+ e K+ em concentrações dentro 

das faixas recomendadas (Tabela 32) desempenha um papel importante na formação de 

acetona. Segundo Zabihi et al. (2019), o aumento da concentração 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 produção de ABE, além de inibir a 

mudança entre as fases acidogênica e solventogênica. A alta salinidade causa desidratação 

do citoplasma bacteriano e lise celular, por aumentar a pressão osmótica do meio externo. 

De acordo com Maiti e colaboradores, o sal NaCl é citado em uma lista de 

compostos inibitórios presentes em hidrolisados de biomassa. Este sal inibe o crescimento 

celular a uma concentração de 2 g/L, o que corresponde a 786 mg/L de Na+, além de 

aumentar a permeabilidade da membrana celular. A redução na produção de solvente 

ocorre em concentração de 5 g/L, corroborando com o estudo anterior realizado por 

Monot et al. (1982).No presente trabalho, as concentrações de Na+ no HC C6 e no HC 

C5+C6 foram de 34 e 125 mg/L, respectivamente, ou seja, inferiores a concentrações 

inibitórias (Maiti et al., 2016). 
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Figura 31: Cinéticas da fermentação ABE de hidrolisado HC C5+C6 com aporte de nutrientes (em preto) e 

sem (vermelho). Temperatura: 37°C e 50 rpm, em biorreator de 1L. 
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 Segundo Gheshlaghi et al. (2009), a enzima fosfofrutoquinase (PFK) catalisa uma 

única etapa da glicólise, conhecida como fosforilação da frutose-6-fosfato, usando ATP e 

fosfato para formar frutose-1,6-difosfato e ADP. A PKF precisa de Mg2+ associado ao NH4
+. 

 O cátion 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 

glicólise através da ação da PFK para aumentar a taxa da reação. 

 Um dos passos importantes na via metabólica Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) 

de bactérias do gênero Clostridium é a clivagem do piruvato, obtido a partir da glicólise, 

pela ação da enzima piruvato ferredoxina oxidoredutase (PFOR) na presença da coenzima-

A (Co-A) para a formação de acetil CoA e CO2, com conversão concomitante de ferredoxina 

oxidada e sua forma reduzida. A enzima PFOR contém um cromóforo de enxofre e ferro em 

sua composição, que transporta elétrons do piruvato para a ferredoxina. A análise 

composicional da enzima confirmou a presença de pirofosfato de tiamina, ferro e enxofre 

(Gheshlaghi et al., 2009). 

 A adição de íons de ferro no meio de cultura influencia o metabolismo de 

Clostridium de maneira a alterar o fluxo de carbono e elétrons durante a fermentação com 

xilose. Essa alteração aumentou a solventogênese e a utilização da pentose em organismos 

produtores de ABE. Ambos são resultados desejáveis para serem aplicados em reatores 

com organismos naturalmente ocorrentes na produção de biocombustíveis (Popovic et al., 

2017). 

Em relação à fonte de nitrogênio (extrato de levedura), a concentração necessária 

para a fermentação ABE é de 1,0 g/L, de acordo com Sun e Liu (2012). No entanto, os 

teores de nitrogênio total nos hidrolisados HC C6 e HC C5+C6 foram 2,7 g/L e 8,5 g/L, 

respectivamente, sendo a concentração de nitrogênio amoniacal em ambos de 1,9 g/L e 

6,5 g/L, respectivamente. A maior parte do nitrogênio quantificada em ambos os 

hidrolisados se deve à adição de NH4OH para ajuste de pH nas etapas de hidrólise 

enzimática do bagaço de cana pré-tratado. Portanto, as quantidades de nitrogênio 

disponível em ambos os hidrolisados são bem altas, comparando-as à demanda descrita 

pela literatura. 
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Li et al. (2018) utilizaram várias fontes de nitrogênio, incluindo extrato de levedura, 

peptona, triptona, uréia e acetato de amônio, com objetivo de aumentar a eficiência da 

fermentação ABE. Os autores concluíram que o acetato de amônio usado como única fonte 

de nitrogênio em concentração de 3 g/L aumentou o crescimento celular em 26% e que 

esse componente contribuiu para melhorar o crescimento celular e a produção de 

solventes, além de diminuir o tempo de fermentação. Também foi relatado que os íons de 

amônio influenciam na expressão de seis genes envolvidos na via metabólica do butanol, 

ou seja, ackA (acetato quinase), buk (butirato quinase), adc (acetoacetato descarboxilase), 

ctfAB (acetoacetil-CoA/acil-CoA transferase), adhE2 (acetaldeído-CoA/álcool desidrogenase 

bifuncional) e bdhB (butanol desidrogenase dependente de NADH). A concentração de 

ácido acético (ou acetato) é maior no HC C5+C6 do que no HC C6 (Tabelas 30 e 31). 

Portanto, a presença de concentração de acetato de amônio mais elevada no HC C5+C6 

possivelmente aumentou a produtividade da fermentação com este hidrolisado. 

Uma outra característica interessante do processo desenvolvido é que, utilizando o 

hidrolisado HC C5+C6 sem suplementação de nutrientes, atingiu-se valores elevados de 

butanol, acetona, ABE, rendimento e produtividade, em comparação com resultados 

encontrados na literatura. A Tabela 33 apresenta os resultados de processos de 

fermentação ABE, com uso de diferentes hidrolisados de biomassas e também com meios 

quimicamente complexos, utilizando microrganismos do gênero Clostridium. Zheng e 

colaboradores (2015), por exemplo, obtiveram concentração de ABE de 13,1 g/L utilizando 

hidrolisado de eucalipto sem suplementação nutritiva. Entretanto, esse resultado foi 

obtido após 120 h de fermentação, 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 adição de nutrientes, mesmo não consumindo toda a xilose disponível. A 

produção 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 adição de todos os 

nutrientes citados nas Tabelas 12 (propagação) e 16 (fermentação). 
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Tabela 33: Comparação entre dados da literatura com os resultados obtidos no presente trabalho para a fermentação ABE de hidrolisados de bagaço de 
cana-de-açúcar. 

Substrato Microrganismo 
Consumo 
de glicose 

(g/L) 

Consumo de 
xilose (g/L) 

Butanol 
(g/L) 

Acetone 
(g/L) 

ABE 
(g/L) 

QP 
(g/L.h) 

ABE 

YP/S 

(g.g-1) 
ABE 

Referência 

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  

Hidrolisado de palha de soja 
C. acetobutylicum 24,2 8,4 4,0 3,1 7,1 0,10 0,22 

Liao et al., 2019  
C. acetobutylicum (OGM) 47,4 11,0 8,0 6,0 14,8 0,21 0,25 

Hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar C. acetobutylicum 12,0 5,0 4,5 1,4 6,2 0,08 0,36 Magalhães et al., 2017 

Hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar 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 Não citado 8,1 3,7 12,4 0,10 0,33 Yang et al., 2017 

Hidrolisado de torta de palmiste C. acetobutylicum Não 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; MnSO4, 0,01; MgSO4, 0,2; KH2PO4, 0,5; K2HPO4, 0,5; acetato de sódio, 0,01 e FeSO4.7H2O, 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 operação (OPEX), quanto no 

projeto de reatores (CAPEX), pois diminui a necessidade de aquisição de produtos químicos 

e também de biorreatores muito grandes. 

 Usando uma cepa de Clostridium acetobutylicum geneticamente modificada, Liao 

e colaboradores (2019) alcançaram uma produção de butanol e ABE de 8 e 14,8 g/L, 

respectivamente, com hidrolisado de palha de soja. O consumo de açúcar foi de 58 g/L e os 

autores alcançaram 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 próximos aos alcançados no presente trabalho, quando o HC C6 foi 

utilizado. No entanto, os resultados com HC C5+C6 foram superiores, sem a necessidade de 

destoxificação e aporte de nutrientes. O suprimento de fosfato não foi totalmente 

fornecido pelo hidrolisado, porém esse déficit não interferiu no desempenho da 

fermentação. A mesma constatação vale para o extrato de leveduras, sendo 

provavelmente as fontes de nitrogênio presentes no hidrolisado suficientes para o 

metabolismo celular. 

 Outra vantagem do processo aqui descrito é que a destoxificação dos hidrolisados, 

que incluem aditivos químicos, tratamento enzimático, aquecimento e vaporização, 

extração líquido-líquido, extração líquido-sólido ou tratamento microbiano (Jönsson et al., 

2013) não se fez necessário, economizando custos no processo fermentativo. 

 

5.2. Aplicação da pervaporação para a recuperação de butanol 

 

Para fins de avaliação da aplicabilidade do processo de recuperação de butanol e 

acetona no meio fermentativo, foi realizado um ensaio de fermentação ABE com 
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hidrolisado HC C5+C6 sem adição de nutrientes e com o acionamento da pervaporação 

após 16h do início do processo. A Figura 32 a seguir mostra uma fotografia com o 

biorreator e as partes do sistema de recuperação por membranas montadas em 

laboratório. 

A Figura 33 apresenta os gráficos da cinética de fermentação ABE do hidrolisado, 

quando as bombas de recirculação e de vácuo 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 produção principalmente de ácido butírico até 12h. A partir deste tempo, a produção 

de butanol e acetona cresce acentuadamente, mediante a reutilização do ácido butírico 

produzido e do ácido acético proveniente do hidrolisado. 

 

 

Figura 32: Fermentação ABE de hidrolisado HC C5+C6, com aplicação de pervaporação. (1) Biorreator 
de 3,6L; (2) Sistema de controle do biorreator; (3) Bomba de recirculação do meio fermentativo; (4) 

Células planas de silicone; (5) Unidade de vácuo; (6) Cristalizador. 

 

(1) 

(2) 

(3) 
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(5) 
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Figura 33: Cinética de fermentação ABE de hidrolisado HC C5+C6, com aplicação da pervaporação 
após 16h do início do processo (linha hachurada). As linhas em vermelho representam as 

concentrações de butanol e acetona no permeado. Temperatura: 37°C e 50 rpm, em biorreator de 
3,6L. 
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Mesmo após o acionamento da pervaporação, que ocorreu 16h do início do 

processo fermentativo, é possível notar que a produção de solventes pelos microrganismos 

no meio fermentativo ainda supera a remoção, chegando-se a concentrações 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 remoção passa a ser maior do que a de produção. A partir daí ocorre então a 

retomada da fase acidogênica pela bactéria, pois a produção dos ácidos acético e butírico 

voltam a aumentar mediante o consumo da xilose, dando início a um novo ciclo 

metabólico. 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 pervaporação (38 g/L), o que representa um aumento na capacidade de 

consumo do substrato pela cepa em 17%, com consequente ampliação da capacidade 

produtora de solventes (butanol e acetona). 

Enquanto houve a remoção 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, após cerca de 8h do acionamento da pervaporação. Foi possível 

realizar as amostragens no biorreator durante o turno da noite, mas não houve 

possibilidade de reposição do nitrogênio líquido para a continuidade da condensação dos 

vapores do permeado. Portanto, entre 8 e 25 horas, houve perda dos vapores que 

passavam pela membrana e também na solução condensada no cristalizador durante a 

fase noturna, no qual não houve possibilidade de amostragem. Estes são os motivos de não 

haver dados de concentração no permeado durante este período. Porém, percebe-se 

claramente altas concentrações de butanol e acetona no permeado, comprovando assim a 

eficiência da técnica na remoção e recuperação dos solventes produzidos. 

A Figura 34 apresenta as membranas de silicone das células de pervaporação, 

dispostas em série, após 30 horas de permeação. A primeira (a) apresenta uma sujidade 

maior que a da segunda, o que já era esperado, pois foi a primeira a ter contato com o 
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meio fermentativo. Após as membranas serem lavadas com água, apresentaram o mesmo 

comportamento que antes (dados não apresentados), ou seja, as incrustações foram 

facilmente removidas e não danificaram o material. 

 

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

célula. 

 

 A Figura 35 mostra o perfil do volume de fluxo permeado total do processo durante 

o tempo de pervaporação. Inicialmente, ocorre uma queda rápida no fluxo de 150 g/h.m² 

para valores entre 40 e 70 g/h.m² (média de 55,4 g/h.m²), provavelmente pela presença 

das incrustações citadas. Porém, após esta queda inicial, o fluxo se manteve estável, não 

havendo intensificação das incrustações com o tempo. 

A Figura 36 mostra os perfis de fluxo permeado de cada solvente recuperado, 

calculados pelas concentrações de butanol e acetona no permeado, em cada tempo. As 

linhas tracejadas são dos valores médios obtidos para butanol (4,3 g/h.m²) e acetona (8,7 

g/h.m²). Foi calculado o fluxo permeado de butanol e acetona no período entre 8 e 25h 

(período noturno), através da medição da diferença de volume no biorreator, que foi de 

540 mL, e as concentrações dos solventes nestes pontos. Obtiveram-se, portanto, os 

valores de 10 g/h.m² para butanol e 17 g/h.m² para acetona. Estes resultados foram 

submetidos a um pedido de patente nº BR 10 2018 070289-0, cujo depósito foi realizado 

em 02 de outubro de 2018, ou seja, a segunda propriedade intelectual obtida deste 

trabalho. 

(a) (b) 
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Figura 35: Perfil do fluxo permeado total da PV com o tempo. 

 

 

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

 

Mesmo aumentando o volume do reator para 3,6L não foi possível realizar o 

balanço de massa do processo porque durante a noite o mesmo não foi assistido e não 

houve possibilidade de reposição de nitrogênio líquido no cristalizador para a condensação 

dos vapores recuperados, mas foi possível demonstrar a exequibilidade do processo por 
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meio da sua prova de conceito de recuperação do butanol e também da acetona, 

integrando a pervaporação ao processo fermentativo com uso de hidrolisado de bagaço de 

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

De modo a possibilitar estudos mais detalhados destas conversões e melhor 

caracterização dos produtos separados e purificados, experimentos em maior escala 

devem ser conduzidos. 

 Embora a recuperação in situ dos solventes seja eficaz para contornar a 

toxicidade dos mesmos à célula bacteriana e facilitar a purificação do produto final de 

interesse, mais avanços no sentido de aplicação de processos híbridos podem resolver 

problemas inerentes a cada técnica individual de separação. A configuração depende de 

alguns critérios, tais como: diminuição dos fenômenos de incrustação, alto desempenho de 

recuperação, bem como baixo consumo energético. Estratégia de recuperação híbrida, 

com combinação de mais de um processo de recuperação de produtos oferece uma 

alternativa eficaz e vantajosa para as deficiências de processos de recuperação 

empregados (Xue et al., 2017). 

 Com a obtenção dos rendimentos de butanol neste trabalho e também 

considerando a significativa produção de acetona no meio, foram retomados os cálculos 

realizados no item 2.8, considerando a balança comercial de butanol e acetona, os preços 

FOB de ambos em 2018 e os rendimentos obtidos para cada molécula. A seguir, são 

reapresentadas as premissas para o cálculo da magnitude do volume financeiro potencial 

na comercialização dos produtos: 

1. Fermentação 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-1 

YP/S Acetona = 0,14 g.g-1 

2. Quantidade estimada de bagaço excedente à cogeração no Brasil, considerando a 

safra 2019/2020: 17,2 milhões 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 bagaço: 70,5% m/m (Gomes, 

2009); 

4. Preço (FOB) de exportação do butanol em 2018: U$1.506,34/ton (MDIC, 2019) 

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

 

 Portanto, as produções anuais de butanol e acetona a partir de matéria prima 

lignocelulósica seriam de 1,46 milhões e 849 mil toneladas, respectivamente. A ordem de 

grandeza do volume financeiro atrelado à produção de butanol confirma ser de US$ 2,2 

bilhões e em relação à acetona, o potencial é de cerca de US$ 1,0 bilhão. 
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Capítulo 6  

 

Conclusões 
 

 Neste capítulo são apresentadas as conclusões da presente tese de doutorado. 

Sugestões de propostas de trabalhos futuros de pesquisa são apresentados em seguida, 

como desdobramentos dos resultados gerados. 
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6.1. Conclusões 

 

 Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que: 

 

� Através dos delineamentos experimentais (PB 12 e DCCR) foi possível otimizar o 

meio de propagação de Clostridium acetobutylicum DSM 6228, passando de nove 

para três componentes. O meio final de propagação otimizado ficou constituído de 

peptona, extrato de levedura e glicose, com concentrações de 6 g/L, 6 g/L e 12 g/L, 

respectivamente, para maximização da concentração celular em até 12 horas; 

 

� A aplicação da técnica do planejamento de experimentos, possibilitou reduzir os 

custos com insumos na fase de propagação em 76%, substituindo o meio comercial 

RCM pelo meio otimizado, obtendo-se uma concentração de células de 10,4 g/L em 

8 horas; 

 

� Os hidrolisados de bagaço de cana-de-açúcar HH C5, HC C6 e HC C5+C6 possuem 

concentrações expressivas de carboidratos (glicose mais xilose) de 60,7; 69,1 e 

122,0 g/L, respectivamente, sendo fontes interessantes de substratos para a 

produção de butanol por Clostridium acetobutylicum DSM 6228. 

 

� Utilizando o meio hidrolisado HC C6 obteve-se uma produção 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-1, respectivamente. A concentração total, produtividade volumétrica e o 

rendimento de solventes foram 11,5 g/L, 0,24 g/L.h e 0,34 g.g-1, respectivamente. 

Não foi verificada inibição pela presença de 5-HMF, furfural e polifenóis no meio. 

 

� Utilizando o meio hidrolisado HC C5+C6 obteve-se uma produção 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-1, respectivamente. A concentração 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-1, respectivamente. Também não se verificou inibição pela presença de 5-

HMF, furfural e polifenóis 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 

operação (OPEX), quanto no projeto de reatores (CAPEX), pois diminui a 

necessidade de aquisição de produtos químicos e também de biorreatores muito 

grandes. 

 

� Não houve necessidade de suplementação de nutrientes na fermentação ABE com o 

hidrolisado HC C5+C6, pois os sais minerais (cátions e ânions) e fontes de nitrogênio 

existentes no meio foram suficientes para atender à demanda nutricional exigida 

pela cepa microbiana. Este resultado contribuiu para a redução dos custos com 

insumos na etapa de fermentação. 

 

� A aplicação da pervaporação como técnica para a recuperação dos produtos 

resultou em sucesso na remoção de butanol e acetona do meio em fermentação, 

obtendo-se fluxos permeados de 10 e 17 g/h.m², respectivamente, comprovando a 

viabilidade técnica do processo com membranas planas de silicone. As 

concentrações no permeado de butanol e acetona alcançadas durante o período de 

8h de acionamento da pervaporação concomitante à fermentação ABE foram de 87 

g/L e 234 g/L, respectivamente; 

 

� Comprovou-se com a pervaporação o decréscimo das quantidades de solventes no 

meio em fermentação. Como consequência, ocorreu a retomada da fase 
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acidogênica pela bactéria, dando início a um novo ciclo metabólico com o consumo 

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

 

� Os resultados obtidos de produção de butanol a partir de bagaço de cana excedente 

suportam os cálculos do potencial de produção de 1,46 milhões de tonelada do 

produto no país, com volume financeiro envolvido na ordem de U$ 2 bilhões, 

considerando preço de exportação. Levando-se em conta a acetona também, a 

quantidade em potencial de produção deste solvente é de 849 mil toneladas, com 

estimativa de U$ 1 bilhão; 

 

� Este trabalho contribui de maneira significativa para a viabilização do uso da 

Biotecnologia, dentro do conceito de Biorrefinaria de segunda geração, através do 

uso de materiais lignocelulósicos como substrato para a produção de solventes, 

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

 

� Estudar a fermentação ABE com hidrolisados de bagaço de cana-de-açúcar, 

acoplada à pervaporação, em maior escala e com monitoramento constante do 

meio fermentativo e do permeado; 

 

� Obtenção do balanço de massa e energia do processo para as estimativas de custos 

operacionais; 

 

� Estudo da fermentação ABE em modo contínuo com a aplicação da pervaporação, 

visando o aumento da produtividade; 

 

� Desenvolvimento e utilização de cepas geneticamente modificadas com maior 

tolerância aos solventes e a maiores concentrações de açúcares; 

 

� Uso de modelos híbridos de recuperação dos produtos (gas stripping – gas 

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

custos envolvidos no processo. 
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