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Introducao

Diversos estudos tém sido desenvolvidos para
producao de combustiveis provenientes de fontes
renovaveis visando a minimizacado de impactos
ambientais, incluindo a diminuicao de emissdes

de gases de efeito estufa. Nesse sentido, o butanol é
uma alternativa promissora, ja que pode ser produzido
pela via fermentativa de substratos provenientes de
biomassa (LIN et al., 2011), podendo, conforme alguns
autores, substituir a gasolina sem qualquer modificacao
nos motores dos veiculos atuais (GREEN, 2011;
ATSUMI et al., 2008).

Vérias linhagens de microrganismos estritamente
anaerdbios estdao sendo utilizadas em processos
fermentativos para producao de butanol. A
maioria é dos géneros Clostridium, Butyrivibrio,
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Butyribacterium, Sarcina, Eubacterium,
Fusobacterium e Megasphera (NI; SUN, 2009). As
principais linhagens utilizadas industrialmente para

a producao de acetona-butanol-etanol (ABE) sao: C.
acetobutylicum, C. beijerinkii, C. Saccharobutylicum
e C. Saccharoperbutylacetonicum. A cepa C.
acetobutylicum ATCC 824 é a mais usada para
producéao de butanol.

Um dos principais fatores que influenciam o
rendimento do processo de producao de butanol é
a composicdo dos meios de cultura. Estes podem
ser diferentes para as fases de incubacao, de
propagacao do inéculo e de fermentacao, ou ainda
podem ser diferentes de acordo com as cepas
utilizadas. A maior parte dos meios consiste de
extrato de levedura, glicose, KH2P04, K2HP04,
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Producdo de Butanol a partir de Glicose via Processo Biolégico Anaerébio

FeS0O,.7H,0, NaCl e acetato de aménio, entre
alguns microelementos e vitaminas (LI et al., 2014).

Nesta pesquisa, estabeleceram-se as condicoes
nutricionais de processo para producao de butanol
a partir de glicose como fonte de carbono e energia
via rota biolégica anaerébia, em escala de bancada.

Microrganismos utilizados, ativacao e
in6culo

As bactérias estudadas neste processo foram do
género Clostridium: Clostridium acetobutylicum
CCT 0485, que corresponde a cepa Clostridium
acetobutilycum ATCC 824 (Americam Type
Culture Colletion, Manassas, VA), e Clostridium
acetobutilycum CCT 0424, que corresponde a
cepa Clostridium acetobutilycum NRRL B-519 da
ARS (Agricultural Research Service, NRRL Culture
Collection, Peoria, IL).

Para a ativacao, 500 ulL da cultura estoque foram
repicados em tubos de ensaios rosqueaveis com
volume de 20 mL, contendo 5 mL de meio RCM
(Reinforced Clostridial Medium), acondicionados
em jarra de anaerobiose e incubados em condicdes
estéaticas a 37+ 1 °C por 24 horas. Apés o periodo
de incubacao, para a propagacéao do inéculo a ser
empregado nos experimentos, 500 uL das culturas
crescidas durante a ativacdao foram novamente
repicadas em meio RCM. A propagacao ocorreu por
12 horas nas mesmas condicoes de ativacao.

Producao de butanol em escala de
bancada

Para se estabelecer as condicdes nutricionais para
a producao de butanol em escala de bancada, foram
realizados ensaios com as duas cepas e dois meios
de cultivo, sendo um deles o RCM (Tabela 1) e o outro
de acordo com Gungormusler et al. (2010) (Tabelas
2 e 3). A quantidade de glicose foi de 80 g/L em
todos os ensaios, de acordo com o recomendado
por Monot et al. (1982).

As condicOes operacionais foram: Frascos Schott
de 250 mL como biorreator usando 100 mL de
volume reacional, glicose 80 g/L, meio de cultivo
RCM como suplemento nutricional, pH 6,5,
temperatura de 37,0 °C, agitacao de 100 rpm,
10% de in6culo, anaerobiose com purga de
nitrogénio por 1 min e 10 dias de processo.

Tabela 1. Composicao do meio de cultivo RCM.

CorTEaTEE Concentracéao
(g/L)
Extrato de levedura 3.0
Extrato de carne 10,0
Peptona 10,0
Amido soltvel 1,0
Glicose -
Cloreto de cisteina 0,5
Cloreto de sédio 5,0
Acetato de sédio 3,0
Agar 0,5

Fonte: United States Pharmacopeia Convention (2009).

Tabela 2. Composicao do meio de cultivo para a producéao
de butanol segundo Gungormusler et al. (2010).

CErTEPNETE Concentracao
(g/L)
KH,PO, 0,5
K,HPO, 1,0
(NH,),SO, 2,0
CaCl,.2H,0 0,015
MgSO0,.7H,0 0,2
FeSO,.7H,0 0,005
Extrato de levedura 1,0
Glicose =
Solucao elemento-traco 2,0 mL/L
Biotina 0,01
Acido p-aminobenzoico 0,01

Fonte: Gungormusler et al. (2010).

Tabela 3. Composicdo da solucdo de elemento-traco
do meio de cultivo para a producao de butanol segundo
Gungormusler et al. (2010).

COmTEETETE Concentracao
(g/L)
ZnCl, 0,07
MnCl,.4H,0 0,1
H,BO, 0,06
CoCl,.2H,0 0,2
CuCl,.2H,0 0,5
NiCl, 6H,0 0,025
Na,MoO,.2H,0 0,035
HCI (37 %) 0,9 (mL/L)

Fonte: Gungormusler et al. (2010).
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A Figura 1 apresenta os melhores resultados das
concentracoes dos metabdlitos gerados durante o
processo de producao de butanol onde se utilizou

a cepa Clostridium acetobutilycum NRRL B-519

em meio de cultivo RCM. Pode-se observar uma
producao de 4,6 g/L de butanol e 2,6 g/L de
acetona, nao sendo detectada a producao de etanol.
Outros metabdlitos também foram produzidos

(1,3 g/L de &cido latico, 0,8 g/L de &cido acético e
0,3 g/L de acido butirico). Tais 4cidos sdo produzidos
e assimilados pelo microrganismo para a formacao de
butanol na fase de solventogénese.
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Figura 1. Producdo de metabdlitos durante o processo
biolégico anaerdbio para producado de butanol com a cepa
Clostridium acetobutilycum NRRL B-519 em meio de
cultivo RCM.

Com base nos resultados obtidos, recomenda-se
os seguintes procedimentos para a produgao de
butanol em escala de bancada, usando glicose
como substrato:

(1) Utilizar cepa Clostridium acetobutilycum NRRL
B-519.

(2) Etapa de ativacdo: usar meio de cultivo RCM
com 24 horas de incubacgao.

(3) Etapa de propagacao de inéculo: usar meio de
cultivo RCM com 12 horas de incubacao.

(4

Etapa de producao: usar frascos Schott de
250 mL como biorreator, com 100 mL de
volume reacional, 80 g/L de glicose e meio
de cultivo RCM como suplemento nutricional.
Ajustar pH inicial em 6,5, temperatura de
37,0 °C, agitacao de 100 rpm. Utilizar 10%
(v/v) da suspensdo de biomassa celular obtida
na etapa de propagacao do inéculo para iniciar o
processo. Estabelecer condicao de anaerobiose
com purga de nitrogénio por 1 min. O tempo de
processo deve ser de 10 dias.
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