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Resumo - A crescente demanda global por energia tem impulsionado
estudos para a diversificagdo da matriz energética mundial, buscando fontes
sustentaveis em substituicdo aos combustiveis fosseis. Neste sentido,
o n-butanol é um alcool com grande potencial para substituir a gasolina
e que pode ser produzido por meio de processos bioldgicos, usando-se
residuos da agroindustria como substrato. Neste trabalho, o objetivo foi
estabelecer uma rota bioldgica anaerébia para producéo de n-butanol a
partir de microrganismos do género Clostridium sp. Durante os ensaios,
foram testadas diferentes cepas microbianas, diferentes meios de cultura e
formas de preparo, diferentes fontes de carbono e energia (glicose e glicerol),
diferentes valores de pH inicial, diferentes tempos de incubacgao, processos
com e sem agitagéo e o uso de praticas de engenharia evolutiva, a fim de
se obter elevados rendimentos em n-butanol. Observou-se que, durante o
processo, existe a ativacao e inativagdo de diferentes rotas metabolicas a
partir de diferentes condigcbdes de cultivo. Todavia, os rendimentos para os
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metabdlitos foram baixos, inclusive para o n-butanol. Portanto, até o presente
momento, a condi¢ao proxima do 6timo de produgao de n-butanol ainda néo
foi encontrada. De qualquer maneira, estes resultados s&o importantes como
avancgo no conhecimento desta técnica, indicando futuras rotas tecnolégicas
para producao de n-butanol a partir de um substrato simples (glicose) ou de
subprodutos da cadeia produtiva da soja (melago).

Palavras-chave: Combustiveis renovaveis, fermentacao ABE, otimizagao de
processo, condigdes de cultivo, engenharia evolutiva.
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Production of n-Butanol Using Lineages
of the Genus Clostridium sp.

Abstract - The increase of the global energy demand has encouraged studies
for the diversification of the world energy matrix, which aim at sustainable
sources as alternatives for the fossil fuels. Reasoning from this fact, n-butanol
is an alcohol with high potential to readily replace gasoline and can be produced
through biological processes. This work aimed to establish an anaerobic
biological pathway for the production of n-butanol using microorganisms of
the genus Clostridium sp. During the assays we tested different microbial
strains, different culture media and preparation forms, different carbon and
energy sources (glucose and glycerol), different initial pH values, different
process time, processes with and without agitation and the use of evolutionary
engineering in order to obtain high yields of n-butanol. We observed that,
during the process, activation and inactivation of different metabolic routes from
different culture conditions occurred. However, the yields for the metabolites
were low, even for n-butanol. Thus, up to this moment the optimal condition of
n-butanol production was not acquired. Anyhow, these results are important
as a breakthrough knowledge, leading to further technological pathways for
n-butanol production using simple substrate (glucose) or a by-product from
the soy production chain (molasses)

Index terms: Renewable fuels, ABE fermentation, process optimization,
culture conditions, evolutionary engineering.
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1. Introducao

Devido aos altos precos dos combustiveis fosseis, sua disponibilidade
limitada e seu potencial poluente, estudos tém sido desenvolvidos para
producdo de alguns alcoois com a finalidade de substitui-los parcialmente e
diversificar a matriz energética, aumentando a sustentabilidade econdmica e
ambiental da cadeia produtiva (Monot et al., 1982). Segundo Lin et al. (2011),
o n-butanol pode ser um dos combustiveis alternativos mais promissores
para resolver problemas de poluigdo ambiental.

Em comparagéo com o etanol (19,0 MJ/L), o n-butanol tem maior teor
energético (27,0 MJ/L), menor miscibilidade em agua, menor volatilidade,
menor pressao de vapor (4 mmHg a 20 °C), podendo ser transportado por
meio da infraestrutura de tubulagdes ja existente (Li; Baral; Jha, 2014).
Devido ao teor energético do n-butanol ser préximo ao da gasolina (32 MJ/L),
este podera substitui-la sem qualquer modificagdo nos veiculos atuais e seus
motores (Li; Baral; Jha, 2014). Além disso, o n-butanol pode ser produzido
por rotas bioldgicas a partir de matéria-prima renovavel (Biebl, 2001). Dessa
forma, pode-se concluir que o n-butanol apresenta um potencial para atender
a necessidade de sistemas de energia verde e sustentavel.

O n-butanol é o componente principal da fermentacado acetona/butanol/
etanol (ABE) por bactérias do género Clostridium sp. No entanto, o
desempenho da fermentacado ABE é severamente limitado por fatores como
baixa tolerancia ao solvente e crescimento microbiano lento, o que acarreta
baixa densidade de células durante a solventogénese (etapa em que se
observa areassimilacao dos acidos acético e butirico excretados e a produgao
de etanol, n-butanol e acetona) (Li; Baral; Jha, 2014). Um dos principais
problemas associados a produgao de ABE ¢é a baixa concentragéo do produto
causada pela toxicidade do n-butanol nos microrganismos produtores (Ezeji;
Qureshi; Blaschek, 2007). Segundo Jones e Woods (1986), o crescimento
microbiano é totalmente inibido com uma concentracéo de n-butanol entre
12 a 16 g/L. Outra razado para a baixa produtividade € a baixa concentragéo
celular no biorreator. Segundo Ezeji, Qureshi e Blaschek (2004), em um reator
operando em modo descontinuo, uma concentragao celular acima de 3 g/L
€ raramente alcangada. Uma explicacéo para este fato, além da toxicidade
causada pelo produto ou outros metabdlitos, € que os processos anaerdbios
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produzem menos ATP quando comparado com 0s processos aerobios,
ocasionando uma menor multiplicagdo celular (Tortora; Funke; Case, 2012).

Véarios microrganismos  estritamente  anaerdbios estdo sendo
utilizados para estudos na producdo de n-butanol, a maioria sao dos
géneros Clostridium, Butyrivibrio, Butyribacterium, Sarcina, Eubacterium,
Fusobacterium e Megasphera (Li; Baral; Jha, 2014). As principais espécies
utilizadas industrialmente para fermentacdo ABE sao: C. acetobutylicum, C.
beijerinkii, C. saccharobutylicum e C. saccharoperbutylacetonicum. A cepa
C. acetobutylicum ATCC 824 é a mais usada para produgao de n-butanol.
De acordo com estes autores, outras cepas como C. saccharobutylicum
P262, C. beijerinckii P260 e C. Beijerinckii BA101 também s&o utilizadas.
Microrganismos modificados por engenharia genética, como Escherichia coli
e Saccharomyces cerevisiae, também s&o usadas na producao de n-butanol
(Pighinelli et al., 2013).

Nas fermentacbes ABE, o rendimento em n-butanol é severamente
afetado pelas condi¢bes de cultivo. Quando cepas de Clostridium na forma
germinada (ndo esporulada) sao utilizadas para fermentacdo ABE, vitaminas,
minerais, solugao tampao e um meio particular influenciam diretamente no
rendimento. Meios de propagacgéo de indculo e de fermentacao sao diferentes,
de acordo com as linhagens utilizadas. A maior parte dos meios consistem
de glicose, extrato de levedura, KH,PO,, K,HPO,, FeSO,.7H,0, NaCl e
acetato de amoénio, além de alguns microelementos e vitaminas (Li; Baral;
Jha, 2014). A producéo de n-butanol por espécies de Clostridium, como C.
acetobutylicum elou C. beijerinckii, tem vantagem sobre variedades naturais
produtoras de etanol, pois estes microrganismos podem utilizar a glicose,
xilose, galactose e arabinose, e outros diferentes agucares encontrados nos
residuos agricolas, como fonte de energia e carbono. Dessa forma, pode-se
pensar numa diversificagdo do uso de diferentes matérias-primas (substrato)
para producédo de n-butanol, como, por exemplo, o glicerol. A espécie C.
pasteurianum é conhecida por sua capacidade de produzir n-butanol a partir
de glicerol (Moon et al., 2011), porém a produgéo ainda esta em escala de
laboratério e ainda nao esta definida a melhor composicdo nutricional a ser
empregada.

O glicerol pode ser biologicamente utilizado para produzir produtos
quimicos como 1,3-propanodiol (1,3-PD) (Jun et al., 2010), acido succinico
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(Chayabutra; Wu; Ju, 2001) e acido caproico (Dams et al., 2016), além de
combustiveis como hidrogénio (Ito et al., 2005; VVasconcelos; Leitao; Santaella,
2016), etanol e n-butanol (Biebl, 2001), por diferentes rotas bioldgicas,
utilizando-se diferentes microrganismos.

Arapida expansao do mercado do biodiesel esta alterando drasticamente o
custo e a disponibilidade de glicerol, visto que, pela rota da transesterificagao,
a cada 10 kg de biodiesel produzido gera-se cerca de 1 kg de glicerol. Em
2009, Adhami et al., (2009) ja alertavam que o aumento da demanda de
biodiesel que estava por vir poderia levar o mercado a ndo acomodar a
quantidade excessiva de glicerol a ser produzido. Portanto, a aplicagao eficaz
desse glicerol residual é vital para a melhoria da economia e sustentabilidade
na industria de biodiesel (Khanna; Goyal; Moholkar, 2013).

Este trabalho teve como objetivo estabelecer condigbes nutricionais do
processo fermentativo de produgéo de n-butanol utilizando-se microrganismos
do género Clostridium sp., via rota biolégica anaerdbia, em escala de
bancada. Para isso, foram testadas quatro cepas em diferentes condi¢des de
processo, como: meios de cultura complexo e sintético, diferentes formas de
preparo dos meios de cultura, duas diferentes fontes de carbono, diferentes
valores de pH inicial, diferentes tempos de incubacgéo, processos com e sem
agitacdo e o uso de praticas de engenharia evolutiva. Durante a pesquisa foi
testado um substrato padréo (glicose), de acordo com a literatura, para se
estabelecer as condigbes padrédo do processo, e um substrato oriundo da
cadeia produtiva do biodiesel (glicerol) como fonte de energia e carbono. O
glicerol foi usado com o propésito de se agregar valor a este subproduto, o
que possibilitaria aumentar a sustentabilidade desta cadeia produtiva.

2. Material e Métodos

2.1. Planejamento da pesquisa

Primeiramente, ensaios fermentativos foram realizados com as cepas
Clostridium acetobutilycum ATCC 824, Clostridium acetobutilycum NRRL
B-519 e Clostridium saccharoperbutylocetonicum ATCC 27022, que ja se
encontravam prontamente disponiveis na Embrapa Agroindustria Tropical.
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Os ensaios iniciais foram realizados utilizando-se glicose como fonte
de energia e carbono para avaliar a produgao, visto que varios relatos
na literatura apontam a glicose como substrato favoravel a produgédo de
n-butanol. Posteriormente, foram realizados ensaios usando-se o glicerol
como substrato principal com 0s mesmos microrganismos, uma vez que ja
estavam disponiveis na colegéo de cultura da Embrapa Agroindustria Tropical,
mesmo havendo poucos trabalhos com esses microrganismos utilizando-se
glicerol como fonte de energia e carbono.

A partir dos resultados obtidos com o0s microrganismos supracitados, nos
quais a producao de n-butanol a partir do glicerol foi baixa quando comparada
com valores relatados na literatura, optou-se por adquirir a cepa Clostridium
pasteurianum ATCC 6013, que é conhecida como produtora de n-butanol
usando-se glicerol como substrato (Moon et al., 2011). Na Figura 1, esta
apresentado o diagrama de blocos simplificado das principais etapas do
trabalho.

Ensaios com glicose+glicerol e a cepa:
Clostridium acetobutylicum NRRL B-519

Figura 1. Diagrama de blocos simplificado das principais etapas do trabalho.
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2.2. Estoque de microrganismos, ativagao e inoculo

As bactérias utilizadas neste estudo foram: Clostridium acetobutylicum
CCT 0485, que corresponde a linhagem ATCC 824 (Americam Type
Culture Colletion, Manassas, VA); Clostridium acetobutylicum CCT 0424,
que corresponde a linhagem NRRL B-519 (ARS Culture Collection, Peoria,
IL); Clostridium saccharoperbutylocetonicum CCT 1819, que corresponde
a linhagem ATCC 27022; e Clostridium pasteurianum CCT 0203, que
corresponde a linhagem ATCC 6013. As linhagens foram adquiridas por meio
da Colecao de Cultura Tropical André Tosello — Campinas, SP.

A preservagao foi realizada em meio RCM (Reinforced Clostridial Medium)
(Hirsch; Grinsted, 1954), pH inicial 7,0, cuja composigao é indicada na
Tabela 1, e estocada sob temperatura de refrigeragao (4+1 °C). As cepas
também foram preservadas por técnica de criopreservagao (ultrafreezer
a -85 °C), conforme protocolo estabelecido pela Colecdo de Culturas do
Laboratério de Bioprocessos da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza,
CE (Smith; Onions, 1994).

Tabela 1. Composi¢cao do meio de cultivo RCM de acordo com
Hirsch e Grinsted (1954).

Concentragao
Componentes
(g/L)

Glicose 5,0
Extrato de levedura 3,0
Extrato de carne 10,0
Peptona 10,0
Amido sollvel 1,0
Cloreto de cisteina 0,5
NaCl 5,0
Acetato de sdédio 3,0
Agar 0,5

A propagacéo do indculo foi realizada em meio RCM. Para isso, 10 mL da
cultura estoque, mantida sob refrigeragéo (4+1 °C), foi repicada em frasco
Schott (Figura 2) contendo 100 mL de meio RCM. Apés a inoculagéo, os
frascos foram purgados na fase liquida e no headspace com nitrogénio por
1 min, e incubados em condic¢des estaticas (TE-391, TECNAL) a 37 £+ 1 °C
por 72 h para serem usadas nos ensaios de produgdo de n-butanol. A
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quantidade de células adicionadas nos ensaios fermentativos foi suficiente
para atingir concentragdo de 0,18 g/L nos frascos, fazendo-se uso de uma
curva de calibragéo de absorbancia versus concentragdo de massa seca de
microrganismos (g/L).

Foto: Alexandre de Araujo Guilherme

Figura 2. Frasco Schott utilizado no processo
biolégico anaerdbio.

2.3. Ensaios sobre o efeito da concentragao
inicial de glicose e formas de adigao de
vitaminas na producgao de n-butanol

Para se avaliar o efeito da concentragao inicial de glicose e de diferentes
formas de adigéo das vitaminas (biotina e acido p-aminobenzoico) ao meio
de cultivo na produgéo de n-butanol, foi realizado um ensaio com a cepa C.
acetobutylicum ATCC 824 e o meio de cultivo de acordo com Gungormusler
et al. (2010), conforme descrito nas Tabelas 2 e 3. As concentragdes de
glicose estudadas foram seguindo procedimentos de Monot et al. (1982).
O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 110°C por 10 min, e as
condi¢des experimentais em relagéo a adigao de vitaminas e de glicose inicial
sao apresentadas na Tabela 4.

Os ensaios foram realizados em frascos Schott de 250 mL com 100 mL
de volume reacional e pH inicial de 6,5. Apds a inoculagdo, os frascos
foram purgados na fase liquida e no headspace com nitrogénio por 1 min, e
incubados em condigbes estaticas (TE-391, TECNAL) a 37 £ 1 °C por 72 h.
Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Tabela 2. Composi¢cdo do meio de Tabela 3. Solugédo de elementos-trago
cultivo para a produgéo de n-butanol para composi¢cdo do meio de cultivo
de acordo com Gungormusler et al. de acordo com Gungormusler et al.
(2010). (2010).
o——
Glicose g/L Tabela 4 9
KH,PO, 0,5 g/L ZncCl, 0,07
K,HPO, 10g/L MnCl,.4H,0 0,10
(NH,),SO, 2,0 g/L H,BO, 009
CaCl,.2H,0 0,015 g/L Coe, 210 0.20
MgSO,.7H,0 0.2 gl CuCl,.2H,0 0,50
FeSO,.7H,0 0,005 g/L NiCl,6H,0 0,025
Reido 0.01 oL Na,MoO,.2H,0 0,035
p-aminobenzéico e HCI (37%) 0,90 (mL/L)
Extrato de levedura 1,0 g/L
Biotina 0,01 g/L
Solugeo elemento- 2.0 mLL
-traco
* Tabela 3.

Tabela 4. Condi¢des experimentais para adi¢gdo de vitaminas e glicose.

Experimento
1 2 3

Nutrientes

Adicionadas ao meio  Esterilizadas por filtragdo  N&o houve adigéo
Vitaminas  de cultivo antes da  em membrana de PES de de vitaminas ao
esterilizagado 0,22 ym (TPP, Suica) meio de cultivo

Glicose 80 g/L 20 e 80 g/L 80 g/L

2.4. Ensaios sobre a influéncia do pH
inicial na producgao de n-butanol

Para se avaliar diferentes valores de pH inicial na produgéo de n-butanol,
experimentos foram realizados com o C. acetobutylicum ATCC 824 e o meio
de cultivo de acordo com Gungormusler et al. (2010), descrito nas Tabelas 2
e 3, contendo 80 g/L de glicose.
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Os valores iniciais de pH testados foram 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5 e 7,0. Apos
o ajuste do pH, os meios de cultivo foram esterilizados a 110 °C por 10 min.
Os ensaios foram realizados em frascos Schott de 250 mL com 100 mL de
volume reacional. Apés a inoculagao, os frascos foram purgados na fase
liquida e no headspace com nitrogénio por 1 min, e incubados de forma
agitada a 100 rpm em incubador rotatério (TE-420, TECNAL) a 37 + 1 °C por
72 h. As vitaminas foram adicionadas ao meio de cultura apos esterilizacao
por filtragdo em membrana de PES de 0,22 ym (TPP, Suiga), devido a seu
carater termolabil, mesmo aparentemente ndo sendo ainda o melhor método,
segundo os resultados do item anterior. Os ensaios foram realizados em
triplicata.

2.5. Ensaios sobre o uso de diferentes cepas
de Clostridio na produg¢ao de n-butanol

Neste ensaio, foi realizada a avaliagdo das cepas Clostridium
acetobutylicum NRRL B-519 e Clostridium saccharoperbutylocetonicum ATCC
27022 na produgao de n-butanol, uma vez que estas duas cepas também sao
citadas na literatura como produtoras deste metabdlito (Li; Baral; Jha, 2014).
Foi utilizado o meio de cultivo de acordo com Gungormusler et al. (2010),
contendo 80 g/L de glicose, cuja composicao esta descrita no item 2.3. Foram
avaliados, também, dois valores de pH, 4,5 e 6,5.

Apos o ajuste do pH, os meios de cultivo foram esterilizados a 110 °C
por 10 min. Os ensaios foram realizados em frascos Schott de 250 mL com
100 mL de volume reacional. Apds a inoculagao, os frascos foram purgados
na fase liquida e no headspace com nitrogénio por 1 min, e incubados de
forma agitada a 100 rpm em incubador rotatério (TE-420, TECNAL) por 72 h.
A temperatura de processo foi de 37 °C para a cepa NRRL B-519 (Biebl,
1999) e 30 °C para a cepa ATCC 27022, conforme recomendado por Keis,
Shaheen e Jones (2001). As vitaminas foram esterilizadas por filtracdo em
membrana de PES de 0,22 ym (TPP, Suiga), e os ensaios foram realizados
em ftriplicata.

2.6. Ensaio sobre o uso do meio de cultivo
RCM na produgéao de n-butanol

Para este ensaio, foi realizada uma fermentagao com o C. acetobutylicum
ATCC 824. A quantidade de glicose utilizada no meio de cultivo foi de 80 g/L.
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Foram avaliados também dois valores de pH, 4,5 e 6,5. Apds o ajuste do
pH, os meios de cultivo foram esterilizados a 110 °C por 10 min. Os ensaios
foram realizados em frascos Schott de 250 mL com 100 mL de volume
reacional. Apds a inoculacao, os frascos foram purgados na fase liquida e
no headspace com nitrogénio por 1 min, e incubados de forma agitada a
100 rpm em incubador rotatério (TE-420, TECNAL) a 37 £ 1 °C por 72 h. As
vitaminas foram esterilizadas por filtragdo em membrana de PES de 0,22 ym
(TPP, Suica). Os experimentos foram realizados em ftriplicata.

2.7. Ensaio sobre o efeito do tempo de
processo na produgao de n-butanol

Esta etapa consistiu em avaliar se o tempo maior de processo (10 d)
favoreceria a produgao de n-butanol quando comparado com o tempo de 3 dias
praticado nos ensaios anteriores. Para isto, foram realizadas fermentagbes
com as cepas C. acetobutylicum ATCC 824 e C. acetobutylicum NRRL B-519,
utilizando-se dois meios de cultivo, sendo um deles o RCM (Tabela 1, item
2.2) e o outro de acordo com Gungormusler et al. (2010), cuja composi¢cao
esta descrita no item 2.3 (Tabelas 2 e 3). A quantidade de glicose utilizada nos
dois meios de cultivo foi de 80 g/L, e o pH inicial foi de 6,5.

Apo6s o ajuste do pH, os meios de cultivo foram esterilizados a 110 °C
por 10 min. Os ensaios foram realizados em frascos Schott de 250 mL com
100 mL de volume reacional. Apos a inoculagéo, os frascos foram purgados
na fase liquida e no headspace com nitrogénio por 1 min, e incubados de
forma agitada a 100 rpm em incubador rotatério (TE-420, TECNAL) a
37 £ 1 °C. Neste ensaio, as vitaminas (biotina e acido p-aminobenzoico) foram
adicionadas no momento da inoculagao, sem filtracdo ou outro método de
esterilizagao, pois elas apresentaram baixa solubilidade quando se tentava
esteriliza-las por filtragdo, em ensaios anteriores, além de serem sensiveis ao
calor. O tempo de processo que foi de 10 dias, € os ensaios foram realizados
em ftriplicata.

2.8. Ensaio sobre o uso de glicerol como
substrato para producgao de n-butanol

Este ensaio consistiu em avaliar o glicerol como principal substrato,
fonte de energia e carbono para a producéo de n-butanol. Para isso, foram
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realizadas fermentagcdes com o C. acetobutylicum NRRL B-519, utilizando-se
o meio de cultivo RCM (Tabela 1, item 2.2) como suplemento de nutrientes.
Glicerol P.A. ou uma mistura de glicerol e glicose foram usados como principal
fonte de energia e carbono. Os experimentos foram realizados de acordo
com a Tabela 5.

Apbs o ajuste do pH (6,5), os meios de cultivo foram esterilizados a 110 °C
por 10 min. Os ensaios foram realizados em frascos Schott de 250 mL com
100 mL de volume reacional. Apés a inoculagao, os frascos foram purgados na
fase liquida e no headspace com nitrogénio por 1 min, e incubados de forma
agitada a 100 rpm em incubador rotatério (TE-420, TECNAL) a 37 + 1 °C.
Neste ensaio, as vitaminas foram adicionadas no momento da inoculagao,
sem que fossem esterilizadas. O tempo de processo foi de 10 dias, sendo os
ensaios realizados em ftriplicata.

Tabela 5. Concentragdes dos substratos nos diferentes ensaios.

Experimento

Substrato S e E——
1 2 3 4 5 6

Glicerol (g/L) 10,0 20,0 30,0 15,0 20,0 40,0

Glicose (g/L) - - - 15,0 40,0 20,0

2.9. Ensaio sobre o uso do Clostridium pasteurianum
ATCC 6013 com glicerol como substrato

A cepa C. pasteurianum ATCC 6013 foi usada para a producdo de
n-butanol, empregando-se o glicerol P.A. como principal substrato neste
ensaio. Os experimentos foram realizados com a utilizagdo do meio de
cultivo MP2 (Moon et al., 2011), conforme a Tabela 6. O pH inicial foi ajustado
para 6,5, e as vitaminas (tiamina, biotina e acido p-aminobenzodico) foram
esterilizadas por meio de luz ultravioleta por 15 min e adicionadas, de acordo
com 0s experimentos, no momento da inoculagao.

Apds o ajuste do pH, os meios de cultivo foram esterilizados a 110 °C
por 10 min. Os ensaios foram realizados em frascos Schott de 250 mL com
100 mL de volume reacional. Apds a inoculagéo, os frascos foram purgados
na fase liquida e no headspace com nitrogénio por 1 min, e incubados
de forma agitada a 100 rpm em incubador rotatério (TE-420, TECNAL) a
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37 £ 1 °C. O tempo de processo foi de 15 d (Moon et al., 2011), e os ensaios
foram realizados em ftriplicata.

Foram realizados trés experimentos, um com as vitaminas tiamina, biotina
e acido p-aminobenzoico (Exp. 1) e outro sem adigao destas vitaminas
(Exp. 2), utilizando-se o meio de cultivo MP2 (Moon et al., 2011), conforme a
Tabela 6. Um terceiro experimento (Exp. 3) foi realizado com o emprego de
um meio MP2 otimizado por Moon et al. (2011) para produgao de n-butanol,
conforme apresentado na Tabela 7.

Tabela 6. Composigdo do meio de Tabela 7. Composigdo do meio de
cultivo MP2 segundo Moon et al. cultivo MP2 modificado segundo Moon
(2011). et al. (2011).
Concentragao Concentragao
Componentes Componentes
Glicerol 20,0 Glicerol 20,0
K,HPO, 0,50 50, e
KH,PO, 0,50
KH,PO, 0,50
FeSO,.7H,0 0,02
MnSO4.H20 0,01 Extrato de levedura 0,10
MgSO,.7H,0 0,02 (NH,),-SO 5,00
FeSO,.7H,0 0,01 NaCl 0,01
(NH,), SO, 2.00 Biotina 0,01 (mg/L)
Tiamina 1,0 (mg/L)
NaCl 0,01 -
Acido 10 L
Extrato de levedura 1,00 p-aminobenzdico 0 (mg/L)
Biotina 0,01 (mg/L)
Tiamina 1,0 (mg/L)
Acido

p-aminobenzoico 1,0 (mg/L)

2.10. Ensaios sobre o efeito de diferentes meios de cultura
na producao de n-butanol utilizando-se Clostridium
pasteurianum ATCC 6013 e glicerol como substrato

Diferentes meios de cultivo foram testados para o crescimento do C.
pasteurianum ATCC 6013, empregando-se o glicerol P.A. como principal
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substrato, visando a producéo de n-butanol. Os experimentos foram realizados
com a utilizacdo de meios de cultivo segundo Colin, Bories e Moulin (2000);
Gallardo, Alves e Rodrigues (2014); Gallazzi et al. (2015); Kao et al. (2013); e
Szymanowska-Powatowska, Orczyk e Leja (2014), conforme as Tabelas de 8
a 15. Um sexto meio utlizado foi o RCM (Tabela 1, item 2.2).

Apbs o ajuste do pH (6,5), os meios de cultivo foram esterilizados a 110 °C
por 10 min. Os ensaios foram realizados em frascos Schott de 250 mL com
100 mL de volume reacional. Apds a inoculagao, os frascos foram purgados
na fase liquida e no headspace com nitrogénio por 1 min, e incubados de
forma agitada a 100 rpm em incubador rotatério (TE-420, TECNAL) a
37 £ 1 °C. A quantidade de glicerol inicial que foi de 40 g/L. Dessa forma, a
concentracao inicial do glicerol também foi avaliada frente aos experimentos
do item 2.9 (20 g/L de glicerol inicial), mesmo n&o se utilizando os meios de
cultura do item 2.9 (MP2). O tempo de processo foi de 15 dias, sendo os
ensaios realizados em triplicata.

Tabela 8. Composigdo do meio de Tabela 9. Composigdo do meio de
cultivo segundo Kao et al. (2013). cultivo segundo Gallardo, Alves e
Rodrigues (2014).

c t Concentragao
omponentes (g/L) Concentracao
Componentes (g/L)

Glicerol 40,0

Glicerol 40,0
K,HPO, 0,125 K,HPO, 05
CuSO,.5H,0 0,005 KH,PO, 0,5
MnSO,.6H,0 0,015 CaCl,.2H,0 0,02
MgCl, 6H,0 0.1 MgSO,.7H,0 0,2

NH CI 3,0
FeSO,.7H,0 2,5x10¢ 4

Extrato de levedura 1,0
CoCl,.5H,0 1,25x10* o

Cisteina 0,5
Extrato de levedura 4,0 NaCl 0,01
Cisteina 0,5 Sol. acida* 1,0 (mL/L)

Sol. basica** 1,0 (mL/L)

*Tabela 10; **Tabela 11.
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Tabela 10. Solugdo acida do meio
de cultivo segundo Gallardo, Alves e
Rodrigues (2014).

Componentes Conc(t;r;:;agéo
HCI 1,8
MnCl, 0,06
FeCl, 0,94
CoCl, 0,06
NiCl, 0,01
ZnCl, 0,06

Tabela 11. Solugdo basica do meio
de cultivo segundo Gallardo, Alves e
Rodrigues (2014).

Concentragao
Componentes

NaOH 04
Na,MoO, 0,02

Tabela 12. Composicdo do meio
de cultivo segundo Szymanowska-
-Powatowska, Orczyk, Leja (2014).

Concentragao
Componentes

Glicerol 40,0
K,HPO, 0,26
KH,PO, 0,02
CaCl,.2H,0 0,01
MgSO,.7H,0 0,1

FeCl,.7H,O 0,01
(NH,),-SO, 1,23

Tabela 13. Composi¢cdo do meio de
cultivo segundo Gallazzi et al. (2015).

Concentragao
Componentes (g/L)
Glicerol 40,0
Extrato de levedura 3,0
Extrato de carne 10,0
Triptona 10,0
NaCl 5,0
Acetato de sdédio 3,0

Tabela 14. Composi¢do do meio de cultivo
segundo Colin, Bories e Moulin (2000).

Concentraciao
Componentes
o

Glicerol 40,0
K,HPO,.3H,0 3,4
KH,PO, 1,3
CaCl, 0,02
MgSO,.7H,0 0,2
FeSO,.7H,0 0,005
(NH,),.SO, 2,0
Extrato de levedura 2,0
Cisteina 0,12

Sol. mineral® 40,0(mL/L)

*Tabela 15

Tabela 15. Solugdo mineral do meio de
cultivo segundo Colin, Bories e Moulin (2000).

Concentraciao
Componentes

EDTA

MnCl,.4H,0 0,03
CoCl,.6H,0 0,02
FeSO,.7H,0 1,0
ZnS0,.7H,0 0,2
NaMoO, 0,03
NiCl,6H,0 0,036

CuCl,.2H,0 0,005
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2.11. Ensaio sobre os efeitos de repiques sucessivos
para producao de n-butanol utilizando-se Clostridium
pasteurianum ATCC 6013 e glicerol como substrato

Este ensaio foi realizado visando a adaptacdo da cepa ao glicerol P.A.
como substrato, fazendo-se um repique apds o primeiro periodo de incubacgao.
O meio de cultura usado foi o RCM, e, apds 15 d de incubagdo na primeira
etapa, um repique foi realizado de forma asséptica em outro meio RCM. Nesta
segunda fermentagdo, o crescimento celular e a formagdo de metabdlitos
foram monitorados por 21 dias, sendo coletadas amostras a cada 7 dias.

Apos o ajuste do pH (6,5), os meios de cultivo foram esterilizados a 110 °C
por 10 min. Os ensaios foram realizados em frascos Schott de 250 mL com
100 mL de volume reacional. Apés a inoculagao, os frascos foram purgados na
fase liquida e no headspace com nitrogénio por 1 min, e incubados de forma
agitada a 100 rpm em incubador rotatério (TE-420, TECNAL) a 37 + 1 °C.
Devido aos baixos resultados de metabdlitos dos itens 2.10, a quantidade
de glicerol inicial foi novamente de 20 g/L. Os ensaios foram realizados em
triplicata.

2.12. Métodos analiticos
2.12.1. Crescimento microbiano

A quantificacdo da biomassa microbiana foi realizada por método
espectrofotométrico. A biomassa foi separada do meio de cultivo por
centrifugagao (18.406,7 x g por 10 min) e, em seguida, ressuspendida em
agua destilada e convenientemente diluida. A absorbancia da amostra diluida
foi determinada em espectrofotometro (Varian CARy 50) a 600 nm. Para a
conversao de absorbancia em biomassa seca (g/L), utilizou-se curva padrao
especifica para cada microrganismo, sendo a curva renovada a cada 3 meses.

2.12.2. Quantificagcao dos metabdlitos

As determinagdes dos acidos acético, butirico, succinico, latico, dos acidos
graxos (propidnico, valérico, isovalérico e hexandico), dos alcoois n-butanol
(1-butanol), 2-butanol, 1,3-PD, etanol, da acetona, glicose e glicerol, foram
realizadas por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) (Shimadzu)
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com o emprego da coluna Aminex HPX-87H (BIORAD), temperatura do forno
de 65 °C, acido sulfurico 0,005 mM em agua MiliQ como fase mével e uma
vazéo de 0,6 mL/min utilizando-se o indice de refracao para deteccéo (RID-
10A, Shimadzu). O teste de diferenga das médias (Teste - t) (a = 0,05) foi
realizado com a utilizagédo do software Statistica 7.0.

3. Resultados e Discussao

3.1. Avaliagcao da concentragao inicial de
glicose e formas de adi¢ao de vitaminas

Foi realizada uma avaliagdo da concentragdo inicial de glicose, bem
como da forma de se esterilizar e adicionar as vitaminas (biotina e acido
p-aminobenzdico), para o processo anaerobio de produgéo de n-butanol
com a cepa C. acetobutylicum ATCC 824 e o meio de cultivo de acordo
com Gungormusler et al. (2010). Os resultados de biomassa celular e dos
metabdlitos obtidos estdo apresentados na Tabela 16.

De acordo com os resultados apresentados e os testes para diferenca de
média (Teste - t), observa-se que ndo ha diferenca significativa de valor para
a produgéo de biomassa (p = 0,0547), acido acético (p = 0,06345) e acido
butirico (p = 0,0516) para os quatros experimentos realizados.

Tabela 16. Metabdlitos obtidos, biomassa celular produzida e glicose consumida no
ensaio realizado para avaliagdo da concentragéo inicial de glicose bem como a forma
de se esterilizar as vitaminas.

Biomassa Glicose

Acido Acético | Acido Butirico

Experimentos (g/L) ) c(eglllljll?r con(s;:;ida
Exp. 1 0,36+0,20 1,01+0,22 0,65+0,06  8,6+1,03
Exp. 2 (20 g/L glicose)  0,35+0,24 0,86+0,21 0,78+0,18  2,1+0,65
Exp. 2 (80 g/L glicose)  0,45+0,14 1,23+0,07 0,89+0,16  9,2+1,26
Exp. 3 0,61+0,28 1,29+0,30 0,81+0,2 10,2+1,89

Exp. 1 - vitaminas esterilizadas por calor e (80 g/L glicose); Exp. 2 - vitaminas esterilizadas por filtragéo;
Exp. 3 - sem uso de vitaminas e (80 g/L glicose).
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Provavelmente, as vitaminas podem ter sido degradadas pelo calor da
esterilizacdo no Exp. 1. Ja no Exp. 2, observou-se que a solucdo turva de
vitamina clareava ao ser filtrada; portanto, parte delas pode ter ficado retida
nos filtros. O Exp. 3, sem vitaminas, serviu como controle, mostrando a
mesma producao de biomassa, acido acético e acido butirico. Tal resultado
pode indicar que os dois métodos anteriores de adicao das vitaminas nao
foram eficientes. Outros metabolitos, como &acidos succinico, acido latico,
n-butanol, 1,3-PD, etanol e acetona, ndo foram produzidos nas condicbes
estudadas, o que pode ser resultado da falta de nutrientes no meio de cultivo.

Observou-se um baixo consumo do substrato (glicose) em comparagao
com a quantidade de glicose inicial contida no meio. Também foi observada
uma producédo de biomassa celular inferior a citada na literatura (2,0 - 3,0
g/L) (Ezeji; Qureshi; Blaschek, 2004). Tal resultado pode indicar que existiram
fatores que limitaram ou inibiram o processo como um todo (producao de
biomassa celular, consumo de substrato e formacao de metabdlitos).

3.2. Avaliacao do efeito do pH inicial
na producgao de n-butanol

Segundo Monot, Engasser e Petitdemange (1984), o pH pode influenciar
na producgao de n-butanol; portanto, realizou-se um experimento de producgao
de n-butanol variando-se o pH inicial de 4,5 a 7,0. Nesta etapa, também foi
avaliado o efeito da agitagdo, comparando-se com o ensaio reportado no
item 3.1. Na Tabela 17 estdo apresentados os resultados de metabdlitos e
biomassa celular produzida e pH final obtidos no ensaio de avaliacédo da
influéncia do pH do meio de cultivo para produg¢do de n-butanol, utilizando-
se o C. acetobutylicum ATCC 824 e o meio de cultivo de acordo com
Gungormusler et al. (2010).

Pode-se observar que nos meios de cultivo com pH inicial de 4,5 a 6,0 e pH
7,0 o crescimento microbiano foi reduzido. O maior crescimento microbiano
ocorreu no meio de cultivo com pH 6,5. Observou-se, também, que apenas
com pH inicial de 6,5 houve produgao de n-butanol (0,41 g/L). Além disso, no
meio de cultivo com pH inicial de 6,5, foram obtidos os maiores valores de
acido acético (0,79 g/L) e acido butirico (1,17 g/L) e valor de pH final foi o mais
baixo, 4,3. Portanto, o melhor valor de pH para o crescimento microbiano e
produgao de n-butanol foi 6,5, nas condi¢gbes aqui estudadas.
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Tabela 17. Producao de acido acético, acido butirico e biomassa celular por
C. acetobutylicum ATCC 824 com variagao do pH inicial do meio de cultivo.

pH inicial Acido Acético | Acido Butirico oH final Biomassa celular
(g/L) (g/L) (g/L)
4,5 0,4610,14 0,00£0,00 4.8 0,11%0,01
5,0 0,1310,01 0,00£0,00 4,9 0,0940,01
515 0,13+0,00 0,20+0,04 5,0 0,08+0,02
6,0 0,16+0,00 0,12+0,01 5,1 0,08+0,01
6,5 0,79+0,04 1,17+0,21 43 0,81+0,03
7,0 0,15+0,00 0,07+0,01 59 0,06+0,02

Aparentemente, a agitacdo de 100 rpm utilizada neste ensaio (pH inicial de
6,5) favoreceu a produgao de n-butanol, quando se compara estes resultados
com os do item 3.1 (Exp. 2, com 80 g/L de glicose inicial), em que nao se
observou a producdo de n-butanol. No entanto, a producdo de biomassa
celular foi a mesma nos dois ensaios, e a produgéo de n-butanol ainda ficou
muito aquém dos valores (14 g/L) encontrados por Jiang et al. (2014).

3.3. Avaliacao da producao de n-butanol
utilizando-se cepas C. acetobutylicum NRRL B-519
e C. saccharoperbutylocetonicum ATCC 27022

Apés a avaliagao do pH inicial do meio de cultivo, foi realizada a avaliagéo
das cepas C. acetobutylicum NRRL B-519 e C. saccharoperbutylocetonicum
ATCC 27022 na produgédo de n-butanol utilizando-se meio de cultivo de acordo
com Gungormusler et al. (2010). Nas Tabelas 18 e 19 estdo apresentados os
resultados de biomassa celular e metabdlitos produzidos dos experimentos
realizados em pH inicial de 4,5 e 6,5. Apesar de o ensaio anterior com a cepa
ATCC 824 e pH 4,5 nao favorecer a produgao de n-butanol, esta condigao foi
repetida nesta etapa, conforme recomendado por Monot et al. (1982) para
producéo de n-butanol, pois o pH inicial 6timo pode ser diferente para cada
cepa microbiana.
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Tabela 18. Metabdlitos e biomassa celular produzida durante o processo bioldgico
anaerobio com a cepa C. acetobutylicum NRRL B-519.

Aizlt?:o 1,3-PD Acetona | n-butanol Etanol anﬁ:fa
/L /L /L /L
@y | @b (g/L) (g/t) (g/L) (/L)

4,5 0,21+£0,04 0,42+0,02 0,66+0,08 0,71+0,11 1,12+0,12 1,27+0,02
6,5 0,16+x0,01 0,38+0,01 1,02+0,17 1,44+0,32 1,79+0,24 2,17+0,13

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 18, pode-se
observar uma producdo de acetona, n-butanol e etanol nos experimentos
com a cepa C. acetobutylicum NRRL B-519, conhecida por fermentacao
ABE (Ezeji; Qureshi; Blaschek, 2004). Por outro lado, ndo se observou
a producdo de acetona e nem de n-butanol quando se utilizou a cepa C.
saccharoperbutylocetonicum ATCC 27022 (Tabela 19), descaracterizando a
fermentagao ABE.

N&o foi observada a producdo de acido butirico em até 72 h nos dois
processos. Entretanto, de acordo com Li, Baral e Jha (2014), o acido butirico
€ produzido e pode ser reassimilado pelo microrganismo C. acetobutylicum
para producgéo do n-butanol. Os valores médios de pH final foram de 4,5+0,4
para os experimentos com a cepa NRRL B-519.

Tabela 19. Metabdlitos e biomassa celular produzida durante o processo biolégico
anaerobio com a cepa C. saccharoperbutylocetonicum ATCC 27022.

Acido 1,3-PD Etanol Acido | Biomassa
Acético (g/L) (g/L) Succinico celular
(g/L) (g/L) (g/L)
45 0,71+0,24 0,82+0,25 2,28+0,32 0,00+0,00 3,77+0,55
6,5 0,79+0,09 1,02+0,41 0,08+0,01 0,16+0,02 2,21+0,07

Portanto, a cepa NRRL B-519 foi a uUnica que produziu n-butanol e
cujos resultados se aproximaram aos da literatura em relagdo a produgao
de biomassa celular (2,0 - 3,0 g/L) e a fermentagdo ABE (Ezeji; Qureshi;
Blaschek, 2004). Todavia, a quantidade de n-butanol produzido foi bem
abaixo do ja encontrado por Jiang et al. (2014) (14 g/L). O valor inicial de pH
em 6,5 foi 0 que mais favoreceu o processo.
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Para os resultados dos experimentos com a «cepa C.
saccharoperbutylocetonicum ATCC 27022 (Tabela 19), pode-se observar
uma maior producao de acido acético, 1,3-PD, etanol e biomassa celular
quando comparado com os resultados da cepa NRRL B-519; porém, esta
linhagem nao produziu n-butanol. Foi observada, também, uma producéo de
acido succinico (Chayabutra; Wu; Ju, 2001). Os valores médios de pH final
foram de 4,0+0,6 para os experimentos com a cepa ATCC 27022, e o pH
inicial de 4,5 foi o que mais favoreceu a producgdo de acido acético, 1,3-PD
e etanol, bem como a biomassa celular. Ja o valor inicial de pH 6,5 foi o que
propiciou a formagéao de acido succinico.

3.4. Avaliacao da produgao de n-butanol
utilizando-se o meio de cultivo RCM

O uso de meios de cultura sintéticos testados ndo promoveu aumento
na producao de n-butanol. Provavelmente, houve deficiéncia nutricional. Isso
pode ser resolvido usando-se o meio RCM, que contém substratos complexos
como extrato de carne, levedura e peptona, fontes de minerais, vitaminas e
aminoacidos, favorecendo o crescimento das linhagens de Clostridium, que
sdo bactérias exigentes em termos nutricionais (Li; Baral; Jha, 2014).

Mesmo ndo tendo bons resultados de n-butanol com a cepa ATCC 824
e melhores resultados com a cepa NRRL B-519 nos ensaios anteriores,
neste ensaio escolheu-se a linhagem ATCC 824 para os experimentos, pois
esta é a cepa mais citada na literatura para producéo de n-butanol, inclusive
com estudo de rotas metabdlicas (Girbal et al., 1995). Na Tabela 20 estao
apresentados os resultados dos metabdlitos produzidos no ensaio com meio
RCM e a cepa C. acetobutylicum ATCC 824 em dois valores de pH inicial.

Tabela 20. Metabolitos e biomassa celular produzida durante o processo bioldgico
anaerobio para produgdo de n-butanol com a cepa C. acetobutylicum ATCC 824 e o
meio RCM.

Acido Butirico | Acido Latico | 1,3-PD | Etanol |Biomassa celular
(g/L) (g/L) (g/L)

4,5 0,22+0,05 0,00+0,00 0,00+0,00 3,77+0,55 0,17+0,02
6,5 2,04+0,41 2,33+0,01 0,02+0,02 2,21+0,07 2,17+0,99
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Pode-se observar uma producao de acidos organicos e alcoois no processo
em que se utiliza meio RMC como fonte de nutrientes. No experimento com
pH inicial de 6,5, foram produzidas quantidades significativas de acido butirico
quando comparadas com a literatura, na qual é citado que a quantidade de
acido butirico precisa ser de 1,9 g/L para que ocorra o produgéo do n-butanol
(Monot; Engasser; Petitdemange, 1984). Também houve produgéo de acido
latico, produto com valor de mercado relativamente elevado (Guilherme et al.,
2012), e uma discreta produgao de 1,3-PD no experimento com pH inicial de
6,5. O etanol também foi produzido, porém com maior valor no experimento
com pH inicial de 4,5.

Quando se compara este resultado de 2,17 g/L de biomassa celular com
experimentos realizados anteriormente com a cepa ATCC 824 em meios de
cultura sintéticos, em que se obteve no maximo 0,8 g/L de biomassa celular,
pode-se deduzir que o fator “nutrientes” influenciou nos resultados. Os valores
de biomassa aqui alcangados corroboram a literatura (2,0 - 3,0 g/L) (Ezeji;
Qureshi; Blaschek, 2004).

Nao foi detectada a produgcédo de n-butanol nem tampouco de acetona,
descaracterizando a fermentagcdo ABE. Uma hipotese para este fato pode
ser um tempo de processo reduzido (72 h). Dessa forma, ensaios com maior
tempo de processo foram realizados e os resultados estdo apresentados no
item 3.5.

3.5. Determinagao do tempo de processo
para producgao de n-butanol

Diante dos resultados encontrados anteriormente, foram observadas
quantidades de biomassa microbiana compativel com a literatura (2,0 -
3,0 g/L) ((Ezeji; Qureshi; Blaschek, 2004) para o C. acetobutylicum NRRL
B-519 crescido em meio de cultivo de acordo com Gungormusler et al.
(2010); e para o C. acetobutylicum ATCC 824 crescido em meio de cultivo
RCM. Também foi com a cepa NRRL B-519, crescida em meio de cultivo
segundo Gungormusler et al. (2010), que se conseguiu produzir n-butanol
até o presente momento. Portanto, a partir destes resultados, foi realizado um
ensaio com estas duas cepas, crescidas nestes dois meios e adicionando-se
glicose (80 g/L) como fonte de carbono e pH inicial de 6,5, com um tempo
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maior de processo, visando a produg¢ao de n-butanol. Os valores de glicose
inicial e pH foram baseados em experimentos anteriores nos quais se
observou a produgao de n-butanol e biomassa celular.

Este ensaio durou 10 dias com o propdsito de favorecer esta rota
metabdlica, aumentando-se o tempo de processo, pois foi observada uma
producdo de acido butirico no experimento com a cepa C. acetobutylicum
ATCC 824 crescida em meio RCM por 3 d (item 3.4); no entanto, nao foi
observada a reassimilagao deste acido para produgao de n-butanol (Li; Baral;
Jha, 2014). Na Tabela 21 estédo os resultados dos metabdlitos e biomassa
celular para o processo biolégico de produgcdo de n-butanol ocorrido por
10 dias.

Tabela 21. Producdo de metabolitos e biomassa celular durante o processo para
produgao de n-butanol com duragéo de 10 d.

Experi- Ac. Butirico n-butanol Acetona Biomassa celular
mentos (g/L) (g/L) (g/L) ((11)

3,15+0,29 0,0+0,0 0,0+0,0 0,92+0,08
B 0,57+0,07 0,0+0,0 0,0+0,0 0,72+0,23
C 1,53+0,01 4,6+0,37 2,6+0,07 0,4+0,16
D 1,13%0,1 0,03+0,1 0,0+0,0 0,55+0,2

A: C. acetobutylicum ATCC 824 crescido em meio de cultivo RCM; B: C. acetobutylicum ATCC 824 crescido
em meio de cultivo de acordo com Gungormusler et al. (2010); C: C. acetobutylicum NRRL B-519 crescido
em meio de cultivo RCM; D: C. acetobutylicum NRRL B-519 crescido em meio de cultivo de acordo com
Gungormusler et al. (2010).

Pode-se observar uma produgédo de 4,6 g/L de n-butanol utilizando-se
a cepa C. acetobutylicum NRRL B-519 crescida em meio de cultivo RCM.
Também foram obtidos 2,6 g/L de acetona, nao sendo detectada a produgéo
de etanol no mesmo experimento. A utilizagdo do meio de cultivo RCM
proporcionou os melhores resultados em n-butanol. Isso pode ter ocorrido
devido ao fato de o meio RCM ser rico em vitaminas, especialmente aquelas
pertencentes ao complexo B, minerais e aminoacidos, o que pode ter induzido
a producgao dos metabdlitos.

O tempo de processo também parece ter influenciado a producao
de n-butanol. Neste processo bioldgico, os acidos acético e butirico sao
produzidos na fase Log, também chamada de acidogénese. Em seguida,
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estes acidos sao reassimilados na fase estacionaria para producdo dos
solventes acetona, n-butanol e etanol, denominada fase de solventogénese
(Li; Baral; Jha, 2014). De acordo com Tortora, Funke e Case (2012), os
processos anaerobios se caracterizam por terem crescimento microbiano mais
lento, quando comparados com os aerodbios, devido as suas caracteristicas
bioquimicas e formacao de ATP. Portanto, o tempo de reagao estendido para
10 d parece ter sido fundamental para a produgéo de n-butanol aqui obtida.

Pode-se observar que as quantidades de acido butirico foram maiores
quando o processo foi realizado em meio RCM, mais um indicativo que este
meio favorece a rota da fermentacdao ABE. Todavia, a linhagem ATCC 824,
que produziu as maiores quantidades deste acido, nao foi capaz de produzir
o n-butanol. Dessa forma, algum fator limitante ou inibitério (ou ambos) esta
atuando nesta rota metabdlica, o qual ainda nao foi elucidado neste trabalho.

Para a produgéo de biomassa celular, foram observados valores abaixo
dos encontrados por outros autores (2 g/L). Provavelmente, no tempo de
processo de 10 d parte das células ja se encontrava em lise ou na forma de
esporos, o que diminui o valor de leitura da absorbancia. Os valores finais
de pH ficaram em 5,0+0,5. O consumo de substrato foi muito aquém da
quantidade adicionada (80 g/L de glicose inicial), e este fato foi observado em
todos os ensaios realizados até esta etapa.

3.6. Avaliacao da produgao de n-butanol
utilizando-se glicerol como substrato

Este ensaio consistiu em avaliar o glicerol como principal substrato
para a producdo de n-butanol. Foram realizadas fermentagdes com o C.
acetobutylicum NRRL B-519 utilizando-se o meio de cultivo RCM como
suplemento de nutrientes. A combinagéo da cepa NRRL B-519 € o meio RCM
foi o que produziu maiores quantidades de n-butanol (4,6 g/L) no ensaio
anterior, usando-se glicose como fonte de carbono, por isso eles foram
escolhidos para este ensaio.

De acordo com Andrade e Vasconcelos (2003), as cepas de C.
acetobutylicum s6 consomem glicerol quando em mistura com glicose. Assim,
foi usado apenas o glicerol P.A. ou uma mistura de glicerol e glicose, como
principal fonte de carbono e energia, para se averiguar esta afirmativa. Nas
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Tabelas 22 e 23 estdo apresentados os resultados de biomassa celular e
metabdlitos obtidos nos ensaios de utilizagdo do glicerol como substrato, ou
mistura de glicerol e glicose no meio de cultivo, para produgéo de n-butanol,
bem como a quantidade de substrato consumido.

Os experimentos 1, 2 e 3 foram realizados apenas com glicerol como
substrato; ja os experimentos 4, 5 e 6 foram realizados com uma mistura de
glicose e glicerol como principais substratos, de acordo com as concentragdes
indicadas na Tabela 5, item 2.8.

Tabela 22. Produgédo de metabolitos e biomassa celular obtida com a cepa
C. acetobutylicum NRRL B-519 com variagéo do substrato (glicerol e glicose).

Acido Butirico | Acido Succinico n-butanol Biomassa celular
(g/L) (g/L)
1 4,31+0,58 0,28+0,01 0,0£0,0 0,45+0,01
2 4,06+0,42 0,22+0,02 0,0£0,0 0,47+0,01
3 4,05+0,35 0,44+0,04 0,0£0,0 0,43+0,02
4 3,21+0,21 0,0+0,0 0,31+0,02 0,78+0,01
5 3,130,41 0,0£0,0 2,0+0,17 1,23+0,13
6 2,94+0,11 0,0£0,0 0,78+0,1 0,89+0,02

Tabela 23. Consumo do substrato no processo de produgéo de n-butanol com a cepa
C. acetobutylicum NRRL B-519 e variagao do substrato (glicerol e glicose).

Glicerol consumido Glicose consumida
(g/L) (g/L)

1 0,52+0,01 -
2 1,32+0,01 -
3 1,52+0,02 -
4 0,0+0,0 4,21+1,38
5 0,0+0,0 9,99+2,31

6 0,0£0,0 4,35+0,98
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Para os experimentos utilizando-se apenas glicerol como substrato, ndo se
observa produgao de n-butanol. A partir dos resultados dos experimentos 4, 5
e 6, observa-se produgéo do acido butirico e do n-butanol. Pode-se observar
que o acido butirico foi produzido em todos os ensaios, independentemente
do substrato e da concentragdo utilizada. Utilizando-se apenas glicerol, houve
produgao de acido succinico.

Observa-se que a produgao de biomassa celular foi maior para o experimento
5, no qual foi utilizada maior concentracao de glicose inicial (40 g/L), indicando
uma preferéncia por este substrato pela C. acetobutylicum NRRL B-519. Ja a
produgao de n-butanol foi de 2,0 g/L, metade do resultado encontrado quando se
usou 80 g/L glicose inicial (Exp. C, Tabela 21, item 3.5).

O consumo dos substratos foi muito abaixo da quantidade inicial adicionada
no meio de cultivo, tanto para glicerol como para a glicose. Nos experimentos
com a mistura de glicerol e glicose, nao se observa o consumo do glicerol. Os
processos estudados aqui apresentaram baixas conversoes. Tais resultados
de baixo rendimento de n-butanol levaram a aquisigdo de uma nova cepa
para a realizagdo de novos ensaios.

3.7. Avaliacao da producao de n-butanol utilizando-se
C. pasteurianum ATCC 6013 e glicerol como substrato

Apods varios ensaios com as cepas de C. acetobutylicum e C.
saccharoperbutylocetonicum, usando-se glicose e glicerol como substratos,
meios de cultura sintéticos e complexos como suplemento nutricional,
nao foram obtidos rendimentos elevados em n-butanol comparaveis aos
encontrados por outros autores (14 g/L) (Jiang et al., 2014). Diante disso,
uma nova linhagem foi estudada a fim de se produzir n-butanol a partir de
glicerol como fonte de energia e carbono em meio de cultura contendo outros
nutrientes.

Neste primeiro ensaio, a cepa de C. pasteurianum ATCC 6013 foi crescida
em meio MP2, segundo descrito na metodologia do item 2.9. Foram realizados
trés experimentos: no primeiro, adicionaram-se as vitaminas tiamina e biotina
e o acido p-aminobenzoico; no segundo, ndo houve adicdo de vitaminas a
fim de se reduzir o custo do processo; e no terceiro ensaio foi testado o meio
MP2 otimizado para a produgao de n-butanol, segundo (Moon et al., 2011).
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De acordo com Monot et al. (1982), o C. acetobutylicum necessitam de,
no minimo, 40 g/L de glicose inicial para existirem as fases de acidogénese
e solventogénese e produzir n-butanol. Este fenébmeno estda em acordo com
o efeito Crabtree positivo (Crabtree, 1928), no qual altas concentragdes do
substrato ativam uma rota metabdlica. No entanto, o metabolismo desta
linhagem ainda nao foi totalmente elucidado. O glicerol apresenta um
poder redutor 2 vezes maior do que a glicose (Girbal et al., 1995). Dessa
forma, fazendo uma analogia, poderia se pensar que com o uso da cepa
C. pasteurianum ATCC 6013 e uma concentracao de 20 g/L de glicerol
inicial seria suficiente para a produgao de n-butanol. Na Tabela 24 estao os
resultados dos metabdlitos e da produgéo de biomassa celular para o ensaio
com o emprego da cepa ATCC 6013 crescida em meio MP2, bem como o
glicerol consumido.

Tabela 24. Metabdlitos e biomassa celular produzida e glicerol consumido durante o
ensaio usando a cepa ATCC 6013 crescida em meio MP2.

1-butanol | 2-butanol | Etanol | Biomassa celular|Glicerol consumido
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

0,03+0,02 0, 14+0,0 1,75+0,55 0,84+0,61 5,42+1,63
2 0,05£0,0 0,22+0,0 2,38+0,08 2,21+0,07 13,82+0,86
3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,56+0,02 0,46+0,05 0,8+0,0

A partir desta etapa do processo, também foi quantificado por CLAE
o composto 2-butanol para complementar os resultados, € o0 composto
n-butanol foi denominado 1-butanol. No entanto, observa-se uma baixa
producédo de 1 e 2-butanol. A cepa produziu etanol, mas néo foi detectada
producao de acidos organicos. O pH inicial do processo foi de 6,5, enquanto
o final foi de 5,0. O crescimento celular foi maior para o experimento sem a
presenca de vitaminas. Provavelmente, a auséncia de vitaminas, que podem
ser utilizadas como cofator enzimatico para alguma rota para formacao de
algum metabdlito, limitou esta rota metabdlica e as células desviaram seu
metabolismo para sua multiplicagao.

O glicerol foi mais consumido durante o processo de multipli-cagéao
celular, mais acentuado no experimento 2. No experimento com o meio
otimizado (Exp. 3) para produgédo de n-butanol, segundo Moon et al.
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(2011), nédo foram obtidos bons resultados para este metabdlito, sendo
este resultado discrepante com o do préprio autor, que afirma ter pro-
duzido 15 g/L de n-butanol seguindo as mesmas condi¢gbes de processo
usadas neste trabalho. Diante destes resultados, pode-se concluir que é
preciso explorar diferentes meios de cultivo a fim de se encontrar o mais
adequado para produgdo de n-butanol.

3.8. Avaliacao da produgao de n-butanol utilizando-
se diferentes meios de cultura, C. pasteurianum
ATCC 6013 e glicerol como substrato

Em virtude dos resultados apresentados no item anterior, foi feito um
ensaio variando-se os meios de cultura, bem como a quantidade de glicerol
adicionada como fonte de carbono (40 g/L), com o objetivo de se obter
melhores rendimentos em n-butanol. Os meios de cultura utilizados foram
preparados segundo Kao et al. (2013) (Exp. 1); (Gallardo, Alves e Rodrigues
(2014) (Exp. 2); Szymanowska-Powatowska, Orczyk e Leja (2014) (Exp.
3); Gallazzi et al. (2015) (Exp. 4); e Colin, Bories e Moulin (2000) (Exp. 5),
conforme as Tabelas de 8 a 15 item 2.10. Um sexto meio utilizado foi o RCM
(Tabela 1, item 2.2) (Exp. 6). Na Tabela 25 estdo apresentados os resultados
da produgao de metabdlitos para os experimentos realizados com diferentes
meios cultivo.

Tabela 25. Metabdlitos e biomassa celular produzida e glicerol consumido durante o
ensaio usando a cepa ATCC 6013 crescida em diferentes meios de cultivo.

Ac Succinico | Ac. Latico |Ac. Acético| 1-butanol | 2-butanol |Glicerol consumido
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,11+0,03 0,3+0,01 0,5+0,01
2 0,08+0,03 0,0£0,0 0,0£0,0 0,09+0,02 0,07+0,03 4,5+0,22
3 0,11%0,02 0,12+0,02 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,3+0,01

4 0,0+0,0 0,06+0,0 0,18+0,04 0,61+0,02 0,45+0,06 15,0+1,25
5 0,12+0,02 0,0£+0,0 0,0+0,0 0,07+0,05 0,0+0,0 0,4+0,01

6 0,0+0,0 0,0+0,0 = 0,73+0,02 0,48+0,02 13,0+1,58

*N&o quantificado.
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Pode-se observar baixas produgdes de metabdlitos, inclusive o 1-butanol,
para todos os meios utilizados. A producdo de biomassa foi em torno de
0,3 £ 0,02 g/L para todos os ensaios. A produgao de 1-butanol foi maior nos
experimentos 4 e 6, que fazem uso de meios complexos contendo extrato
de carne, extrato de levedura, triptona e/ou peptona, e nestes mesmos
experimentos também foi visto o maior consumo de substrato. No meio RCM,
Exp. 6, também se produziu etanol, 2,43 g/L.

Com os resultados de baixos rendimentos em metabdlitos e biomassa
celular e um consumo significativo de substrato para os experimentos 4
e 6, decidiu-se fazer a detecgdo de mais metabdlitos que poderiam estar
sendo produzidos, baseando-se em processos anaerobios similares a este.
Portanto, foi pesquisada a produgao de acidos propiénico, valérico, isovalérico
e hexandico. Os resultados destes metabdlitos estdo apresentados na
Tabela 26.

Tabela 26. Produgédo de acidos graxos volateis de cadeia média durante o ensaio
usando a cepa ATCC 6013 crescida em diferentes meios de cultivo.

Ac. Propidnico | Ac. Valérico  Ac. Isovalérico | Ac. Hexanéico
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

1 0,18+0,0 0,09+0,0 0,18+0,0 ND
2 0,08+0,03 0,06+0,0 0,18+0,0 ND
3 0,03+0,02 0,05+0,02 0,03+0,0 ND
4 1,16x0,0 0,14+0,0 0,35+0,04 ND
5 0,11+0,02 0,06+0,0 0,160,0 ND
6 0,86+0,0 0,29+0,0 0,0+0,0 ND

ND - ndo detectado.

Apesar dos baixos rendimentos em acidos graxos volateis, observa-se
que as maiores produgdes foram nos meios de formulagdo complexa, Exp.
4 e 6 (meios ricos em nutrientes). Isto reforga a hipétese de que existe uma
caréncia nutricional no sistema aqui estudado, talvez ndo sé quantidade, mas
qualidade ou mesmo falha na dosagem correta de alguns nutrientes. O efeito
inibitério da concentragdo de glicerol inicial foi descartado, visto que para
concentragdes iniciais de glicerol de 40 g/L houve consumo de até 15 g/L
deste composto nos Exp. 4 e 6, quando se compara esta etapa com a etapa
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anterior (item 3.7), em que se estudou a concentracédo inicial de 20 g/L. de
glicerol. Supbe-se que outros metabdlitos possam ter sido produzidos, porém
nao sao detectados por meio do método analitico utilizado. Nos processos
anaerobios também existe a producédo de gases, o que poderia ajudar a
fechar o balango de massa dos Exp. 4 € 6, uma vez que a producao de
metabdlitos e de biomassa celular foi baixa. Entretanto, nestes ensaios nao
foi medida a quantidade de gases produzidos.

3.9. Adaptacao microbiana por repiques sucessivos
para producao de n-butanol utilizando-se Clostridium
pasteurianum ATCC 6013 e glicerol como substrato

Um ultimo ensaio visando a producao de n-butanol foi realizado fazendo-
se repiques da cepa ATCC 6013 em meios contendo glicerol, de forma a
tentar adaptar a este substrato tanto os esporos como as novas células
microbianas germinadas. Estes experimentos foram feitos baseando-s e
nos estudos e conceitos de engenharia evolutiva, em que podem ser feitos
repiques sucessivos de microrganismos (célula ou esporos) em um meio,
repetindo-se uma determinada condigéo de cultivo, de forma a aumentar a
adaptacdo deste as condi¢cdes desejadas, seja ela de inibicdo a partir de
um metabdlito ou mesmo a presenga de um substrato novo (Almario; Reyes;
Kao, 2013; Lee; Kim, 2015).

Uma primeira incubacgao foi feita em meio RCM durante 15 d. O RCM foi
escolhido porque foi neste mio que esta cepa produziu maior quantidade de
1-butanol em ensaios anteriores (Exp. 6, Tabela 26, item 3.8). O tempo de
15 d foi escolhido levando-se em conta a possivel formacao dos esporos
apo6s este tempo de processo. Isto porque a cepa de Clostridium na forma
esporulada é menos sensivel a presenca de oxigénio, que estara presente
durante o repique. Além disto, de acordo com Almario, Reyes e Kao (2013),
e Lee e Kim (2015), que estudaram engenharia evolutiva, os esporos, ao se
formarem e germinarem em situagdes como esta (glicerol como substrato),
poderiam formar bactérias mais adaptadas as condi¢cdes desejadas. Apos
a incubagao por 15 d, um repique foi realizado e uma fermentagao foi feita
durante 21 d, sendo coletadas amostras a cada 7 d. Nas Tabelas 27 e 28 estao
apresentados os resultados de metabdlitos e de biomassa celular produzidos
para o ensaio com repiques sucessivos, bem como o consumo de substrato.
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No experimento inicial com meio RCM e 15 d de processo (Exp. A),
foram utilizados 20 g/L de glicerol inicial. Em posse destes resultados, pode-
se fazer uma comparagdo com o mesmo experimento realizado, porém
partindo-se de 40 g/L de glicerol inicial (Exp. 6, Tabelas 25 e 26, item 3.8).
O consumo de substrato foi bem maior para o experimento partindo de
40 g/L de glicerol. Entretanto, a produ¢do de biomassa celular foi a mesma
para os dois processos. A producado de 1-butanol foi maior no experimento
em que se usou 40 g/L de glicerol inicial, reforcando a hipétese do efeito
Crabtree positivo (Crabtree, 1928) neste processo, similar ao processo com
a cepa C. acetobutylicum, que necessitam de, no minimo, 40 g/L de glicose
inicial para existirem as fases de acidogénese e solventogénese e produzir
n-butanol, de acordo com Monot et al. (1982). No entanto, verifica-se que
diferentes metabdlitos em diferentes concentragbes foram produzidos nos
dois processos.

Tabela 27. Metabdlitos produzidos durante o ensaio usando a cepa ATCC 6013
crescida em meio RCM para o ensaio com repiques sucessivos.

Acido Succinico | Acido Latico 1-butanol | 2-butanol
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

A 0,08+0,02 0,08+0,05 3,84+0,01 ND 0,25+0,07
B1 0,12+0,03 0,06+0,02 5,62+0,01 0,5+0,0 0,31+0,01
B2 0,12+0,02 0,08+0,02 6,7+1,54  0,46+0,08 0,42+0,05
B3 0,1x0,0 0,14+0,03 4,42+0,04 0,47+0,04 0,34+0,06

Exp. A: primeira incubagéao por 15 d; B1: repique para outro meio e incubacéo por 7 d; B2: incubagéo por 14 d;
B3: incubagéo por 21 d. ND — n&o detectado.

Fazendo-se um somatério das concentracbes dos metabdlitos totais
produzidos, tem-se 5,16 e 5,43 g/L para os experimentos partindo de 40 e
20 g/L de glicerol inicial, respectivamente. Se os resultados de metabdlitos
e produgdo de biomassa celular foram iguais para os dois processos e no
processo partindo de 20 g/L de glicerol inicial s6 foi consumido 1,81 g/L
deste, pode-se concluir que outros compostos de cadeia carbdnica, como
as proteinas presentes no extrato de carne, extrato de levedura e peptona,
serviram como fonte de carbono para formagao destes metabdlitos.
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Tabela 28. Producédo de acidos graxos volateis de cadeia média, biomassa celular
produzida e glicose consumida durante o ensaio usando a cepa ATCC 6013 crescida
em meio RCM para o ensaio com repiques sucessivos.

Acido Acido Acido Glicerol Biomassa
Propidnico Valérico Isovalérico| consumido celular
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
A 0,15+0,05 0,34+0,08 0,62+0,04 1,81£0,12 0,35+0,03
BO 0,87+0,03 0,7+0,0 0,2840,0 8,21+0,0 1,13+0,42
B1  0,93+0,02 0,55+0,02 0,3+0,0 11,241,5 0,83+0,08
B2 1,08+0,04 0,27+0,07 0,51+0,01 11,24£0,95 0,8+0,04

Exp. A: primeira incubag&o por 15 d; B1: repique para outro meio e incubagéo por 7 d; B2: incubagéo por 14 d;
B3: incubacao por 21 d.

Para o experimento de repique em um novo meio RCM (Exp. B2 e B3),
observa-se uma maior adaptagdo da cepa ao meio, pois se obtém maior
consumo de substrato, maior produgdo de metabdlitos como etanol e
n-butanol, bem como biomassa celular. Pelo resultado deste ensaio, conclui-
se que projetar novos ensaios aplicando técnicas de engenharia evolutiva
poderia favorecer um aumento nos rendimentos do processo.

4. Conclusao

Face ao apresentado durante o processo anaerobio aqui estudado, o que
pode ser observado é a ativacao e inativacao de diferentes rotas metabdlicas
para producao de acidos orgéanicos e alcoois de acordo com as condi¢des de
cultivo, como meio de cultura, fonte de energia e carbono (glicose e glicerol),
pH inicial e cepa utilizada. Todavia, os rendimentos para os metabdlitos foram
baixos, inclusive para o n-butanol, devido a algum fator limitante (como a
caréncia de algum macro ou microelemento) ou algum fator inibidor (como
algum metabolito produzido). Portanto, até o presente momento a condigdo
proxima do 6timo de producédo de n-butanol ainda nao foi encontrada. Nao
obstante, estes resultados sdo importantes para dar continuidade ao principal
objetivo deste trabalho e servir como base para pesquisas similares com
processos anaerdébios com a utilizagdo de linhagens de Clostridium sp e o
uso do glicerol como substrato.
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