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Resumo

Este projeto de doutorado propds desenvolver uma tecnologia experimental de
fermentacdo para a produgdo de butanol a partir da xilose do hidrolisado
hemicelulésico de bagago da cana-de-agucar nado-destoxificado, integrando a
imobilizagao celular (agentes imobilizadores: bagago de cana-de-agucar e suporte de
poliamida branca 12 produzido via impressao 3D — pegas 3D) com operagdo em
batelada alimentada repetida. Na primeira parte, o problema dos inibidores
microbianos foi resolvido parcialmente, a fermentacao foi iniciada com melaco diluido
e alimentada com hidrolisado apds 24 h, assim evitou-se que os inibidores
interferissem na fase de adaptagdo do microrganismo. Neste esquema de batelada
alimentada por pulso a Clostridium saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 foi capaz
de co-fermentar xilose, sacarose, glicose e frutose em uma fermentagao que continha
uma proporgao de melago/hidrolisado de 3:1. O rendimento do butanol foi de 0,31 g-g’
' e sua concentracdo de 10,00 g-L™" apds 72 h de fermentagdo. Na segunda parte,
avaliou-se a capacidade da linhagem de fermentar melago diluido diretamente no
hidrolisado no esquema de batelada repetida com imobilizagdo celular. A linhagem
nao foi capaz de fermentar a mistura de hidrolisado e melago em batelada simples;
deste modo, no esquema de batelada repetida (a quantidade do hidrolisado aumenta
no meio de fermentagcdo em trés etapas), o experimento iniciou com o agente
imobilizador e usando como meio melago diluido na primeira ou duas primeiras
bateladas (etapa 1), com o propédsito de fortalecer o inicio do crescimento do
microrganismo e a imobilizagéo celular. A batelada seguinte foi realizada no esquema
de batelada alimentada por pulso, na proporgdo de melago/hidrolisado de 1:3 (etapa
2, introduzindo assim o microrganismo em contato gradual com os inibidores). As
bateladas seguintes foram carregadas com melago diluido diretamente no hidrolisado
e suplementado com nutrientes (etapa 3). Os resultados mostraram que utilizando o
bagaco, obteve-se na sexta batelada (etapa 3) uma conversao de xilose de 44,68 %
e de sacarose de 71,37 %, com rendimento de 0,19 g-g™" e concentragdo de butanol
de 3,90 g-L™" apés 360 h de fermentacdo. Além disso, usando as pecas 3D, na quinta
batelada (etapa 3) a conversdo de xilose e sacarose foi de 37,38 e 81,39 %,
respectivamente, com rendimento de 0,22 g-g”' e concentracdo de butanol de
4,18 g-L‘1 apos 288 h de fermentacao. Portanto, os resultados demonstraram que as

pecas 3D podem ser usadas como um agente imobilizador celular para clostridios



solventogénicos. No entanto, foi o bagago que teve melhor desempenho do que a
peca 3D nos experimentos em batelada repetida, pois a conversdo de xilose média
durante a etapa 3 foi de 36 %, no caso da peca 3D foi somente de 16 %. Assim, para
a condigao testada com bagaco se alcangou uma quantidade de butanol de segunda
geracéao de 41 % do butanol total produzido durante 360 h, mostrando como resultado
que a linhagem foi capaz de suportar o estresse do inibidor (ndo apenas do acido
acético, mas também dos compostos fendlicos) e a fermentagdo ndo cessou quando

foi desafiada pelas condi¢des da etapa 3.

Palavras-chave: Fermentacdo, butanol, hidrolisado hemiceluldsico,
imobilizagao celular, bagago de cana, melago, batelada repetida.



Abstract

This doctoral project proposed to develop an experimental fermentation
technology for the production of butanol from xylose of non-detoxified sugarcane
bagasse hemicellulose hydrolysates. The project integrates cell immobilization (with
two options of immobilization supports: sugarcane bagasse and white polyamide 12
support produced via 3D printing — 3D pieces) with repeated fed-batch operation. In
the first part, the microbial inhibitors problem was partially solved. The fermentation
was started with diluted molasses and fed with hydrolysate after 24 h and, in
consequence, the inhibitors interference was prevented in the adaptation phase of the
microorganism. In this pulse-fed scheme, Clostridium saccharoperbutylacetonicum
DSM 14923 was able to co-ferment xylose, sucrose, glucose and fructose in a
fermentation that contained a molasses-to-hydrolysate volume ratio of 3:1. The butanol
yield was 0.31 g-g™" and its concentration of 10.00 g-L™" after 72 h of fermentation. In
the second part, the capacity of strain to ferment diluted molasses directly in the non-
detoxified hemicellulose hydrolysate was evaluated in the repeated batch scheme with
cell immobilization. The strain was not able to ferment the mixture of hydrolysate and
molasses in simple batch; because of this, the experiment in the repeated batch
scheme (the amount of non-detoxified hydrolysate in the fermentation broth increases
in three stages) began with the immobilizing agent and using diluted molasses in the
first or first two batches (stage 1) to strength the beginning of the microorganism's
growth and cell immobilization. The next batch was carried out in the pulse-fed scheme
(molasses/hydrolyzate ratio) was 1:3 (stage 2, where the microorganism is introduced
gradually to get contact with the inhibitors). The following batches were loaded with
molasses diluted directly in the crude hydrolysate and supplemented with nutrients
(stage 3). The results showed that using sugarcane bagasse as an immobilizing agent,
in the sixth batch (stage 3) the conversion of xylose and sucrose were 44.68 % and
71.37 %, respectively, with a butanol yield of 0.19 g-g™ and concentration of 3.90 g-L-
! after 360 h of fermentation. Using the 3D pieces, in the fifth batch (stage 3) the
conversion of xylose and sucrose were 37.38 % and 81.39 %, respectively, with a
butanol yield of 0.22 g-g™ and concentration of 4.18 g-L™ after 288 h of fermentation.
Therefore, the results demonstrated that a 3D piece can be used as a cell immobilizing
agent for solventogenic clostridia. However, it was the bagasse that had a better

performance than the 3D piece in the repeated batch experiments, since the average



xylose conversion during stage 3 was 36 %, while in the case of the 3D piece, it was
only 16 %. Thus, for the condition tested with bagasse, 41 % of the total butanol
produced during 360 h corresponded to butanol of second-generation, showing as a
result that the culture was able to withstand the inhibitor stress (not just the acid acetic,
but also of the phenolic compounds) and fermentation did not cease when challenged
by the conditions of stage 3.

Keywords: Fermentation, butanol, hemicellulose hydrolysate, cell
immobilization, sugarcane bagasse, molasses, repeated-batch.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Aproximadamente 3 milhdes de toneladas de butanol sdo produzidas por ano
para gerar estabilizantes quimicos, solventes de tintas, plasticos e polimeros (Mariano
et al., 2015). Além disso, o butanol pode ser misturado com diesel ou gasolina em
proporgdes elevadas e por ter uma densidade energética maior que a do etanol, é
considerado um potencial substituto para este (Qureshi e Ezeji, 2008). Atualmente o
butanol é majoritariamente produzido pela via petroquimica (processo oxo a partir do
propileno), e a produgdo por fermentacdo € limitada, encontrando-se apenas na
China, sendo o milho a fonte de agucares. A baixa competitividade econdmica da rota
fermentativa esta associada aos elevados precos de matérias-primas e deficiéncias
caracteristicas desta rota, como baixo rendimento e produtividade e ineficiéncia
energeética.

Como acontece com o etanol e outros produtos de origem verde, a matéria-
prima tem o principal peso na viabilidade econémica destes produtos. Em particular
no Brasil, tem-se dado grande énfase na utilizacdo do bagago de cana-de-agucar
como estratégia para ampliar a produgédo de etanol e diminuir custos. Contudo, os
acgucares obtidos a partir da hidrdlise da fragcdo de hemicelulose do bagago, que
possuem cinco carbonos (p.ex., xilose), ndo s&do metabolizados naturalmente por
varios microrganismos, incluindo as linhagens de Saccharomyces cerevisiae
atualmente usadas em usinas de etanol. Sendo assim, uma oportunidade de promover
a producao de butanol consiste em associa-lo ao etanol de segunda gerag&o por meio
do bagago de cana-de-agucar (Mariano et al., 2013) e assim melhorar o
aproveitamento dos acucares pela fermentacdo ABE (acetona/butanol/etanol) por
bactérias da classe Clostridia. Com isso, a obtencdo de butanol utilizaria matéria-
prima disponivel e, consequentemente, de baixo custo e permitiria uma solugéo ao
uso do hidrolisado hemiceluldsico (agucares C5, principalmente xilose), que ndo sao
utilizados no processo do etanol de segunda geragao.

A produgédo de butanol utilizando hidrolisado hemicelul6sico apresenta alguns
desafios. Por exemplo, a baixa fermentabilidade dos hidrolisados € um problema a
viabilidade econb6mica das biorrefinarias de cana-de-agucar de segunda geragéo
(Vasconcelos et al., 2020). Outro problema s&o os inibidores de crescimento celular,

tais como o acido acético, furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e compostos fendlicos,
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subprodutos da etapa de pré-tratamento de biomassa do hidrolisado hemiceluldsico.
O desafio, em relagcdo aos inibidores, € porque eles afetam o desempenho dos
microrganismos fermentadores de xilose, como é o caso das bactérias da classe
Clostridia produtoras de butanol (Baral e Shah, 2014; Su et al., 2015; Amiri e Karimi,
2018). Alem disso, tal desafio se intensifica devido a corrente de hidrolisado
hemicelulésico ser muito diluida (20 — 30 g-L™" xilose), pois aumentam o gasto
energético da planta se for concentrada até atingir os niveis de agucares desejados
nos processos fermentativos (40 — 60 g-L™') e em consequéncia a concentragdo dos
inibidores também aumentaria. Com isso, uma alternativa consiste na utilizagdo do
melago (um subproduto da industria agucareira) para o aumento da concentragéo aos
niveis desejados da fermentagdo, principalmente por ser rentavel, prontamente
disponivel e rico em sacarose e nutrientes (Chang et al., 2014; Kong et al., 2015).
Clostridium saccharoperbutylacetonicum é uma linhagem robusta do tipo
selvagem que foi capaz de produzir butanol a partir de hidrolisado hemiceluldsico de
cana-de-acucar sem destoxificagdo, no entanto, o hidrolisado foi produzido usando
uma técnica mais suave de pré-tratamento hidrotérmico seguido de hidrélise diluida
por acido sulfurico e enriquecido com xilose para alcangar os niveis de agucares da
fermentacdo (Zetty-Arenas et al., 2019). Esta linhagem foi usada também
comercialmente em plantas alimentadas com melago na Africa do Sul e EUA (Poehlein
et al., 2017) e tem altos rendimentos de butanol a partir de xilose em hidrolisado
hemicelulosico de bagago de cana (Magalhaes et al., 2018; Grassi et al., 2018).

A solucdo ao problema dos inibidores do hidrolisado hemicelulésico, para
permitir a producao fermentativa de butanol, tem sido amplamente estudada incluindo
técnicas como a adsorgéo usando resinas de intercambio idnico (Ezeji et al., 2007) e
carvao ativado (Zhang et al., 2018; Pratto et al., 2020), destoxificagdo por overliming
com Ca(OH); (Qureshi et al., 2008 e 2010; Liu et al., 2010; Ranjan e Moholkar, 2013;
Plaza et al., 2017), nanofiltragado (Sun e Liu, 2012), pervaporacao (Cai et al., 2013),
tratamento microbiano (Agu et al., 2016) e engenharia genética e metabdlica para
maior toleréncia aos inibidores (Liu et al., 2018). No entanto, as técnicas de
destoxificagdo podem resultar em perda de agucares, geragao de residuos sélidos,
como gesso, e sobrecarregar as aguas residuais com material inorganico (Humbird et
al., 2011). No caso dos microrganismos modificados geneticamente, por serem mais
tolerantes aos inibidores, podem nao ter o desempenho esperado em escala
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industrial. Estes aspectos negativos podem restringir ainda mais as margens de lucro
de produtos como o butanol.

Recentemente, Qureshi et al., 2018 apresentaram um estudo em que o
hidrolisado bruto (ndo-destoxificado) foi alimentado ao meio livre de inibidores, como
hidrolisado celuldsico, apods ter iniciado a fermentacdo. No estudo, o biorreator foi
alimentado com hidrolisado celulésico de bagagco de sorgo (suplementado com
nutrientes de grau reagente) e o hidrolisado hemicelulésico (com niveis toxicos de
acido acético) foi adicionado apds 24 h do inicio do processo. Desta forma, pela
diluicdo dos compostos toxicos, foi possivel a conversao do hidrolisado em butanol.
Outro estudo mostra como o hidrolisado hemicelulésico do bagago de cana foi
adicionado ap6s 8 h a um meio mineral suplementado com glicose, peptona e extrato
de levedura (Gomes et al., 2019). No entanto, a suplementag¢ao de nutrientes, mesmo
considerando os nutrientes de nivel industrial, aumenta o custo de producido e a
emissdo de carbono. Além disso, o hidrolisado celulésico do bagago de cana-de-
acgucar pode ndo estar disponivel para producao de butanol.

Outra abordagem aplicada para a fermentagao de hidrolisados hemicelulésicos
nao-destoxificados foi 0 uso de biorreatores com imobilizagao celular. Esta abordagem
foi utilizada por Li et al. (2019) para melhorar a produgao de butanol a partir de
hidrolisados ndo-destoxificados de diferentes tipos de biomassas, incluindo o bagago
de cana-de-agucar. A biomassa foi pré-tratada com acido diluido e o hidrolisado
hemiceluldsico toxico resultante foi usado como a fase aquosa para a hidrélise
enzimatica da celulose. Os hidrolisados resultantes contendo glicose, xilose e
compostos inibidores foram suplementados com licor de maceragdo de milho e
fermentados por Clostridium tyrobutyricum Aack-adhE2 (uma linhagem modificada
metabolicamente com tolerancia melhorada ao butanol) em um biorreator de leito
fibroso operado em modo de batelada repetida.

Outros trabalhos mostram que tanto o bagago de cana (Kong et al., 2015) como
o de sorgo (Cai et al., 2015) quando adicionados ao caldo fermentativo trazem ganhos
importantes a fermentacdo ABE. Em particular na imobilizagdo do tipo passiva, as
bactérias se aderem a superficie de um soélido submergido no caldo fermentativo
(Chang et al., 2014; Kong et al., 2015) que além de poder aumentar a produtividade
também podera gerar um biofilme mais robusto aos inibidores, assim como foi

observado em fermentagbes etandlicas com Zymomonas Mobilis (Todhanakasem et
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al., 2014). Esta técnica € relativamente simples e abre a possibilidade do uso de
imobilizadores de baixo custo como o bagago de cana-de-agucar.

Assim, com o objetivo de solucionar os problemas de custo da matéria-prima e
inibidores presentes no hidrolisado hemiceluldsico, o principal objetivo desta tese de
doutorado foi desenvolver uma tecnologia experimental de fermentagao de butanol, a
partir do hidrolisado de bagago de cana-de-agucar com imobilizagao celular (utilizando
como suporte bagagco de cana ou poliamida branca 12 - PA 2200 produzido via
impressao 3D) integrando um sistema de batelada alimentada repetida. A Tabela 1.1

apresenta os problemas encontrados no processo de fermentagao de butanol que séo

abordados neste projeto e as respectivas solu¢des propostas.

Tabela 1.1. Solugdes propostas nesta tese de doutorado

Problema

Solugao proposta

Beneficios

Custo da matéria-prima
O custo de producgao de

butanol por fermentacao

nao & competitivo.

Usar subprodutos de

biomassas

lignocelulésicas (bagago

de cana-de-agucar):

e Hidrolisado
hemicelulosico

e Melago

e Matéria-prima de baixo
custo.

¢ Nenhuma competicéo
por matéria-prima com
a producao de etanol.

Inibidores do
hidrolisado
hemicelulésico

Os inibidores presentes
afetam as bactérias da
classe Clostridia e
interferem na
fermentacao do butanol.

Alimentar o hidrolisado
hemiceluldsico no tempo
de crescimento
exponencial celular
(batelada alimentada por
pulso).

e Sem a necessidade da
etapa custosa de
destoxificacdo do
hidrolisado
hemiceluldsico.

e Operacéao simples.

Volume do hidrolisado
hemiceluldsico
Diluicdo excessiva do

hidrolisado hemicelulésico

nao-destoxificado.

Aumentar a quantidade
do hidrolisado
hemiceluldsico no meio
de fermentacao em trés
etapas no esquema de
batelada repetida com
imobilizagao celular em:
e Bagaco de cana-de-
acgucar
Poliamida branca 12
produzido via impressao
3D

¢ Alta concentracao
celular.

e Maior produtividade.

Agente imobilizador

celular de baixo custo.

e Possibilidade de ser
reutilizado.

e Evitar aumentos nos
residuos finais do
processo.
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Em resumo, a alternativa proposta de batelada alimentada repetida foi dividida

em duas partes:

o Na primeira parte avaliou-se a hipdétese da capacidade do Clostridium
saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 de converter xilose em butanol,
realizando experimentos em batelada alimentada por pulso, considerando
diferentes propor¢cées volumeétricas de melago diluido e hidrolisado

hemiceluldsico bruto.

o Na segunda parte avaliou-se a hipdétese da capacidade do Clostridium
saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 de fermentar melago diluido
diretamente no hidrolisado hemicelulésico bruto em um sistema de

batelada alimentada repetida com imobilizagao celular.

A Figura 1.1 mostra o sistema de batelada alimentada repetida com imobilizagao
celular. Na primeira etapa, a fermentagdo com o agente de imobilizagao celular foi
iniciada com melaco diluido somente em agua (40 g-L™"), proporcionando assim
condigbes favoraveis ao crescimento e imobilizagdo passiva do microrganismo.
Finalizada a primeira batelada foi trocado o meio, sempre mantendo o agente
imobilizador entre as trocas. Para a segunda etapa o meio foi trocado por melago
novamente, mas o hidrolisado hemicelulésico em sua totalidade foi alimentado apds
24 h [proporgédo volumétrica de melago/hidrolisado de 1:3 (M:H) em esquema de
batelada alimentada por pulso], no tempo de crescimento exponencial celular, ponto
no qual o microrganismo ja superou a fase de adaptagédo e gerou um biofilme mais
robusto aos inibidores, evitando que interfiram no inicio da fermentacdo e sem a
necessidade de etapas custosas de destoxificagdo. Esta etapa serve como uma etapa
de transicdo para as condicbes mais desafiadoras da proxima etapa. Na terceira
etapa, as bateladas foram carregadas com melago diluido diretamente no hidrolisado
e assim o desafio de fermentar o hidrolisado hemiceluldsico foi resolvido, pois no
esquema de batelada repetida se evitou a etapa de adaptagdo do microrganismo
(onde o C. saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 n&o é capaz de fermentar o
hidrolisado) e o melago permitiu alcangar a concentracdo desejada para a
fermentagao sem evaporagao do hidrolisado.
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Inéculo (10 % viv)
C. saccharoperbutylacetonicum

t=0h t=24h
[E Agente imobilizador Melago Hidrolisado
Bagago de cana ou pegas 3D diluido (M)  hemicelulésico (H)
838 n ®g® n % NN M e
12 Batelada 22 Batelada 32 Batelada n Batelada
ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3
Melaco diluido Batelada Alimentada Melaco diluido no Hidrolisado
por pulso

1:3 (M:H) propor¢éo volumétrica

Figura 1.1. Estratégia de fermentagao proposta de batelada alimentada repetida.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo geral

Desenvolver uma tecnologia de fermentacéo para a producéo de butanol a partir
da conversao da xilose do hidrolisado hemiceluldsico ndo-destoxificado de bagaco de

cana-de-agucar, integrando imobilizagc&o celular e batelada alimentada repetida.

1.1.2. Objetivos especificos

1. Avaliar a capacidade do Clostridium saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 de
converter xilose em butanol a partir de hidrolisado hemicelulésico né&o-

destoxificado de bagaco de cana-de-agucar.

. Realizar experimentos em diferentes meios (glicose, xilose, melago e
hidrolisado hemicelulésico) em batelada simples para avaliar a
fermentabilidade da linhagem.

. Testar diferentes proporgdes volumétricas entre melaco diluido e
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hidrolisado hemicelulésico com operacdo em batelada alimentada por

pulso.

2. Avaliar a capacidade do Clostridium saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 de
fermentar melago diluido diretamente no hidrolisado hemicelulésico nao-
destoxificado de bagago de cana-de-agucar integrando imobilizagao celular com
operacao em batelada alimentada repetida.

o Usar como agentes imobilizadores das células do C.
saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 bagago de cana-de-agucar ou
suporte de poliamida branca 12 produzido via impressao 3D (peg¢a 3D) com
operagado em batelada alimentada por pulso (sem repeti¢cdo).

o Estudar diferentes condicbes experimentais para a fermentacdo em

batelada alimentada repetida com imobilizagdo celular.

1.2. Producao Bibliografica

Artigos gerados:

Jiménez-Chacon, S.; Matias, G.; Vieira, C.F.S.; Ezeji, T.C.; Maciel Filho, R;;
Mariano, A.P. Enabling butanol production from crude sugarcane bagasse
hemicellulose hydrolysate by batch-feeding it into molasses fermentation. Artigo
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Jiménez-Chacon, S.; Matias, G.; Ezeji, T.C.; Maciel Filho, R.; Mariano, A.P.
Three-stage repeated-batch immobilized cell fermentation for production of butanol
from non-detoxified sugarcane bagasse hemicellulose hydrolysates. Artigo publicado
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25

bagasse as carrier for cell immobilization in butanol production from hemicellulose
hydrolysate mixed with molasses. 10" World Congresses of Chemical Engineering,
2017.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Vantagens do butanol

O butanol € um alcool de quatro atomos de carbono, que € usado principalmente
como matéria-prima na industria quimica. Nos ultimos anos, o butanol tem sido
estudado por seu potencial como biocombustivel, pois verificou-se que o petro-butanol
(obtido através de combustiveis fosseis) possui propriedades quimicas semelhantes
ao bio-butanol (gerado pela fermentacdo de biomassas, o que tornou o processo de
producao mais rentavel). O biobutanol frequentemente possui em sua configuragao o
grupo —OH, no carbono terminal de sua cadeia linear, e também é conhecido como n-
butanol ou 1-butanol, veja a Figura 2.1 (Jin et al., 2011). Neste trabalho sera utilizado

simplesmente o nome butanol quando se referir ao biobutanol.

N

OH

a b
Figura 2.1. Estrutura molecular (a) e mapa esquematico (b) de Butanol
(Jin et al., 2011).

Entre as vantagens do butanol pode-se encontrar: menor volatilidade, maior
poder calorifico e viscosidade, menos problemas de ignicdo e maior seguranca na
etapa de distribuicdo em comparagcédo com o etanol e o metanol. Por exemplo, seu
poder calorifico (33,1 MJkg') é maior que o etanol (26,8 MJkg");
consequentemente, seu consumo seria menor; sua viscosidade (2,63 mm?%s™ 440 °C)
esta na mesma faixa que a viscosidade do diesel (1,9 — 4,1 mm?s™ a 40 °C). Esta
semelhanga pode evitar problemas de lubrificacdo deficiente no uso de motores a
diesel (Jin et al., 2011; Kujawska et al., 2015).

Atualmente, a mistura de gasolina e butanol é possivel em diferentes
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proporgdes, igual a mistura com diesel, devido a sua miscibilidade total (Mariano et
al., 2009). Quando uma molécula de alcool apresenta maior quantidade de carbonos
sera mais facil mistura-lo com outros combustiveis. Além disso, o teor de oxigénio do
butanol tem como consequéncia uma redugdo nas emissdes de fuligem em
comparagao ao biodiesel. Outra vantagem do butanol acontece na sua combustao,
pois menor temperatura de combustdo resulta em maior calor de evaporacéo, que

causa uma reducgédo dos oxidos de nitrogénio.
2.2. Fermentagao ABE

Descrita por Louis Pasteur em 1861, a fermentagdo € um processo bioquimico
que ocorre na auséncia de oxigénio, onde a matéria-prima (fonte de carbono) é
transformada em um novo produto pela ajuda de um microrganismo. Ja em 1912,
Chaim Weizmann descobriu o Clostridium acetobutylicum, microrganismo capaz de
produzir acetona, butanol e etanol pela fermentagao de acucares, assim foi conhecido
como o pai da fermentagcdo ABE (acetona, butanol e etanol) desde entao.
Rapidamente foi construida em 1918 a primeira planta comercial de fermentagcéo ABE,
utilizando o processo Weizmann, pois durante a Primeira Guerra Mundial existiu uma
alta demanda por producdo de acetona (necessaria como solvente para a produgao
de explosivos), assim sendo capaz de produzir 3.000 ton de acetona e 6.000 ton de
butanol nos dois anos seguintes (Moon et al. 2016).

No entanto, a fermentagcdo ABE foi suspensa em 1960 devido ao alto custo dos
substratos (Durre, 1998; Mariano et al., 2009). Recentemente, novas tecnologias
foram desenvolvidas com o objetivo de produzir butanol por fermentagédo tentando
superar 0s problemas associados ao processo como baixo rendimento e
produtividade, ineficiéncia energética, alto custo de operagdo e deficiéncias

caracteristicas desta rota de produgéo.
2.2.1. Fermentacao em batelada
A produgado convencional do butanol tem sido feita em reatores descontinuos. A

fermentacdo por batelada € a tecnologia mais simples e apresenta uma baixa
probabilidade de contaminagdo. O processo raramente excede 0,5 — 0,6 g-L'1-h'1
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(fermentacdo lenta), a proporgdo de acetona, butanol e etanol é 3, 6 e 1,
respectivamente, e a recuperagéo dos produtos é por destilagao (Mariano et al., 2015).
A baixa produtividade do processo é causada pela toxicidade do butanol ao
microrganismo, necessitando de grandes reatores, tornando-o economicamente
inviavel. As fontes de carbono, como melago e amido, sdo as mais usadas nesta
tecnologia, pois podem atingir rendimentos de 30 a 32 % e concentragc&o de butanol
de aproximadamente 10 a 15 g-L™' (Raganati et al., 2016).

2.2.2. Linhagens

Alguns microrganismos produtores de etanol ndo sdo capazes de metabolizar
agucares com cinco carbonos (pentoses) derivadas da hemicelulose tao efetivamente
quanto as hexoses, fato que ndo acontece com as linhagens do género Clostridium
produtoras de butanol que conseguem fermentar estes agucares (Amiri e Karimi,
2018). Nesta perspectiva encontrar um microrganismo mais tolerante a toxicidade do
butanol mas também a toxidade dos inibidores que se encontram na matéria-prima
tem sido o objetivo de varios estudos sobre linhagens utilizadas na fermentagao, além
de melhorar a produgao de butanol e fazer um uso completo dos acucares desta
matéria-prima. Normalmente, as Clostridium produzem acetona e butanol quando sao
envolvidas no processo de fermentagado, seguidos por etanol, em menor quantidade
(Conceigao et al., 2019). Por meio de duas etapas sao gerados os solventes (acetona,
butanol e etanol). Na primeira etapa, conhecida como fase acidogénica, os agucares
sdo consumidos para produzir acidos organicos, acido butirico e acido acético, além
do etanol, didxido de carbono e hidrogénio. Na segunda etapa as Clostridium mudam
seu metabolismo, fase solventogénica, e os acidos previamente gerados diminuem o
pH do meio de fermentagc&o e assim estes sdo convertidos nos solventes (Wang et
al., 2018). Na Figura 2.2 estao apresentadas as principais enzimas e vias metabdlicas
envolvidas na fermentagdo ABE pelo Clostridium, em caixas de cor preta estdo os
principais produtos da fase solventogénica e em caixas de cor cinza os principais
produtos da fase acidogénica (Moon et al. 2016).
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Figura 2.2. Principais enzimas e vias metabdlicas envolvidas na fermentacdo ABE
pelo Clostridium (Moon et al. 2016).

Entre as linhagens das espécies C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C.
saccharobutylicum e C. saccharoperbutylacetonicum usadas em fermentacdes ABE,
a C. saccharoperbutylacetonicum N1-4 (DSM 14923 ou ATCC 27021) se destaca pois

produz niveis altos de solventes e apresenta outras importantes caracteristicas como
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maior tolerancia a inibidores presentes em hidrolisados e fermenta glicose, sacarose,
xilose, frutose, arabinose, celobiose e manose de forma eficiente (Yao et al., 2017,
Wang et al., 2018). Em alguns casos, o microrganismo desdobra as moléculas de
sacarose e celobiose em outras duas menores: glicose e frutose, para assim serem

fermentadas.

2.2.3. Fonte de carbono

Um dos principais problemas da fermentagdo ABE é o custo do substrato ou da
fonte de carbono (matéria-prima). Este custo representa em grande parte o valor final
do butanol (Jin et al., 2011). Portanto, para ajudar a viabilidade econémica da
fermentacdo, uma alternativa € usar biomassas lignocelulésicas como fonte de
carbono. As biomassas sdo um recurso natural, renovavel e sustentavel. Estes sao
consideravelmente mais abundantes que o agucar e o amido (Fischer et al., 2008).
Pesquisas sugerem que a selegédo de biomassas lignoceluldsicas para a produgéo de
butanol por fermentagdo € possivel e os gases de efeito estufa emitidos pelos
biocombustiveis obtidos por estas biomassas sdo menores do que os gerados por
biocombustiveis a partir de milho (Jang et al., 2012). Nos paises onde a plantagao de
cultivos energéticos poderia ser problematica, as biomassas lignoceluldsicas sdo uma
oportunidade para a geracgéo de biocombustiveis de segunda geracdo. E o caso de
paises como Brasil, China, Colémbia, Estados Unidos e india que s&o produtores de
cana-de-agucar (Saccharum officinarum), e onde o bagago de cana € uma fonte de
agucares para produzir combustiveis de segunda geragao e produtos quimicos como
o butanol (Mariano et al., 2013). No planeta, 27 % da produgdo mundial de cana-de-
acgucar corresponde ao Brasil (Balat e Balat, 2009). Neste caso, o uso de biomassa
lignoceluldsica pode ser uma boa oportunidade para o Brasil.

A lignocelulose € o principal componente da biomassa lignoceluldsica e esta
constituido por lignina (15-20%), celulose (40-50%), hemicelulose (25-30%) e outros
componentes. Estas porcentagens sdo uma aproximagao, pois variam de acordo com
cada biomassa (Balat et al., 2009). No caso do bagago de cana, corresponde a 15-
25% de lignina, 25-45% de celulose e 28-32% de hemicelulose. A lignina € composta
por unidades de fenilpropano; a celulose € integrada por unidades D-glucopiranosil e
a hemicelulose é uma combinacdo de residuos de agucar (hexose e pentose) que
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podem ter grupos acetil (Jonsson et al., 2013). No entanto, &€ necessario submeter a
biomassa a um pré-tratamento e hidrdlise para separar a hemicelulose e a celulose
da lignina, com o objetivo de facilitar a fermentacao e separar os principais agucares
(Bharathiraja et al., 2017). A Figura 2.3 apresenta os pré-tratamentos termoquimicos

e de hidrdlise para o uso da lignocelulose e seus possiveis produtos.

Lignocelulose

[

' 1
Termoquimico Hidrdlise
Gaseificagédo Pirdlise Liquefagéo Catalitica Bioquimica

CGés de sintese> ( Bio-6leo > Monofuncionais) CHemiceIquse) ( Celulose ) < Lignina )

< Gasolina ) ( Biodiesel (Acidos orgénicos) ( Butanol > (Polimeros) (Adesivos )

Figura 2.3. Pré-tratamentos termoquimicos e de hidrolise para a lignocelulose
(Bharathiraja et al., 2017).

Como indicado anteriormente as biomassas lignoceluldsicas sdo uma alternativa
para a producédo de biocombustiveis. De acordo com o tipo de biomassa, a hidrélise
enzimatica e as condi¢cdes do pré-tratamento diversos agucares simples sao gerados
em diferentes quantidades (Yao et al., 2017). A glicose e xilose sao os principais
acgucares presentes nos hidrolisados e seu aproveitamento total nas biorrefinarias é
fundamental para tornar os biocombustiveis competitivos economicamente (Amiri e
Karimi, 2018; Li et al., 2019). No entanto, os hidrolisados apresentam compostos que
inibem o crescimento e a fermentagao celular, gerados na hidrélise enzimatica e pre-
tratamentos térmicos, fisicos ou quimicos (Amiri e Karimi, 2018). A solugdo ao
problema dos inibidores, tais como o acido acético, furfural, hidroximetilfurfural, e

compostos fendlicos, tem sido amplamente estudada com técnicas como a adsorcéo
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usando resinas de intercambio ibnico (Ezeji et al., 2007) e carvéo ativado (Zhang et
al., 2018; Pratto et al., 2020), destoxificagado por overliming com Ca(OH), (Qureshi et
al., 2008 e 2010; Liu et al., 2010; Ranjan e Moholkar, 2013; Plaza et al., 2017),
nanofiltragdo (Sun e Liu, 2012), pervaporagao (Cai et al., 2013), tratamento microbiano
(Agu et al., 2016) e engenharia genética e metabdlica para maior tolerédncia aos
inibidores (Liu et al., 2018).

2.3. Imobilizagao celular

A imobilizagao celular foi definida como "o confinamento fisico ou a localizagéo
de células intactas em uma certa regido do espago com preservagéo de uma atividade
catalitica desejada" (Karel et al., 1985) e imita o que ocorre naturalmente com os
microrganismos quando crescem em diferentes superficies ou estruturas naturais
(Kourkoutas et al., 2004).

2.3.1. Métodos de imobilizagao

Os métodos de imobilizagdo foram divididos por Kourkoutas et al., 2004 em

quatro categorias principais (Figura 2.4), baseadas no mecanismo fisico aplicado:

o Imobilizagao na superficie de um solido (absorg&o passiva): a imobilizagao
celular é realizada por absorc¢éo fisica de forma natural por meio das forgcas
eletrostaticas ou por ligagbes covalentes entre a membrana celular e a
superficie solida (portador ou suporte).

o Aprisionamento dentro de wuma matriz porosa: os métodos de
aprisionamento colocam as células em uma rede primaria para impedir sua
difusdo no meio circundante.

o Floculagdo celular (agregacdo): a agregagdao € um grupo de células
microbianas aglutinadas que compdem uma unidade maior, mas nao em
forma de cadeia (Jin e Speers, 1998). Agentes de floculag&o artificial ou
reticuladores séo usados para melhorar a agregagédo em culturas de células
que nao floculam naturalmente.

o Contencado mecanica atras de uma barreira: a contencao € alcangada por
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meio de filtros de membrana microporosa, microcapsulas ou por

imobilizag&o celular na superficie de dois liquidos imisciveis.

(A1)

Q000
A\

Adsor¢dao em uma
superficie

(B)

Aprisionamento dentro
de uma matriz porosa

Microencapsulagao

(A3)
bl fi‘-:\i-\§
DI
Ligacdo eletrostaticaem Ligagdo covalente em
uma superficie uma superficie
(C1) (C2)

Floculacdo natural Floculacdo artificial

(agregacao)

(reticulagao cruzada)

Microencapsulag3o Contencao entre

interfacial

m Portadorinsoluvel

| | Fase liquida

[Fiiiiiiiiiiss] Matriz porosa

EEEmEmEEE Membranamicroporosa

Reagente bifuncional C.
(reticulagdo cruzada)

Forgas eletrostaticas

membranas microporosas

Imobilizacdo na superficiedeum
portador sélido

Aprisionamento dentro deuma
matriz porosa

Floculagdo celular (agregacao)

Contengdo mecanicaatrasde uma
barreira

Figura 2.4. Métodos de imobilizagao celular (Kourkoutas et al., 2004).
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2.3.2. Biofilmes

A imobilizagao celular por absorcao passiva tem sido amplamente estudada na
literatura, onde de forma natural as células se absorvem ou aderem ao suporte, pois
consiste-se em um processo simples e econdmico para a producao de butanol, etanol,
acido acético, acido latico, além de ser usado em outras aplicagdes como no
tratamento de aguas residuais em reatores de biofilme (Qureshi et al., 2005). As
células formam camadas no suporte, de maneira que a massa celular ao longo do
tempo forma flocos ou agregados; este processo varia de 2 - 3 dias até semanas,
dependendo do microrganismo, reator ou suporte. Estas camadas espessas de
células sdo chamadas de "biofilmes".

O biofilme & uma estrutura tridimensional heterogénea e complexa, revestida
com uma substancia polimérica extracelular (EPS, sua sigla em inglés) similar a uma
barreira protetora, quando é exposto a um ambiente hostil, as células localizadas em
regides distintas do biofilme apresentam diferentes niveis de desempenho, por
exemplo, células com niveis de tolerancia mais altos capazes de sobreviver em

sistemas de crescimento continuo (Zhuang et al., 2016).

2.3.3. Agentes imobilizadores

Materiais lignoceluldsicos (conhecidos também como materiais organicos) como
fibras de coco, residuos de sabugo de milho, caule de milho, cavacos de madeira,
palha, serragem e casca de arroz tém sido utilizados como suporte para imobilizagdo
celular (Yu et al., 2007; Zhang et al., 2009; Liu et al., 2019). Uma vantagem importante
que promove o uso de materiais lignoceluldésicos como imobilizadores celulares € a
possibilidade de serem reutilizados em diferentes processos de produgao, evitando
assim aumentos nos residuos finais do processo (Zhang et al., 2009). Yu et al., (2007)
utilizaram bagago de sorgo para imobilizar Saccharomyces cerevisiae e mostraram
como vantagem que a transmissao de produtos e substratos entre transportadores e
meios pode ser melhorada. Segundo os autores, tal vantagem pode ajudar a resolver
o problema de transferéncia de massa, comum em sistemas onde sao utilizados palha
e alginato de calcio.

Com o propdsito de evitar os problemas por inibicdo dos solventes e aprimorar
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a produtividade da fermentacao ABE estudos com imobilizacdo celular tém sido
realizados para melhorar a robustez das bactérias da classe Clostridia (Chang et al.,
2014). O estudo de diferentes materiais lignocelulésicos mostra como os
microrganismos da classe Clostridia preferiam os materiais lignocelulosicos a outros
agentes imobilizadores, adicionalmente o uso destes materiais € mais rentavel
economicamente ao processo (Cai et al., 2016). Além disso, a imobilizagao pode ser
do tipo passiva, as células se aderem a superficie do solido submergido no caldo
fermentativo (Chang et al., 2014; Kong et al., 2015). Esta técnica é relativamente
simples e abre a possibilidade do uso de imobilizadores de baixo custo como o bagago
de cana. Pesquisas mostram que tanto o bagaco de cana (Kong et al., 2015; Liu et
al., 2019) como o de sorgo (Cai et al., 2015) quando adicionados ao caldo fermentativo
trazem ganhos importantes de produtividade a fermentagado ABE.

O uso destes materiais lignocelulésicos como suportes para imobilizagao celular
€ uma opcao estavel, econbmica e com boas propriedades superficiais (area
superficial e estrutura dos poros), no entanto sdo biodegradaveis (Zajkoska et al.,
2013). Uma solugado para este problema sdo os materiais poliméricos (organicos e
inorganicos) e ceramicos como montmorillonita, paligorsquite, vidro ou porcelana
porosa, ceramica de tijolo, nylon poroso, carvédo, nanotubos de carbono, polimeros
sintéticos como polietileno clorado de carvao ativado, poliuretano, alcool polivinilico e
poliacrilamida que também tém sido usados como veiculos de imobilizagdo em
diferentes trabalhos (Kourkoutas et al., 2004; Yen et al., 2011; Zajkoska et al., 2013;
Liu et al., 2019).

2.3.4. Imobilizagao celular aplicada em fermentacao ABE

A aplicagdo de tecnologias de imobilizag&o celular em processos fermentativos
traz como vantagens o aumento da densidade celular gerando maior produtividade e
melhores rendimentos, diminui os custos operacionais, os tempos de fermentacéo e
os riscos de contaminagdo (Zhuang et al., 2017). Além disso, as tecnologias com
imobilizacdo sdo melhores quando comparadas aos processos de células livres, pois
abrem a possibilidade de realizar um processo continuo (Chen et al., 2013). Neste
aspecto evita-se a etapa de inoculagédo e por conseguinte a fase de adaptacdo do
microrganismo, tornando a operagao mais eficiente (Jiang et al., 2009; Dolejs et al.,
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2014).

Em contraste, a fermentacao de hidrolisados hemicelulésicos sem destoxificagcao
para produzir butanol foi possibilitada por solu¢gbes que eram baseadas no uso de
biorreatores com imobilizagao celular ou na alteracdo da forma como a fermentacao
de células livres era operada de batelada para batelada alimentada por pulso. A
primeira abordagem foi utilizada para melhorar a produgcdo de butanol a partir de
hidrolisados ndo-destoxificados de diferentes tipos de biomassas, incluindo o bagago
de cana-de-agucar (Li et al., 2019). A biomassa foi pré-tratada com acido diluido e o
hidrolisado hemiceluldsico téxico resultante foi usado como a fase aquosa para a
hidrolise enzimatica da celulose. Os hidrolisados resultantes contendo glicose, xilose
e compostos inibidores foram suplementados com licor de maceragdo de milho e
fermentados por Clostridium tyrobutyricum Aack-adhE2 (uma linhagem modificada
metabolicamente, mais tolerante ao butanol) em um biorreator de leito fibroso operado
em modo de batelada repetida. Embora a xilose tenha sido utilizada em uma extensao
muito menor do que a glicose, os autores Li et al., 2019 concluiram que a produgéo
de butanol melhorou em comparagédo com o cultivo de células livres porque as células
imobilizadas foram mais tolerantes aos inibidores de butanol e hidrolisado. Usando a
segunda abordagem, o cultivo de células livres de Clostridium beijerinckii P260 foi
conduzido por 24 h em um hidrolisado celul6sico de bagago de sorgo atoxico e, em
seguida, um hidrolisado de hemicelulésico sem destoxificagdo (contendo niveis
toxicos de acido acético) foi alimentado para a fermentagado. A estratégia de batelada
alimentada por pulso permitiu que a cultura utilizasse ambos hidrolisados para
produzir butanol (Qureshi et al., 2018).

A Tabela 2.1 apresenta alguns trabalhos de imobilizagdo celular aplicada em
processos de fermentacéo ABE.
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Tabela 2.1. Estudos experimentais com imobilizagao celular

Referéncia Condigoes experimentais Principais conclusoes
e Tipo de fermentacéo: Batelada . . .
« Produto: Etanol e A microscopia eletronica de
e Fonte de carbono: Glicose e varreduNra (MEY) revelou a
) adsorcao de células de S.
Yu et al., Zaca r?s'eB q cerevisiae ao bagago de sorgo
(2007) . dupo e: Bagacgo de sorgo doce.
. Moicczforganismo Na fermentagéo o etanol
: tivi
Saccharomyces cerevisiae 3':?%9&; u_nl_]ﬁ _E-r? dutividade
3013 089 '
e A concentracédo de ABE foi de
14,3 g-L”' com um rendimento
de 0,24 g-g™" de solventes
finais.
Tipo de fermentacéo: Continua ¢ © Processo de fermentaggo
: Pr%dutO' ABE ¢ durou mais de 500 h, tempo
) A no qual o microrganismo
2;%”1 19;‘ al., : gz:toe rtcci,e'}%?;:)o?sno. Glicose imobilizado produziu todos os
: solventes.
e Microrganismo: Clostridium . Os\ftijolos e 0 método de
acetobutylicum BCRC 10639 imobilizagio (adsorgio
passiva) apresentaram baixos
custos ao processo, além de
nao mostrar limitacdes na
transferéncia de nutrientes.
: . . A produtividade ABE com
T f tagdo: Cont *n a4
: Plr%%g:).e:ggn agao: Continua 9|ICOS€ alcancou 13,66 g-L"-h
e Fonte de carbono: Glicose e a’ izgl::: :cgipda;i S ?}{S“ﬂ[ﬁ ,??1
mistura de agucares: glicose, . Agimobiliza 50 cell’JIargor '
Survase et manose, galactose, arabinose adsorcio g(:armite um c%ntato
al., (2012) e xilose (comparavel a um diretogentrz as células
hidrolisado hemicelulosico) . " :
« Suporte: Polpa de madeira |m.(ib|llgadasb(=,I 0s nuérlentes,
: . _ o evitando problemas de
* Mlc;o;)ga;nllfsmo. Dcéol\jtr;g’;m difusdo, além de melhorar a
acetobutylicum eficiéncia do processo.
« Tipo de fermentacdo: Batelada * OS €Xperimentos com
repetida imobilizacao celular mostraram
« Produto: ABE maior consumo de agucares e
« Fonte dé carbono: Glicose e melhor tolerancia a toxicidade
Chen et al., xilose ’ do butanol do que os
(2013) experimentos com células

e Suporte: Toalhas de algodao
pré-tratadas

e Microrganismo: Clostridium
acetobutylicum CGMCC 5234

livres.

e Se alcangou, com uma carga

de xilose inicial de 60 g-L™,
uma concentragao de butanol
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Tabela 2.1 (cont.). Estudos experimentais com imobilizagado celular.

Referéncia Condigoes experimentais Principais conclusoes
de 9,09 g-L" e um rendimento
de 0,241 g-g” em média para
8 bateladas (551 h) com
imobilizacao celular.
Os experimentos com glicose
mostraram melhores
resultados na producgao de
butanol do que nos com xilose,
com cargas de agucares
maiores a 60 g-L™!, mas
quando a concentragao foi
menor essas vantagens foram
perdidas.
Assim como no trabalho de Yu
e Tipo de fermentacéo: Batelada et al. (2007) se revelou a
e Produto: ABE adsorgao de células pela MEV.
Chang et al., e Fonte de.: carbono: Glicose A prod-uLt_i1v-irc]i_?de ABE foi de
(2014) e Suporte: Bagago de sorgo 0,379 . ) .
doce O rendimento ABE foi de
e Microrganismo: Clostridium 0,41 g-g™, 68 % melhor em
acetobutylicum ABE 1201 relagdo as células livres
(24 %).
A concentracdo de ABE foi de
180 g-.L " e sua produtividade
e Tipo de fermentagéo: Batelada  de 1,15 g-.L™"*h" no
alimentada condensado, aplicando
e Produto: ABE recuperacgao continua de
Caietal., ¢ Fonte de carbono: Glicose produto in-situ (gas stripping).
(2015) « Suporte: Bagago de sorgo O estudo demonstra melhorias
doce na produtividade do butanol
e Microrganismo: Clostridium resultado da imobilizagao
acetobutylicum ABE 1201 celular em combinagdo com a
recuperacao do produto in-
situ.
A imobilizagao celular com
bagaco de cana foi possivel.
e Tipo de fermentacéo: Batelada  As células se colocaram nos
e Produto: Etanol poros do bagaco e formaram
Sita et al ¢ Fonte de carbono: Glicose colénia)s. de forma que a
(2016) N e Suporte: Bagago de cana superficie foi coberta por S.
[ ]

Microrganismo:
Saccharomyces cerevisiae
3013

cerevisiae. Além disso, se
evidenciou producao de
etanol.

O rendimento médio do etanol
em 24 h de fermentagdo com
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Tabela 2.1 (cont.). Estudos experimentais com imobilizagédo celular.

Referéncia Condigoes experimentais Principais conclusoes
células imobilizadas foi de
0,4 g-g”, trés vezes maior do
qgue no sistema de células
livres (0,1 g-g™"), para uma
carga inicial de glicose de
63 g-L".
O linho apresentou a melhor
conversao de glicose em
butanol e produziu maiores
concentragcdes médias de
butanol (9,97 g-L" em
comparagao com 8,45 g-L™
¢ Tipo de fermentacdo: Batelada para fibra de bambu, 8,49 g-L'1
repetida/alimentada para algodao e 5,38 g-L" para
Produto: ABE seda) e produtividades
Zhuang et Fonte de carbono: Glicose (0,209 g-.L"-h" em
al., (2017) Suporte: Linho, fibra de comparacg&o com 0,177 g-L
bambu, algoddo e seda -h™! para fibra de bambu,
Microrganismo: Clostridium 0,178 g-L™"-h”" para algodéo e
acetobutylicum CGMCC 5234 0,114 g-L""-h™" para seda).
O linho foi considerado como o
melhor suporte apds cinco
bateladas alimentadas, cada
uma de 36 h (linho e algodao)
e 48 h (fibra de bambu e
seda).
¢ A fermentacéo foi estavel para
. - operagao uma longa (9 ciclos)
Tipo _de fermentagao: Batelada sem degeneragao perceptivel,
repetida demonstrando seu potencial
Produto: Butanol para aplicacdo industrial.
Fonte de carbono: Glicose e e A concentracdo de butanol foi
X|Ios_e (hldrro_llsado _ de ~15 g-L'“ com um
hemicelulosico de fibra de . 1
: . ~ rendimento de ~0,3 g-g~ de
Li et al. milho, pedunculo de algoddo, solventes e produtividade de
’ bagaco de cana e casca de " _p
(2019) ~0,3 g-.L™"-h™" correspondente

soja). Os hidrolisados foram
evaporagao para aumentar
sua concentragao (3x)
Suporte: Biorreator de leito
fibroso

Microrganismo: Clostridium
tyrobutyricum CtAack-adhE2

aos hidrolisados de pedunculo
de algodao, bagacgo de cana e
casca de soja.

O hidrolisado de fibra de milho
tem maior conteudo de
inibidores, assim seus
resultados foram menores do
que outros hidrolisados.
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3. MATERIAIS E METODOS

No APENDICE A — EXPERIMENTOS COMPLEMENTARES estdo descritos
alguns dos experimentos planejados e realizados que precederam os descritos a

seguir.
3.1. Batelada alimentada por pulso
3.1.1. Matéria-prima

O melago e o bagago de cana foram adquiridos da Usina Ester localizada em
Cosmopolis, SP, Brasil. O melago continha 629,2 g-L'1 de acgucares redutores totais -
ART (g-L", 449,9 sacarose, 86,9 glicose e 68,7 frutose).

O hidrolisado hemicelulésico do bagago de cana-de-agucar (licor C5) foi
produzido na planta piloto no Laboratério Nacional de Biorrenovaveis (LNBR)
(CNPEM, Campinas, SP, Brasil). Para tal, o bagago de cana-de-agucar (20 kg seco)
foi submetido a pré-tratamento acido com 200 L de H2SO4 diluido (0,5 % v/v) a 145 °C
por 12 min em um reator Hastelloy C-276 de 350 L (POPE Scientific Inc., Saukville,
EUA). O hidrolisado continha 29,8 g-L™" de acticares (g-L™", 23,3 xilose e 6,5 glicose)
e seu pH foi ajustado de 1,5 a 6,5 usando pellets de NaOH antes da fermentacéo.

3.1.2. Microrganismo e preparo do inéculo

Foi usada a linhagem Clostridium saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 (N1-
4), para a produgao de butanol, adquirida da “German Collection of Microorganism
and Cell Culture” (DSMZ). Solugdes estoques da cultura foram mantidas como
suspensdes celulares em solugao de glicerol (40 % v/v) armazenadas em criotubos
de 2 mL mantidos a -80 °C.

O pré-indculo e o inéculo foram preparados em meio TGY (Triptona — Glicose —
Extrato de Levedura), contendo (g - L™1): triptona 30, glicose 20, extrato de levedura 10
e L-cisteina 1.
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Para preparar o pre-inodculo, a suspensao de células foi inoculada (400 YL) em
10 mL de meio TGY (pré-esterilizado e anoxico) e incubado em cémara de
anaerobiose (Coy Laboratory Products Inc.) por 20 h a 30 °C. As células foram
transferidas para 90 mL de meio TGY e cultivadas nas mesmas condigdes por 6 h
(inbculo da fermentacéo), durante as quais a densidade optica das células a 600 nm
atingiu 1,3 — 1,5 (espectrofotdmetro Agilent Cary 60 UV-Vis, G6860A).

As matérias-primas e meios utilizados neste trabalho foram esterilizados em
autoclave a uma temperatura de 121 °C (103 kPa) e por um periodo de 15 min para
posteriormente comecar as fermentacdes. No caso dos meios de suplementacao
nutricional (meio P2) a esterilizag&o foi feita por filtragao (filtro de 0,22 uym).

3.1.3. Preparo de meios para as fermentagoes

As fermentacdes foram realizadas em triplicata em frascos Schott de 250 mL
(volume de trabalho de 100 — 200 mL) a 30 °C incubados por 72 h em camara de
anaerobiose. O meio de fermentagdo foi esterilizado em autoclave seguido de
resfriamento e inoculagéo (10 % v/v).

O melago foi usado sem nenhum tratamento prévio e foi diluido diretamente em
agua ou hidrolisado hemicelulosico, dependendo das condi¢des exigidas no
experimento.

Nas fermentagdes em que houve suplementagédo nutricional (meio P2), foram
adicionados ao meio 1 g-L™" de extrato de levedura e as trés solucdes seguintes na

proporgao 1 % (v/v):

o Solugao tampao (g-L™", 50 KH2PO4, 50 K;HPO4, € 220 CH3COONHy).

o Solugao de minerais (g-L™", 20 MgSO,-7H,0, 1 FeSO4-7H,0, 1 MnSO4-H,0
e 1 NaCl).

o Solugdo de vitaminas (g-L™, 0,1 tiamina, 0,1 acido p-aminobenzoico e
0,01 biotina).
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3.1.4. Avaliacao da fermentabilidade dos agucares
Os testes apresentados na Tabela 3.1 foram projetados para avaliar a
fermentabilidade dos agucares pela linhagem Clostridium

saccharoperbutylacetonicum DSM 14923.

Tabela 3.1. Experimentos para avaliar a fermentabilidade dos agucares

Concentragéo Suplementagao

Fermentacdo Fonte de carbono (gL nutricional
(meio P2)
G-P2 Glicose 60 Adicao de nutrientes
X-P2 Xilose 60 Adicao de nutrientes
M-40 Melaco 40 -
M-40-P2 Melago 40 Adicao de nutrientes
M-60 Melaco 60 -
M-60-P2 Melago 60 Adicao de nutrientes
Melaco +
M+C5-40 Hidrolisado 40 Adicao de nutrientes
hemicelulosico
Melaco +
Hidrolisado
M+C5-0-40 hemiceluldsico 40 Adicao de nutrientes
destoxificado por
overliming
C5-P2 h H|c_IroI|sa}d_o 20 Adicao de nutrientes
emiceluldsico
Hidrolisado
C5-0-P2 hemicelulosico 20 Adigo de nutrientes

destoxificado por
overliming

Os experimentos foram realizados com um volume de trabalho de 150 mL e em
camara de anaerobiose. Usou-se meios com glicose, xilose, melago puro e melago
com adigao dos nutrientes do meio P2. As fermentagdes de melago diluido possuiam
uma quantidade inicial de agucares de 40 e 60 g-L' com ou sem adicdo de
suplementagao nutricional (meio P2). Por fim, analisou-se a fermentabilidade do
hidrolisado hemicelulésico sem utilizar o procedimento de concentracdo por
evaporagao, de modo que foi inoculado na sua forma bruta, em alguns experimentos

foi ajustado seu pH para 6,5 com pellets de NaOH e em outros foi destoxificado por
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overliming com Ca(OH), (Quereshi et al., 2010) e posteriormente suplementado com
nutrientes (meio P2).

3.1.5. Fermentagoes em batelada alimentada por pulso

Os experimentos em batelada alimentada por pulso com diferentes proporgcdes
volumétricas foram realizados também em camara anaerobia, no entanto conduzidos
com um volume total de 200 mL (cada proporgéo selecionada foi ajustada a esse
volume final, ver Tabela 3.2). Os dois componentes do meio de fermentagao, melaco
diluido e hidrolisado hemiceluldsico, foram esterilizados em autoclave e foi mantido o
mesmo volume do inéculo (10 % v/v).

A fermentacéo foi iniciada com o indculo e o melaco diluido (45 g-.L™ e com o
volume de melago indicado na Tabela 3.2). No tempo de crescimento exponencial
celular (24 h) foi alimentado apenas uma vez o volume do hidrolisado hemicelulésico
bruto (indicado na Tabela 3.2), correspondente a proporgédo volumétrica selecionada,
completando assim o volume da fermentagdo. Desta forma, buscou-se evitar a
interferéncia dos inibidores do hidrolisado hemicelulésico na fase de adaptacédo do
processo fermentativo (inicio da fermentagao).

ATabela 3.2 mostra diferentes propor¢des volumétricas com sua respectiva
carga de xilose. Ao aumentar o volume do hidrolisado hemicelulésico o meio de
fermentacao se torna mais diluido, gerando mais vinhaga. No entanto, o aumento na
concentragéo de xilose garante mais produgao de butanol de segunda geragdo. Das
proporgdes volumeétricas de melaco diluido e hidrolisado hemiceluldsico indicadas na
tabela foram avaliadas quatro, testando desta forma diferentes cargas de xilose e
inibidores.
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Tabela 3.2. Bateladas alimentadas por pulso

Proporgao
R VI R - B
Selecionada
3:1 0,150 0,050 0,200 11 38,8 0,9
- 0,150 0,075 0,225 16 36,8 1,2
1.5:1 0,150 0,100 0,250 19 35,2 1,5
- 0,150 0,150 0,300 27 32,9 1,9
0.75:1 0,150 0,200 0,350 32 31,2 2,1
- 0,150 0,250 0,400 38 29,9 2,3
- 0,150 0,300 0,450 43 28,9 2,5
- 0,150 0,350 0,500 47 28,1 2,6
- 0,150 0,400 0,550 50 27,5 2,7
1:3 0,150 0,450 0,600 52 26,9 2,8

Vu: Volume de melago; Vy: Volume do hidrolisado hemicelulésico; Ve: Volume final; Cx: Carga
de xilose; [ART]: Concentragao inicial de agucares redutores totais; [AA]: Concentragao inicial
de acido acético.

*Proporgéo volumétrica testada também com adig¢ao de nutrientes.

3.2. Batelada alimentada repetida com imobilizagao celular

Nos experimentos em batelada alimentada repetida com imobilizagao celular
foram aplicadas as metodologias descritas nos itens: 3.1.1 Matéria-prima, 3.1.2
Microrganismo e preparo do inéculo e 3.1.3 Preparo de meios para as fermentagdes.

3.2.1. Agentes imobilizadores

Nas fermentacbes com imobilizacdo celular foram utilizados dois tipos de
suportes ou agentes imobilizadores: bagago de cana-de-agucar ou poliamida branca
12 - PA 2200 produzido via impresséo 3D (peca 3D).

o Bagacgo de cana-de-agucar (in natura): O bagaco de cana-de-agucar foi
seco ao ar livre até atingir um teor de umidade menor de 10 %, o tamanho
de particula foi definido entre duas peneiras e ndo houve separagao de

terra e areia, pois ndo foi lavado e foi usado em sua forma integral. Os
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valores de volateis e cinzas do bagac¢o de cana-de-agucar foram 90,03 e
2,93 % (base seca), respectivamente, de usinas do estado de SP, Brasil
(Bizzo et al., 2014).

Peca 3D: Para a imobilizagdo celular, com pecas 3D, foram utilizadas
estruturas poliméricas de geometria cilindrica obtidas via impresséo 3D de
prototipagem rapida, sinterizagcéo a laser (modelo EOS FORMIGA P110),
dai o nome peca 3D. Foi selecionado um modelo previamente projetado no
Instituto de Biofabricagdo (BIOFABRIS/FEQ/UNICAMP), ver Figura 3.1.a.
Desta forma foi aproveitado um material ja existente e avaliada sua
aplicagdo como agente imobilizador. Se os resultados obtidos superarem
0os encontrados com a imobilizagdo em bagago de cana, se abrira a
oportunidade de usar este material para construir diversos enchimentos via
impressao 3D para imobilizagao celular em diferentes tipos de reatores.

O material utilizado para a construcao das pecas foi um p6 branco PA 2200
a base de poliamida 12 (nylon), conhecida como poliamida branca, especial
para impressdo 3D. As pecas produzidas com este material se
caracterizam pela rigidez, forga, boa resisténcia quimica e séao
biocompativeis e certificadas para contato com alimentos (material inerte e
com temperatura de fusdo de 176 °C — 20 °C-min”", permitindo que seja
autoclavado).

As dimensdes escolhidas para as pecas foram: 25 mm de didmetro e
30 mm de altura (Figura 3.1.b. e Figura 3.1.c.), tendo em considerag&o os
frascos nos quais as fermentagdes aconteceriam de forma que ficassem
juntas no fundo destes (Figura 3.1.d.). Cada peca tinha uma massa em
torno de 6,5 g. Para a realizagao das fotos em MEYV foi criado um corpo de
prova de dimensdes de 8 mm de diametro e 5 mm de altura (Figura 3.1.e.
e Figura 3.1.1.).



Figura 3.1. Modelo da pecga 3D selecionada (a); Pega 3D vista frontal (b), vista
superior (c) e em frasco vista superior (d); Corpo de prova vista frontal (e) e vista

superior (f).
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A imobilizagao celular foi feita com o bagaco in natura envolvido por uma malha
de acgo inoxidavel e flexivel (5 cm x 5 cm, malha 14, didmetro de arame 0,30 mm) de
modo que ficasse presa ao fundo do frasco Schott e, assim, ndo subisse perdendo
contato com o meio como na Figura 3.2.b e no primeiro frasco da Figura 3.3.

C

Figura 3.2. (a) Bagaco in natura, (b), (c) e (d) vista superior de diferentes tentativas

de embrulhar o bagaco in natura.
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Na vista superior dos frascos da Figura 3.2 se evidenciam diferentes tentativas

de embrulhar o bagaco in natura (também observar a vista frontal, Figura 3.3).

Figura 3.3. Vista frontal de diferentes tentativas de embrulhar o bagaco in natura.

A Figura 3.4 mostra finalmente como foi envolvido o bagago in natura na malha
para ficar imerso no meio, do mesmo modo as pegas 3D, desta forma aumentando a
superficie de contato suscetivel a imobilizagao celular que foi realizada por absorcéo
passiva (item 2.3.1). Assim os frascos foram esterilizados em autoclave.

No momento em que o hidrolisado hemiceluldsico foi adicionado, no entanto,
as pecas 3D nao permaneceram completamente presas ao fundo do frasco, causando
0 aumento do volume que as cobria e flutuaram quando a espuma de fermentacgao foi
gerada (Figura 3.5). Desta forma, pequenas fatias de tubo de silicone foram colocadas
entre as pecas 3D para empurra-las contra a parede do frasco, evitar a flutuacao e

assim ajusta-las ao fundo (como na Figura 3.6).
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Figura 3.4. Pecas 3D e bagaco in natura embrulhado na malha de ago inoxidavel em

frasco.

(T SR e L5
a.t =0 h (somente melago) b. t =24 h (ap6s alimentagao c.t =72 h de fermentagao
do hidrolisado)

Figura 3.5. Frascos com pega 3D.



a.t =24 h (antes de alimentar o hidrolisado hemicelulésico)

“-"r wgw %'/% -

b. t =24 h (apoés alimentagao do hidrolisado hemicelulésico)

c.t =72 h de fermentagao

BT BT AT AT

o - Eiy

Controle, sem Bagaco Bagaco Pecas 3D Controle, sem
imobilizagao 1:60 (m/v) 1:75 (m/v) imobilizagao
celular (melago 40 g-L)

Figura 3.6. Frascos com e sem imobilizagao celular.
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Na Figura 3.6 estdo os frascos de controle sem imobilizagdo (esquema de
batelada alimentada por pulso, primeiro, e meio somente melago 40 g-L‘1, ultimo), com
bagaco in natura (m/v) 1:60 e 1:75, e com pecgas 3D. As Figura 3.6.a. e Figura 3.6.b.
mostram os frascos apos 24 h de ter iniciado a fermentagdo, na primeira sem
alimentagdo (apenas melaco) e na segunda ja alimentado o hidrolisado
hemicelulosico. Na Figura 3.6.c. podem se observar os frascos ao finalizar a
fermentacao (72 h).

Outras fotografias das diferentes réplicas com imobilizagédo celular em bagago in
natura e pegas 3D estdo no APENDICE B — FERMENTACOES COM IMOBILIZACAO
CELULAR.

3.2.2. Fermentag6es com imobilizagao celular

Os experimentos com imobilizagao celular foram desenvolvidos no esquema de
batelada alimentada por pulso (batelada simples e sem repeticdo, como descrito no
item 3.1.5) adicionando separadamente os agentes de imobilizagéo celular desde o
inicio (bagacgo in natura ou pegas 3D) nos frascos da fermentagédo, também foram
inoculados com C. saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 (10 % v/v), incubados
por 72 h em camara anaerobia com um volume de trabalho total de 360 mL (frascos
Schott de 500 mL) e tiveram suplementacdo nutricional (meio P2), com o objetivo
evitar deficiéncia de nutrientes e assim otimizar a condigao.

A proporcéo volumétrica 1:3 (melago/hidrolisado hemicelulésico) avaliada nas
fermentacdes em batelada alimentada por pulso (Tabela 3.2) foi escolhida para
realizar os experimentos com imobilizagao celular com bagacgo in natura ou pegas 3D
no meio de cultura. Foi selecionada a condicdo mais desfavoravel, pois tem a maior
quantidade de hidrolisado hemiceluldsico, assim apresenta um desafio maior em
comparagao com as demais condicdes testadas e se espera verificar o impacto da
imobilizacdo celular sobre o rendimento, produtividade e concentracdo do butanol
(butanol de segunda geragéo).

Foram avaliadas duas cargas de bagaco in natura (m/v): 1:60 e 1:75; ou seja,

1 g de bagago por 60 e 75 mL de meio, respectivamente. No caso das pegas 3D
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somente foi testada uma carga (m/v): 1:8 (1 g por 8 mL de meio), porque apenas foi

possivel colocar 7 pegas dentro de um frasco Schott de 500 mL.
3.2.3. Fermentagoes em batelada alimentada repetida

Os experimentos em batelada alimentada repetida, como nos experimentos com
imobilizagao celular, tiveram suplementagéo nutricional (meio P2) e foram inoculados
com C. saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 (10 % v/v), incubados em camara
anaerobia, mas conduzidos com um volume total de 100 mL (frascos Schott de
250 mL).

O hidrolisado hemicelulésico nao foi destoxificado ou concentrado por
evaporagao, de modo que foi adicionado na sua forma bruta, somente foi ajustado seu
pH para 6,5 com pellets de NaOH. O melacgo foi diluido diretamente no hidrolisado
sem adigao de agua (40 g-L™).

As fermentagbes em batelada alimentada repetida foram divididas em trés
etapas (Figura 3.7). Na primeira etapa, a batelada foi iniciada com o agente de
imobilizagdo celular e com melago diluido somente em agua (suplementado com
nutrientes e onde foi realizada a unica inoculagdo do processo), com o propdsito de
fortalecer o inicio do crescimento do microrganismo. Finalizada a primeira batelada foi
trocado o meio, sempre mantendo o agente imobilizador entre cada troca e sem
adicdo de inoculo, por um novo meio de melaco diluido fresco, assim restaurando o
volume de fermentacao inicial para a proxima batelada.

Na segunda etapa, a batelada comegou com o mesmo melago diluido
(suplementado com nutrientes) e apos 24 h de ter iniciada a fermentagao o hidrolisado
foi alimentado, na propor¢do de melago/hidrolisado de 1:3 (M:H), esquema de
batelada alimentada por pulso, como descrito no item 3.1.5. Assim esta fase serve
como uma transi¢cao para as condigcdes mais desafiadoras da préxima etapa, pois
introduz o microrganismo em contato gradual com os inibidores presentes no
hidrolisado.

Na terceira etapa, as bateladas foram iniciadas com meio contendo melago
diluido diretamente no hidrolisado hemicelulésico (40 g-L™", bruto e suplementado com
nutrientes). Entre cada batelada foi trocado o meio sempre mantendo o agente de
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imobilizagao celular (bagaco in natura ou pegas 3D). N&o se realizou nenhum tipo de
lavagem (diluicdo com agua e drenagem), preparo (destoxificacdo ou reativagéo) ou
adicdo de algum meio de recuperacdo nas células para a batelada seguinte. No
entanto, foi adicionada suplementag¢ao nutricional (meio P2, como indicado no item

3.1.3) em cada novo meio que foi trocado ao mudar de batelada.

Inéculo (10 % viv)

C. saccharoperbutylacetonicum t=0h t=24h
Melago Hidrolisado
® Agente imobilizador diluido (M) + P2 hemicelulésico (H)
Bagaco de cana ou pegas 3D (40g-L") Xilose (23.3 g-L)

b

N N
12 Batelada 22 Batelada 32 Batelada 42 Batelada n Batelada
ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3
Melaco diluido + P2 Batelada Alimentada Melaco diluido no Hidrolisado + P2
(40 g-L") por pulso (40 gL

1:3 (M:H) proporgéo volumétrica

Figura 3.7. Esquema batelada alimenta repetida.

Uma variagao da estratégia de fermentagao consistiu em ter somente a primeira
batelada apenas alimentada com melaco diluido, ja a segunda batelada correspondia
ao esquema de batelada alimentada por pulso e finalizaram-se as bateladas seguintes
com melagco diluido diretamente no hidrolisado hemicelulésico. Além disso, as
condigdes do experimento foram variadas quanto ao numero de bateladas e tempo de
fermentacao. Nos experimentos em batelada alimentada repetida com imobilizagao

celular foram planejadas 5 condigbes experimentais, ver Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Condigbes experimentais

Tempo inicial de Batelada alimentada

. ~ Agente

Condigao fermentagao para imobilizador por pulso
cada batelada (h) (Etapa 2)

Bagago — 1 36 Bagaco in natura 32

Bagago — 2 36 Bagaco in natura 2°

Bagago — 3 48 Bagaco in natura 22

Peca 3D -1 36 Pecgas 3D 32

Peca 3D -2 48 Pecgas 3D 3°

A carga de bagaco in natura de 1:75 (m/v) (1,3 g em 100 mL de volume médio
final) e de pecas 3D de 1:4 (m/v) (4 x 6,5 g em 100 mL de volume de meio final) foram
escolhidas para realizar as diferentes condicdes dos experimentos em batelada
repetida.

3.3. Métodos analiticos

As amostras retiradas em cada um dos ensaios realizados foram centrifugadas,
passadas por um filtro de 0,22 ym e armazenadas no freezer para posteriormente
serem quantificados seus compostos.

As concentragbes de acgucares (sacarose, glicose, xilose, frutose), etanol,
butanol e acido acético presentes no hidrolisado hemicelulésico, no melago e nas
amostras de fermentacdo foram quantificadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). O modelo do cromatografo € Agilent 1260 Infinity, equipado com
detector RID. A separacédo dos compostos de importancia da fermentagao foi realizada
pela coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H, utilizando uma solugéo de H,SO4 3 mM como
eluente com vazao de 0,5 mL-min™' e uma temperatura de 15 °C. Os compostos foram
detectados por indice de refracdo, em comprimento de onda de 205 nm.

Um coquetel com os agucares e produtos da fermentacao de 0,5 a 10 g-L‘1 foi
usado como padrao para identificar as concentragdes dos compostos presentes nas
amostras quantificadas no HPLC.

Os inibidores do hidrolisado hemicelulésico foram quantificados de duas formas.
No caso do acido acético, hidroximetilfurfural (HMF) e o acido furfural foi usado o

HPLC. O acido acético seguiu a mesma analise descrita anteriormente (coluna HPX-
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87H), ja para o HMF e o furfural utiliza-se a coluna Nova-Pak C-18 e o leitor DAD com
uma fase movel composta por uma solugdo de agua/acetonitrila/acido acético de
88:11:1 (v/v), uma vazao de 0,8 mL-min™', em comprimento de onda de 280 nm e uma
temperatura de 30 °C. Os compostos fendlicos foram quantificados por meio de um
ensaio colorimétrico (Ainsworth e Gillespie, 2007).

3.4. Calculos de conversao, produtividade e rendimento
Os resultados apresentados correspondem ao valor meédio (x) das trés réplicas

realizadas para cada condicao testada. Também foi calculado o desvio padrao das
medidas (o, ) de acordo com as Equagdes (3.1) e (3.2) (Taylor, 1982).

- Z{-‘xl

X = =L (3.1)
o = |y 20— %)? (3.2)
Onde:

x; corresponde a cada um dos dados obtidos e N; é igual ao numero de réplicas
feitas. A diferenga entre as médias foi avaliada estatisticamente pelo teste de Tukey
(p <0,05) usando a ferramenta de acesso aberto: Astatsa Online Web Statistical

Calculators (Navendu Vasavada, astatsa.com).

A conversao do substrato, a produtividade do butanol e o rendimento de butanol

foram calculadas como:

~ 0 _ Substrato inicial (g) - Substrato residual (g) 0
Conversio (%) Substrate nicial () * 100% (3.3)
Produtividade (g - L™ - h™1) = Butanol produzido (9) (3.4)

Volume (L) * Tempo de fermentagio (h)
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Rendimento (g . g_l) _ Butanol produzido (g) (35)

Substrato consumido (g)
3.5. Calculo de tanques de fermentagao e custo de compra

Para realizar o calculo do numero de tanques de fermentagdo (NTF) considera-
se uma planta de butanol que produz 10 kton-ano™ (quantidade de butanol produzido),
com fermentadores de 1000 m? (volume do fermentador), que opera 350 dias ao ano

e aplicamos a Equacéo 3.6.

: ; -1

_ Quantidade de butanol produzido (ton-h ™)

NTF (#) = e CTT (3.6)
Volume do fermentador (m3) » “T2EHL cllo(e)(gg

O custo de compra dos tanques de fermentacao foi calculado com a Equacgéo 3.7
da anualizacdo do CAPEX (Meza, 2013).

i(1+i)"

A= P -1

Onde:
A corresponde ao valor de cada pagamento, P é igual ao valor presente

equivalente a uma série de pagamentos iguais e periddicos, n € o numero de

pagamentos e i obedece a taxa de juros.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Batelada alimentada por pulso

4.1.1. Melacgo e hidrolisado hemicelulésico

A caracterizacdo do melacgo, hidrolisado hemicelulésico bruto e destoxificado por
overliming é apresentada na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Caracterizacdo do melago e hidrolisado hemicelulésico

Hidrolisado Hidrolisado
Parametro Melago hemicelulésico hemicelulésico
Bruto Destoxificado
Acucares (g-L™")
Sacarose 449,9 - -
Glicose 86,9 6,5 5,0
Xilose - 23,3 21,2
Frutose 68,7 - -
Total 629,2" 29,8 26,2
Inibidores (g-L™)
Hidroximetilfurfural (HMF) - 0,6 0,3
Furfural - 0,5 0,2
Acido Acético - 3,7 3,3
Compostos Fendlicos - 1,3 1,0

" Calculado como agucares redutores totais (ART) em todo o documento

[ART = 1.05 * Sacarose + Glicose + Xilose + Frutose]

Pela Tabela 4.1 se depreende que entre as duas formas do hidrolisado
hemiceluldsico tem-se que o destoxificado por overliming apresentou uma diminui¢cao
pequena na concentracdo dos acucares e inibidores, devido principalmente ao
método utilizado (Mohagheghi et al, 2006; Quereshi et al., 2010), quando comparado
ao hidrolisado hemiceluldsico bruto.

As concentragdes de celobiose e manose encontradas no hidrolisado bruto
foramde 0,3 € 0,6 g-L‘1, respectivamente, e portanto que foram desconsideradas para

as futuras analises.



58

4.1.2. Avaliagao da fermentabilidade dos agucares

Os resultados dos testes feitos para avaliar a fermentabilidade dos agucares sao
apresentados na Tabela 4.2. A maior conversao alcangada foi para o teste com glicose
(G-P2), no entanto uma conversao de 75 % foi obtida no experimento com xilose (X-
P2), assim confimando o bom desempenho da linhagem C.
saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 na producdo de butanol. Nas fermentagdes
com melago, concentracdo de ART de 40 g-L'1, 0S agucares quase se esgotaram e o
rendimento de butanol foi maior em comparacdo com os rendimentos dos
experimentos dos meios sintéticos de glicose e xilose, 0,24 e 0,27 g-g’,
respectivamente. Além disso, independentemente da suplementacao de nutrientes a
conversao de agucares (~97 %) e o rendimento de butanol (~0,31 g-g™') ndo variaram
nos testes com melago puro (M-40) e melago com meio P2 (M-40-P2).

O rendimento de butanol obtido no melago pode ser atribuido aos trés fatores
seguintes. Em primeiro lugar, dado que o teor de agucar do melago de cana-de-agucar
€ predominantemente sacarose, a massa molar mais alta da sacarose em
comparagao com a glicose pode ter influenciado o aumento do rendimento de butanol
na fermentacdo com melago. De fato, as espécies solventogénicas de Clostridium
possuem um sistema de fosfotransferase (PTS) dependente de fosfoenolpiruvato de
sacarose (PEP) para transportar e metabolizar a sacarose sem primeiro hidrolisar o
dissacarideo nos dois componentes individuais do agucar, glicose e frutose (Tangney
et al., 1998). Em segundo lugar, o rendimento superior de butanol do melago, quando
comparado ao substrato de glicose, também pode ter resultado de uma mudanga no
metabolismo das células que aumentou o fluxo de carbono para a producao de
butanol, enquanto diminuiu o fluxo para a produgao de coprodutos (etanol e acetona).
Como evidéncia deste fato, a concentracao de etanol foi estatisticamente menor nas
fermentagdes com melago M-40 (0,77 g-L”') em comparacdo com a obtida nas
fermentacdes de glicose (1,32 g-L™") e xilose (1,43 g-L™"). Como resultado, a proporgao
butanol/etanol aumentou de 12:1 (G-P2 e X-P2) para 18:1 (M-40). Em relagédo a
acetona, nao foi possivel sua quantificacdo devido a fraca separacao por HPLC de

acetona e acido butirico, um intermediario da fermentagcdo. No entanto, estimamos
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que a concentracdo de acetona foi menor que 1 g-L‘1, com base em outros estudos
sobre C. saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 (Zetty-Arenas et al., 2019). Dado o
rendimento relativamente baixo dos coprodutos, ou seja, abaixo da propor¢ao ABE
tipica de 3:6:1 (Jones e Woods, 1986), as variagdes em sua produ¢cado podem ter um
efeito limitado sobre o rendimento do butanol. Assim, um terceiro fator que pode ter
contribuido para melhorar o rendimento de butanol foi o consumo de outras fontes de
carbono (por exemplo, acidos organicos e aminoacidos) inerentemente presentes no
melago de cana (Chang et al., 2014; Kong et al., 2015; Lino et al., 2018).

Nas fermentacbes com melaco, concentracdo de ART de 60 g-L'1, a adicao de
nutrientes melhorou significativamente a conversdo de agucares, principalmente
sacarose 29,59 e 52,62 %, respectivamente (Tabela 4.2). Além disso, pode-se
perceber pela Figura 4.1 que a cultura consumiu todos os agucares ao mesmo tempo,
independentemente da suplementagdo. A suplementacdo também estimulou a
produtividade do butanol, que aumentou 28 %.

Na Figura 4.1 nota-se também que as 24 h é definido o ponto de alimentagao
para o hidrolisado hemiceluldsico pois a fase de adaptacédo do processo fermentativo
terminou (primeiras 12 h) e o microrganismo ja se encontrava na etapa de crescimento
exponencial celular.

Pode-se observar, da Tabela 4.2, que a produtividade das fermentacdes
contendo 40 g-L™" de ART também aumentou devido a suplementagdo (M-40-P2 em
comparacao com M-40). No entanto, resultou de uma diferengca na concentragao
inicial de acucar em vez de uma variagdo na conversdo de acucares. Portanto, a
condicdo com a concentracao inicial sem suplementagcao de nutrientes de 40 g-L'1 de
ART foi escolhida para realizar as fermentagdes em batelada alimentada por pulso.



Tabela 4.2. Desempenho do C.

saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 considerando diferentes fontes de carbono.

Parametro G-P2 X-P2 M-40 M-40-P2 M-60 M-60-P2
Inicial ART (g-L™) 61,92+0,51 60,59+149 3926+0,98 4277+067 6194+102 62,99+0,76
Sacarose (g-L™") - - 2956+065 32,14+0,34 448 +0,63 46,58 + 0,66

Glicose (g-L™") 61,92 + 0,51 - 4,83 +0,17 52 +0,17 8,2 + 0,37 7,97 £0,17

Frutose (g-L™") - - 3,31+0,14 3,74+ 0,16 6,58 + 0,65 5,99 + 0,16

Xilose (g-L™") - 60,59+ 1,49 - - - -

Residual ART (g-L™") 0,33+0,36 1513+ 1,44 1,26 + 0,27 1,41+ 0,29 36,6 +0,58 26,57 + 0,21
Sacarose (g-L™) - - 1,10 £ 0,23 1,21+£0,25 33,78+0,34 23,75+0,20

Glicose (g-L™") 0,33 +0,36 - 0,03 + 0,01 0,09 + 0,02 0,66 + 0,00 0,73 £ 0,00

Frutose (g-L™") - - 0,05+ 0,02 0,04 + 0,01 0,69 + 0,00 0,84 + 0,00

Xilose (g-L™") - 1513 +1,44 - - ) )

Conversdo ART (%) § 99,47 +0,59% 75,03+2,07° 96,8+0,73%° 96,71+0,72%° 44,31+1,84° 60,82+ 0,84°
Sacarose (%) - - 96,27+0,82 96,22+0,79 29,59+ 180 52,62+1,14

Glicose (%) 99,47 + 0,59 - 9931+0,24 9833+0,49 91,95+0,38 90,84 +0,2

Frutose (%) - - 9839+0,68 98,84+0,34 8951+1,10 8597 +0,38

Xilose (%) - 75,03+2,07 - - - -

Acido Acético (g-L™) 0,41 + 0,02 0,12 + 0,01 0,75 + 0,02 0,76 + 0,05 0,45 + 0,02 1,29 + 0,02
Etanol (g-L™) 1,32 + 0,22 1,43 + 0,08 0,74 + 0,05 0,74 + 0,05 0,69 + 0,14 0,68 + 0,05
Butanol (g-L™) $ 15,09+ 0,15 13,56 +0,46° 12,55+0,58° 14,46+0,07® 9,82+0,15% 12,95+ 0,33
Rendimento de butanol (g-g™") $ 0,24+0,01° 0,27+0,01°> 0,31+0,01® 0,32+0,01® 0,33+0,03° 0,31+0,01°
Produtividade de butanol (g-L™'h™") § 0,21+0,00® 0,19+0,01° 0,17+0,01° 0,20+0,00® 0,14+0,00¢° 0,18+0,00"

G: fermentacgéo de glicose; X: fermentagao de xilose; M: fermentacao de melago; P2: adigdo de nutrientes do meio P2.

¥ As médias seguidas por letras diferentes sao estatisticamente diferentes entre si (teste de Tukey; p <0,05).
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Figura 4.1. Concentracao de acucares e butanol durante a fermentagao do

melaco (60 g-L™).

Os experimentos iniciados com hidrolisado hemicelulésico bruto e destoxificado
por overliming e com melaco diluido no hidrolisado com suplementag¢ao de nutrientes
(meio P2), planejados na Tabela 3.1, ndo apresentaram rendimento ou produtividade.
O desempenho da linhagem C. saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 nestes
experimentos para produzir butanol foi provavelmente dificultada por potenciais
inibidores microbianos encontrados no hidrolisado (Tabela 4.1), embora as
concentracdes presentes na maioria destes inibidores presumivelmente ndo estavam
em niveis toxicos. Por exemplo, no caso dos furanos, C. saccharoperbutylacetonicum
pode até ser estimulado se sua concentragao for menor que 2 g-L™ (Yao et al., 2017).
No trabalho de Zetty-Arenas et al., (2019) a mesma linhagem foi capaz de produzir
butanol a partir de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acucar contendo
3,4 g-L'1 de acido aceético, no entanto, o hidrolisado foi produzido usando uma técnica
mais suave de pré-tratamento (pré-tratamento hidrotérmico seguido de hidrélise
diluida por acido sulfurico). Consequentemente, a lignina foi provavelmente

degradada em menor grau, e a concentracdo resultante de fendlicos (g-L™", 0,06
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siringaldeido, 0,18 acido p-cumarico) foi menor aos considerados téxico para C.
saccharoperbutylacetonicum (Yao et al., 2017) e obtidos no hidrolisado usado para os
experimentos do estudo atual (g-L™", 0,8 siringaldeido, 0,4 &cido p-cumarico).
Provavelmente neste estudo os compostos fendlicos produzidos durante o pré-
tratamento com acido diluido afetaram o desempenho da linhagem evitando a

producgao de butanol.
4.1.3. Fermentagoes em batelada alimentada por pulso

Os resultados das fermentagdes em batelada alimentada por pulso sao
apresentados na Tabela 4.3, onde € possivel destacar como em todas as proporgdes
volumétricas testadas se obteve producado de butanol, mostrando como a batelada
alimentada por pulso permite que a fermentacéao pelo C. saccharoperbutylacetonicum
DSM 14923 aconteca mesmo em presenca dos inibidores do hidrolisado
hemicelulosico em seu estado bruto. Este aspecto € importante, pois 0 microrganismo
consegue suportar a concentragéo de inibidores na etapa de crescimento exponencial
e fermentar xilose, situacdo que nao acontece na etapa de adaptacgdo (inicio da
fermentacao). Além disso, se observa da primeira até a ultima proporgéao volumétrica
de melago/hidrolisado (3:1, 3:1+P2, 1.5:1, 0.75:1, 1:3) uma diminuigdo da conversao
total de agucares, rendimento, produtividade e concentragédo do butanol no mesmo
tempo. Expondo que a maior quantidade de hidrolisado hemicelulésico resulta em
uma maior restricdo no processo para alcancar os valores obtidos na fermentacao de
melago sem suplementagéo, M-40 (Tabela 4.2).

Na fermentacdo contendo a menor quantidade de hidrolisado (proporcao
melacgo/hidrolisado 3:1), a maior parte da xilose e os demais agucares (ART) foram
consumidos, conversao de 89,63 % e 83,85 %, respectivamente. O rendimento do
butanol alcangou 0,31 g-g”", valor tdo alto quanto o observado na fermentacdo de
melago (M-40, Tabela 4.2). Além disso, a fermentagdo com a mesma proporgao
volumeétrica com adigao de nutrientes (3:1+P2) mostrou que todos os agucares podem
quase ser esgotados em 72 h.



Tabela 4.3. Desempenho das fermentagdes em batelada alimentada por pulso.

Parametro 3:1 3:1+P2 1.5:1 0.75:1 1:3
Inicial ART (g-L™") 44,7 £0,78 43,66 + 1,06 47,64 £ 0,85 46,81 £ 0,29 46,54 + 0,44
Sacarose (g-L™) 34,37 £ 0,84 33,1+0,97 32,04 £ 0,65 31,56 £ 0,16 31,37 £ 0,27

Glicose (g-L™) 5,31+ 0,06 5,10 £ 0,22 8,45 0,12 8,29 + 0,14 8,30 + 0,09

Frutose (g-L™) 3,21+£0,18 3,72+0,25 5,46 + 0,11 5,30 + 0,06 5,21 + 0,06

Xilose (g-L™") 3,76 £ 0,07 2,75+ 0,05 9,24 £ 0,11 15,41 £ 0,24 18,51 £ 0,09

Carga de xilose (%) 9,90 0,06 7,65 0,03 21,77 £ 0,57 39,51 + 0,44 49,88 + 0,22
Residual ART (g-L™") 6,24 + 0,57 0,78 £ 0,02 15,39 £ 1,79 14,62 £ 0,12 19,47 £ 0,15
Sacarose (g-L") 5,14 + 0,45 0,53 + 0,02 10,96 + 1,29 5,63 0,17 5,32 + 0,05

Glicose (g-L™) 0,36 + 0,03 0,08 + 0,01 0,82 + 0,07 0,57 + 0,05 0,52 + 0,06

Frutose (g-L™) 0,07 £ 0,02 0,03 + 0,01 0,00 % 0,00 0,00 % 0,00 0,00 % 0,00

Xilose (g-L™") 0,4 £ 0,07 0,11 £ 0,01 3,04 £ 0,39 8,13+ 0,14 13,35+ 0,16

Carga de xilose (%) 6,36 + 0,57 14,5+0,73 19,73 £ 0,38 55,57 + 1,09 68,55 + 0,28
Conversdo ART (%) § 83,85+ 1,40° 97,86  0,02° 64,34 + 3,83° 63,14 £ 0,55° 48,40 + 0,36 ¢
Sacarose (%) 80,33 £ 1,52 97,95 + 0,02 49,80 + 5,37 59,44 + 1,42 49,66 + 0,31

Glicose (%) 91,3+0,52 97,63 £ 0,32 88,92 + 0,70 91,91 £ 0,60 91,97 £ 0,82

Frutose (%) 97,68 £ 0,59 99,03 £ 0,32 100,00 % 0,00 100,00 % 0,00 100,00 % 0,00

Xilose (%) 89,63 £ 1,80 95,94 + 0,21 67,68 + 4,35 48,15 + 0,58 29,09 % 0,59

Acido Acético (g-L™) 0,56 0,03 0,81 0,03 0,81 0,06 1,23 £ 0,03 1,51 £ 0,01
Etanol (g-L™") 0,75+ 0,12 1,17 £ 0,18 1,13 £ 0,33 1,62 £ 0,29 1,32 £ 0,23
Butanol (g-L") 10,06 + 0,48"° 10,88 £ 0,19° 7,00£0,14° 5,21 +0,05¢ 3,21+0,06°
Rendimento de butanol (g-g”") § 0,31 £0,02% 0,30 £ 0,01 0,25+0,01° 0,21 £0,01° 0,18 £0,00°
Produtividade de butanol (g-L"-h™") § 0,14 £ 0,01° 0,15+ 0,00° 0,10 £ 0,00 ° 0,07 £0,00¢ 0,04 +0,00°

P2: adicao de nutrientes do meio P2.

$ As médias seguidas por letras diferentes sao estatisticamente diferentes entre si (teste de Tukey; p <0,05).
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O C. saccharoperbutylacetonicum que ja foi usado em plantas comerciais de
butanol alimentadas com melaco (Poehlein et al., 2017), confirmou que pode co-
fermentar sacarose, glicose, frutose e xilose (Figura 4.2, estdo consideradas as
diferentes proporgdes volumétricas de melago/hidrolisado. A seta vermelha indica a

hora em que o hidrolisado foi alimentado na fermentacéo).
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Figura 4.2. Concentragao de agucares, butanol e acido acético durante a

fermentacao em batelada alimentada por pulso.
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No entanto, a conversao de sacarose e xilose foi baixa em 30 % na fermentacao
que continha a maior quantidade de hidrolisado (1:3). Esta situacdo se evidencia
também nas proporgdes volumétricas 1.5:1 e 0.75:1, onde a conversao de sacarose
e xilose se reduziu. Poderia se supor que ao aumentar o volume do hidrolisado, e em
consequéncia a quantidade de inibidores, estes estariam reprimindo a atividade
enzimatica das células, mas para a glicose e a frutose ndo se apresenta esta
diminuicdo e sdo esgotadas mais facilmente nas diferentes condi¢des testadas. Por
causa desta restricdo, a xilose foi responsavel por ndo mais do que o 10 % dos
agucares alimentados para a fermentacdo, e o produto da fermentacéo, portanto,
continha mais butanol de primeira geragado do que de segunda geragao.

Para contornar esta limitacdo e dar continuidade aos ensaios em batelada
alimentada repetida e avaliar o impacto da imobilizacdo celular foi selecionada a
condicdo experimental com a proporgao volumétrica de 1:3 (melago/hidrolisado),
contendo a maior quantidade de hidrolisado (a xilose foi responsavel por
aproximadamente 50% dos agucares). Pois ao ser a condigao mais dificil e apresentar
a menor conversao de sacarose € xilose, 49,66 e 39,09 %, respectivamente, espera-
se uma melhora na conversdo destes agucares que exigem mais para ser
metabolizados igual ao rendimento, produtividade e concentragdo do butanol
melhorem com a estratégia de imobilizagao celular em batelada repetida.

A perda na producéao de butanol, pelo aumento da quantidade de hidrolisado, foi
atenuada pelo fato de C. saccharoperbutylacetonicum ser capaz de consumir parte do
acido acético derivado do hidrolisado hemicelulésico alimentado a fermentagéo (o
acido acético € um intermediario metabdlico na producédo de acetona) (Figura 4.2).
Por outro lado, estima-se que as perdas no desempenho da fermentagcao tornam o
processo economicamente inviavel. Por exemplo, as perdas no rendimento de butanol
e na conversao das agucares afetam o custo da matéria-prima, que é o principal
componente de custo dos combustiveis e produtos quimicos. Além disso, a diluicdo
da corrente do produto (concentracdo de butanol diminuiu de 10,0 (3:1) para
3,2 (1:3) g-L") aumentaria significativamente os custos operacionais da separagéo e
descarte de aguas residuais no processo (Mariano e Maciel Filho, 2012).

Além disso, a perda observada na produtividade do butanol aumentaria o custo

de investimento da fermentagdo. Por exemplo, para uma planta que produz



66

10 kton-ano™' de butanol, estima-se o nimero de tanques de fermentac&o exigidos
pela planta em fungao da produtividade do butanol (Figura 4.3). O numero de tanques
de fermentagdo varia significativamente, dependendo da proporg¢ao
melacgo/hidrolisado, variando de 15 (3:1) a 52 (1: 3) tanques. Consequentemente, o
respectivo custo de compra dos tanques varia de 6 a 22 MMUSD (milhdes de ddlares).
No entanto, o numero minimo de tanques exigidos pela planta de butanol ainda é
muito alto. Para fins de comparagao, a produgao de 250 kton-ano™ de etanol em uma
usina de cana-de-agucar exigiria 12 tanques, assumindo que a produtividade do etanol
é de 4,5 g-L"-h" (J. Finguerut, Instituto de Tecnologia de Cana-de-Agucar,
comunicagao pessoal). No entanto, a operagao que considera a menor quantidade de
hidrolisado no meio pode ter uma vantagem econdmica significativa, ja que
16 MMUSD representaria 188 USD-ton™! de butanol em termos de custo de produgdo
(custo de compra anual em 20 anos, considerando uma taxa de desconto do 10 %).
Assim, devido aos fatores econdmicos e técnicos, o volume de hidrolisado
hemicelulésico fornecido a fermentacdo nao deve exceder a proporcao
melago/hidrolisado de 3:1.

No entanto, a propor¢cdo recomendada pode limitar a capacidade da planta de
butanol. Na fermentacdo que contém a razdo melago/hidrolisado de 3:1, a xilose
representa apenas 10 % da quantidade total de agucares (Tabela 4.3). Se este valor
for colocado no contexto de uma usina de cana-de-agucar que converte 500 ton de
cana-de-agucar por hora em etanol e agucar de mesa (cada processo consome a
metade da entrada de cana-de-agucar), a quantidade de agucar do melago disponivel
na usina ndo corresponderia a quantidade requerida pela planta de butanol. Neste
sentido, a producdo de melago é de 10 ton-h™' (ART) e menor em comparagao a xilose
(11 ton-h'1), se 75 % do bagaco for usado para produzir agucares lignocelulésicos
(Mariano et al., 2013). Assim, a quantidade de bagago usada para produzir agucares
teria que ser ajustada em conformidade (para 8 % da quantidade total neste caso) ou,

provavelmente, melaco adicional teria que ser comprado de outras usinas.
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Figura 4.3. Tanques de fermentagdo em uma planta de butanol em fungdo da

produtividade do butanol. A planta opera 200 dias por ano durante a safra.

Na Figura 4.3 o custo de compra dos tanques de fermentacgao foi calculado com
base na cotagao disponivel em Humbird et al. (2011), que foi ajustado considerando
um fator de escala igual a 0,6 e o CEPCI (Chemical Engineering Plant Cost Index).

4.2. Batelada alimentada repetida com imobilizagao celular

4.2.1. Bagaco de cana e Pecga 3D

Sao descritos na continuagao os resultados obtidos das analises realizadas aos

suportes usados para a imobilizagao celular: bagaco in natura e suporte de poliamida

branca 12 produzido via impressao 3D (peca 3D).

o Tamanho de particula: O tamanho de particula do bagaco in natura usado

para os testes de imobilizagao celular esteve na faixa de 9,52 — 16 mm.
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. Microscopia eletronica de varredura (MEV): A Figura 4.4 mostra a
estrutura morfolégica do bagaco in natura e da peca 3D ampliadas 100X,
1000X e 3000X.

Bagaco in natura
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Figura 4.4. Bagacgo in natura e Pega 3D.
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4.2.2. Fermentagdes com imobilizagao celular

A imobilizagao celular foi feita em bateladas simples (esquema de batelada
alimentada por pulso, sem repeticdo) com o bagaco in natura ou pegas 3D em frascos
Schott, como mostrado na Figura 3.6, as duas cargas avaliadas de bagaco in natura
(m/v): 1:60 e 1:75 e a carga de pecas 3D (m/v): 1:4 obtiveram evidéncias da
fermentagcdo comprovada pela espuma sobrenadante ao meio apdés 72 h e pelos
resultados apresentados na Tabela 4.4.

Antes da alimentacdo do hidrolisado hemiceluldsico ndo-destoxificado as 24 h,
a formacéo de espuma foi mais intensa nas fermentagdes com imobilizagao celular
(Figura 3.6), supostamente sugerindo que a cultura era mais vigorosa do que no
controle (células livres). No entanto, o aumento na formacdo de espuma foi
provavelmente um resultado das interagdes fisicas entre o caldo, os gases e o0s
agentes de imobilizagéo celular do que de uma taxa de fermentagdo aumentada. Isso
foi confirmado pelo fato de que a imobilizac&o celular teve pouco ou nenhum efeito na
utilizagado de agucar e na produgao de butanol durante as primeiras 24 h (Figura 4.5).
Em contrapartida, na alimentagcdo do hidrolisado, a utilizagdo da xilose foi
potencializada nas fermentagdes contendo os agentes de imobilizagado (bagaco in
natura e pegas 3D). Enquanto a conversao da xilose foi de 2,57 % (e a conversao de
acucares foi de 35,79 %) no experimento controle sem imobilizagdo celular, nas
fermentagcdes com imobilizagdo celular a conversao de xilose variou entre 15,86 e
32,79 % (a conversdo de acgucares foi de 54,99 - 62,04 % ) (Tabela 4.4).
Consequentemente, a producdo de butanol praticamente dobrou de 1,38 (células
livres) para 2,53 - 2,88 g-L" (células imobilizadas), e o rendimento do butanol
aumentou em até 50% (de 0,10 para 0,15) (a concentragcéo do etanol ficou abaixo de
1g-L™.



Tabela 4.4. Desempenho da imobilizagao celular considerando diferentes agentes imobilizadores.

Parametro ) Co[ltrole Peca 3D Bagaco in natura Bagacgo in natura
(Células livres) (m/v): 1:8 (m/v): 1:60 (m/v): 1:75

Inicial ART (g-L™) 59,68 + 1,20 60,18 + 0,83 59,70 + 1,11 58,96 + 0,14
Sacarose (g-L™) 41,13 £0,73 41,40 + 0,39 40,97 + 0,85 40,3+0,18

Glicose (g-L™") 9,19+ 0,19 9,27 + 0,23 9,27 + 0,12 9,19 + 0,02

Frutose (g-L™) 7,19 £ 0,27 7,33 +0,25 7,30+ 0,19 7,36+ 0,05

Xilose (g-L™") 15,12 + 0,43 14,51 + 0,29 17,77 + 0,42 15,28 + 0,57

Carga de xilose (%) 39,54 £ 0,98 40,30 + 0,21 44,12 + 0,75 44,66 + 1,24

Residual ART (g-L™") 24,77 + 0,84 16,36 + 0,62 15,43 + 0,43 14,67 + 0,4
Sacarose (g-L™) 8,55+0,25 3,58 £ 0,52 2,79+0,15 2,25 +0,26

Glicose (g-L™") 0,91 +0,23 0,27 + 0,23 0,44 + 0,05 0,37 + 0,08

Frutose (g-L™) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Xilose (g-L™") 14,86 + 0,46 12,32+ 0,76 12,05 + 0,26 11,93+ 0,14

Carga de xilose (%) 60,00 £ 0,97 75,34 £ 2,74 78,11 £ 0,88 81,34 £ 1,49
Conversdo ART (%) § 35,79 +1,90 ° 54,99 + 2,38 ° 62,04 + 1,922 57,51+ 1,46
Sacarose (%) 31,07 £ 2,25 68,54 £ 4,93 76,32 £ 2,77 77,01 £2,69

Glicose (%) 83,70 + 4,14 95,01 + 4,38 92,56 + 0,91 93,06 + 1,46

Frutose (%) 100,00 £ 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00

Xilose (%) 2,57 +0,97 15,86 + 6,13 32,79 + 1,59 22,62 + 2,93

Acido Acético (g-L™) 2,19 + 0,05 1,50 + 0,15 1,28 + 0,04 1,25 + 0,02
Etanol (g-L™) 0,31 +0,07 0,46 + 0,12 0,42 + 0,00 0,29 + 0,05
Butanol (g-L™) $ 1,38 +0,08° 2,53+0,10° 2,76 + 0,06 ° 2,88 +0,05°
Rendimento de butanol (g-g") 0,10 +0,01° 0,13+0,01° 0,11 £ 0,00 ™ 0,15 + 0,00 ?
Produtividade de butanol (g-L™"-h™") § 0,02 +0,00° 0,04 +0,00° 0,04 + 0,00 ? 0,04 + 0,00 ?

¥ As médias seguidas por letras diferentes sao estatisticamente diferentes entre si (teste de Tukey; p <0,05).
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Figura 4.5. Concentracido de agucares, butanol e acido acético durante a fermentagao

com imobilizagéo celular.

Uma possivel razdo para a melhor utilizagdo da xilose € o fato de que as
camadas externas dos biofiimes podem servir como uma barreira de difusdo que
protege as camadas celulares internas dos inibidores microbianos presentes no
hidrolisado hemicelulésico (Todhanakasem, 2017). Este fenbmeno foi relatado em
estudos anteriores onde hidrolisados hemicelulésicos foram usados como matérias-
primas para a producdo de etanol por culturas imobilizadas passivamente de
Zymomonas mobilis (Todhanakasem et al., 2014), Saccharomyces cerevisiae
(Narayanan et al., 2016) e Scheffersomyces stipites (Bader et al., 2020). No presente
estudo, imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) mostram a adesao
por parte das células C. saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 na superficie do
bagaco in natura e da peca 3D; além disso, um biofiime é mais perceptivel na
superficie da peca 3D (a Figura 4.6 mostra as células C. saccharoperbutylacetonicum
e a Figura 4.7 mostra a estrutura morfolégica do corpo de prova). Curiosamente, a

natureza fragmentada das particulas do bagaco in natura proporcionou uma area
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superficial total (n&o medida) varias vezes maior que a do suporte 3D (que tem uma
estrutura volumosa), provavelmente permitindo assim que mais células aderissem.
Esta diferenca pode explicar porque todos os parametros de desempenho da
fermentacdo com bagacgo in natura foram superiores em comparagao com a pega 3D
(Tabela 4.4).

Bagaco in natura Peca 3D

8-

EHT=10.00 KV
1 Probe= 50 pA WD= 25 mm  Detector= SE1

EHT=10.80 KV

EHT-10.00 KV )
3.0 KX 1Probe- 50 pA  WD= 22 mm  Detector= SE1

g~ 3.90 K X 1 Probe= 50 pA Wh= 25 mm Detector= SE1

Y

i~ EHT-10.00 kU LRAC/FEQ
Mag- 10.00 K X 1 Probe= 50 pA  WD= 22 mn  Detector= SE1 UNICANP

EHT=10.00 kU LRAC/FEQ
Mag= 10.90 K X 1 Probe= 50 pA WD= 25 nn Detector= SE1 UNICAMP

Figura 4.6. Bagaco in natura e pega 3D apds 72 h de fermentagéo.
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.00 kv LRAC/FEQ
e= 50 pA W= 22 mn Detector= SE1 UNICAMP

LRAC/FEQ
50 pA WD= 23 nnm Detector= SE1 UNICAMP Mag= 35 X 1

200pn —— EHT=10.00 KV LRAC/FEQ 200N ——i EHT=10.00 kV LRAC/FEQ
Mag= 108 X I Probe= 50 pA WD= 23 nn Detector= SE1 UNICAMP Mag= 1686 X I Probe= 50 pA W= 22 nn Detector= SE1 UNICAMP

a b

Figura 4.7. (a) Corpo de prova e (b) Corpo de prova apos 72 h de fermentagéo.

Apesar do aumento significativo na conversédo da xilose devido a imobilizacdo
celular, a quantidade de xilose residual (~ 12 g-L™") ndo é satisfatéria. O principal
contribuinte para este resultado indesejado foi certamente a presenga de compostos
inibidores microbianos derivados do bagago, mesmo que a fermentagdo da xilose
possa ter sido restringida em certa medida pela repressdo catabodlica de carbono
induzida por glicose (CCR) [CCR foi observada por Li et al., (2019), que também
utilizou a imobilizagdo celular como estratégia para aumentar a utilizagdo de
hidrolisados nao-destoxificados]. De fato, nos experimentos anteriores de batelada
alimentada por pulso sem imobilizagéo celular (item 4.1.3), a conversao de xilose foi
tao alta quanto 95,94 % (Tabela 4.3) quando os inibidores do hidrolisado foram

diluidos na propor¢gdo volumétrica de 3:1 (melago/hidrolisado), enquanto nos
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presentes resultados com imobilizagdo celular a proporgao foi de 1:3. No entanto,
quanto mais o hidrolisado € diluido, menor é a fragdo de butanol de segunda geragao
(2G) (ou seja, o butanol produzido a partir de agucares derivados do bagago) no
butanol total produzido na fermentacdo. Nos experimentos de batelada alimentada por
pulso sem imobilizagao celular, o butanol 2G representou 10 % da producgao total de
butanol, em contraste, esta fragcao foi de 30 % nestes experimentos com imobilizagao
celular. Curiosamente, como a imobilizacéo celular também favoreceu a utilizagao de
acucares do melago, a fragdo de butanol de segunda geragdo no produto final foi
praticamente a mesma nas culturas de células livres e imobilizadas.

No entanto, o aumento na producéo de butanol 2G foi acompanhado por dois
aspectos negativos: aproveitamento incompleto de agucares (incluindo sacarose) e
perda de produtividade do butanol. Na fermentagéo contendo bagago (1:75 m/v), a
conversdo de acgucares foi de 57,51 % (Tabela 4.4), significativamente menor a
alcangcada nos experimentos em batelada alimentada por pulso sem imobilizagéo
celular (item 4.1.3), que foi de 97,86 % (Tabela 4.3) e que continha menor hidrolisado
(proporgéo volumeétrica de 3:1, melago/hidrolisado). Enquanto a produtividade do
butanol no caso da batelada alimentada por pulso sem imobilizac&o celular o resultado
foi quase quatro vezes superior a produtividade (0,04 g-L'1 -h'1) obtida na fermentagao
contendo bagaco (1:75 m/v).

Os resultados apresentados nesta secdo também foram importantes para
determinar a quantidade de bagaco in natura (1:75 m/v) a ser adicionado nos
experimentos de fermentagcdo em batelada alimentada repetida apresentados na
préxima se¢do. Uma relagao inversa entre a carga de bagaco in natura e o rendimento
do butanol (Tabela 4.4) também foi observada por Vieira et al. (2020) ao cultivar
células de C. beijerinckii DSM 6423 imobilizadas em bagago de cana-de-agucar. Eles
relataram que quanto maior a quantidade de baga¢o no meio, mais biofilme se formou;
consequentemente, menos acucar foi utilizado para a produgcédo de butanol. Outro
aspecto importante € que a quantidade de bagag¢o in natura € uma variavel
operacional cuja minimizagdo pode facilitar a escalagdo desta tecnologia de
fermentacdo. Assim, a carga de bagaco in natura 1:75 (m/v), junto com as pegas 3D
foram escolhidas para ser testadas nos experimentos de batelada alimentada
repetida.
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4.2.3. Fermentagdes em batelada alimentada repetida

A seguir sdo apresentados os resultados das condigdes experimentais testadas
para a fase de batelada alimentada repetida (Tabela 3.3). As condi¢bes Bagaco — 1
(primeira e segunda batelada com melago — Tabela 4.5), Bagagco — 2 (primeira
batelada com melago — Tabela 4.6) e Pega 3D — 1 (primeira e segunda batelada com
melago — Tabela 4.8) comegaram com um tempo de fermentacg&o de 36 h por batelada
e mudaram para 60 h desde a 5% batelada até o final do experimento. Esta deciso foi
tomada devido a baixa produg¢ao de butanol, sendo que foi levantada a hipétese de
que é preciso de maior tempo para que 0 microrganismo consuma 0s agucares que
s&o incorporados quando foi alimentado o hidrolisado hemiceluldsico (etapa 2).

Por exemplo, a condigao Bagago — 1 nas duas primeiras bateladas alimentadas
com melago (etapa 1) obtiveram concentragées de butanol de 7,46 e 5,82 g-L'1
(Tabela 4.5), mas na 32 batelada a concentragao caiu para 1,68 g-L" (etapa 2), igual
a conversao dos agucares, pois a troca do meio aconteceu 12 h apds de ser realizada
a alimentagao do hidrolisado hemiceluldsico. Na 42 batelada, alimentada com melago
diluido diretamente no hidrolisado hemicelulésico (etapa 3), ndo se apresentou
nenhuma melhora, mas na 5% batelada a concentragédo de butanol aumentou para
3,83 g-L™, valor préximo ao encontrado na 22 batelada (meio apenas com melaco) e
superior ao encontrado nas duas bateladas anteriores.

No entanto, o microrganismo poderia também estar sentindo o impacto do
processo em batelada repetida e por isso desde a 2% batelada se evidencia (sem
presenca de hidrolisado) a diminuigdo da conversao e produgao de butanol. Quando
o hidrolisado € incorporado ao processo esta situagdo se agrava e se apresenta
também uma inibigdo por substrato, pois a sacarose diminui sua conversao, situagao
que n&o acontecia no meio com somente melago e em batelada simples.

Para a condigdo Pega 3D — 1 (Tabela 4.8) o comportamento do experimento foi
similar ao descrito anteriormente na condigdo Bagago — 1, pois a 3% (etapa 2), 42 (inicio
da etapa 3) e 5% bateladas n&o apresentaram produgdo de butanol. No entanto, ao
aumentar o tempo de fermentacdo da batelada se apresentou um aumento da

concentracado de butanol de ~ 2,8 g-L™ entre a 62 e 7% bateladas.



Tabela 4.5. Desempenho das fermentagdes em bateladas repetidas com imobilizagédo celular: Bagago — 1.
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Parametro 1? Batelada 27 Batelada 3° Batelada 4°Batelada 5% Batelada 6° Batelada 7° Batelada 8% Batelada
Inicial ART (g-L™) 3358+0,18 32,13+1,34 3250+2,74 36,82+4,73 3192+055 32,17+0,81 33,15+0,68 32,17 +2,03
Sacarose (g-L") 18,39+ 0,09 17,76+0,80 18,44+175 833+145 737+0,12 7,26+025 755+0,14 752+0,59

Glicose (g-L™) 866+0,01 742+030 700+055 656+0,86 558+0,18 565+0,19 576+0,25 4,81+0,84

Frutose (g-L™) 556+0,08 6,02+025 6,09+040 271+0,33 2594007 254+0,08 255+0,14 2,46+0,32

Xilose (g'L") 0,00+0,00 0,00+0,00 12,45+0,75 18,79+2,02 16,00+0,18 16,34+0,35 16,89+0,20 16,97 + 0,49

Carga de xilose (%) - - 48,72+205 51,03+1,08 50,11+0,32 50,78+048 50,96+ 048 52,75+237
Residual ART (g-L") 1,45+042 10,73+1,88 1549+0,82 2627+111 1594+3,14 2844+1,82 29,93+211 2941+1,02
Sacarose (g-L") 0,84+0,33 855+0,83 191+0,28 6,05+0,35 204+123 723+041 765+0,72 4,57+0,36

Glicose (g-L™) 0,29+0,05 052+0,16 156+0,09 2,17+0,58 067+0,08 307+157 337+096 4,39+0,32

Frutose (g-L™) 0,27+0,02 1,20+089 1,13+0,22 1,99+04 1,31+0,06 2,30+0,59 208+0,35 3,14+0,52

Xilose (g'L") 0,00+0,00 0,00+0,00 10,78+0,37 1575+0,25 11,82+1,82 1546+0,51 16,43+0,49 17,07 +0,55

Carga de xilose (%) - - 69,61+132 5996+239 7412+293 5436+522 5489+35 5803+0,29
Conversao ART(%) 9568+ 1,29 66,62+7,31 4156+2,03 2864 +10,68 5006+927 1161+52 972+478 856+ 3,39
Sacarose (%) 9542+ 184 51,84+6,98 63,38+7,56 27,36+ 11,41 7227+16,35 344+356 256+4,43 3923+8,65

Glicose (%) 96,66+ 0,59 9297 +236 70,22+2,32 66,97 +12,09 87,98+141 4569+257 41,49+1418 8,04 +8,86

Frutose (%) 95,06 + 0,49 80,04 + 15,58 60,27 + 8,35 26,59 +22,35 49,57 +3,77 13,47 +1592 1845+9,48 0,00+ 0,00

Xilose (%) - - 16,51+2,16 16,16+8,02 26,14 +10,89 538+3,11 2,83+2,67 0,11+0,20

Acido Acético (g'L™) 0,52+0,09 0,36+0,04 165+0,12 396+0,24 418+051 485+052 485+0,67 4,62+0,05
BE (g'L7) 826+0,39 6,64+116 2,89+0,36 155+094 4,08+078 234+135 196+079 1,11+0,15
Etanol (g-L™) 0,80+0,09 0,82+024 121+0,10 058+021 0,25+0,01 165+127 144+071 0,87+0,20
Butanol (g-L™) 746+032 582+062 168016 097+0,27 3,83+0,77 0,7+0,15 0,52+0,30 0,23+0,16
Rendimento de butanol (g-g”') 0,23+0,02 0,27+001 0,24+0,01 009+0,10 0,24+0,01 0,19+0,04 0,16+0,03 0,08+ 0,09
Produtividade de butanol (g-L™"-h™")  0,21+0,01 0,16+0,02 0,05+0,01 0,03+0,02 0,06+0,01 0,01£0,00 0,01+0,00 0,00+ 0,00
Etapa da Fermentagao 1(36 h) 1 (36 h) 2 (36 h) 3(36 h) 3 (60 h) 3 (60 h) 3 (60 h) 3 (60 h)




Tabela 4.6. Desempenho das fermentagdes em bateladas repetidas com imobilizagédo celular: Bagago — 2.
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Parametro 1? Batelada 27 Batelada 3?Batelada 4° Batelada 5°Batelada 6°Batelada 77 Batelada 8° Batelada
Inicial ART (g-L™) 33,95+0,72 30,25+0,38 3550+0,57 3579+0,28 31,12+0,39 33,74+0,76 32,74+0,26 31,65+ 3,85
Sacarose (g-L") 18,34+ 0,31 16,82+0,11 790+0,08 8,33+002 698+0,15 7,79+0,19 7,19+0,15 7,78+1,23

Glicose (g-L") 890+0,26 6,87+0,18 6,44+0,08 6,24+011 542+0,08 6,00£0,14 6,05+0,22 3,78+1,73

Frutose (g-L™) 575+0,16 567 +0,08 294+002 264+007 252+003 2,71+0,08 2,56+0,03 223+0,66

Xilose (g'L”) 0,00+0,00 12,43+0,13 17,80+0,39 18,13+0,19 1584+0,16 16,83+0,36 16,56+0,17 17,45+ 0,37

Carga de xilose (%) - 4929+021 5014+029 5066+020 50,89+021 4989+0,15 5057+0,12 5513+535
Residual ART (g-L") 1,34+0,27 17,56+0,20 29,34+2,07 2294+145 13,16+0,44 2596+369 22,01+528 286+2,89
Sacarose (g-L") 066+028 1,95+0,13 6,88+056 3,19+169 1,30+0,05 3,88+1,05 2,69+1,03 7,19+ 1,41

Glicose (g-L") 0,34+0,03 250+0,13 3,11+083 1,19+059 0,58+0,03 509+278 215+138 3,40+1,32

Frutose (g-L™) 0,31+0,02 1,12+005 265+014 1,79+0,12 145+0,03 2,43+0,35 158+021 1,99+0,53

Xilose (g'L”) 0,00+0,00 11,88+0,10 16,33+0,55 16,59+0,11 9,76+0,39 1436+1,42 1545+268 15,65+ 0,40

Carga de xilose (%) - 6764+073 5568+210 7235+422 7417+0,65 5532+3,02 70,21+509 54,71+452
Conversao ART(%) 96,05+0,76 32,83+0,98 17,36 +6,49 3591+3,77 57,71+0,92 23,06+9,68 32,77 +1562 9,64 +7,50
Sacarose (%) 96,42+ 1,49 59,79+1,94 12,93+7,51 61,68+20,20 81,37 +0,76 50,25+ 14,60 62,63 + 14,91 10,62 + 9,38

Glicose (%) 96,16 + 0,45 53,63 +2,77 51,75+ 13,11 80,97 +9,54 89,24 +0,44 27,50 +24,63 64,43+21,90 8,80 +7,65

Frutose (%) 9462+0,17 59,12+1,09 9,86+4,39 3214+6,07 4251+0,73 10,31 +14,05 38,49+7,47 11,39+ 10,39

Xilose (%) - 781+146 823+457 847+147 38,36+1,94 1469+6,74 8,99+1262 10,33+3,35

Acido Acético (g'L™) 045+0,12 1,65+0,02 3,76+0,16 3,96+0,08 3,01+0,05 3,73+042 3,85+0,70 4,74+0,56
BE (g'L7) 878+024 154+011 134+034 427+066 425+026 2,08+0,74 230+0,77 1,37+0,40
Etanol (g-L™) 0,55+0,06 040+005 0,32+0,21 035+0,11 0,24+0,00 0,68+0,42 078+048 0,70+0,20
Butanol (g-L™) 8,23+0,26 1,14+ 0,04 1,02+0,2 3,92+0,81 4,01+0,29 1,4+073 152+132 0,68+0,24
Rendimento de butanol (g-g”') 0,25+0,01 0,20+0,01 0,17+0,07 0,31+0,04 0,22+0,02 0,18+0,04 0,14+0,07 0,11+0,11
Produtividade de butanol (g-L™"-h™")  0,23+0,01 0,03+0,00 0,03+0,01 0,41+0,02 0,07+0,00 0,02+001 0,03+0,02 0,01+0,00
Etapa da Fermentagao 1 (36 h) 2 (36 h) 3 (36 h) 3(36 h) 3 (60 h) 3 (60 h) 3 (60 h) 3 (60 h)




Tabela 4.7. Desempenho das fermentagdes em bateladas repetidas com imobilizagédo celular: Bagago — 3.

Parametro 1? Batelada 2° Batelada 3% Batelada 4° Batelada 5° Batelada 6° Batelada 7° Batelada
Inicial ART (g-L™) 34,32+207 29,75+1,10 3556+0,30 33,40+0,78 33,38+0,19 34,00+0,46 34,70+ 0,63
Sacarose (g'L") 18,64 +1,17 16,32+057 7,93+0,16 7,55+020 7,27+030 7,70+0,12 7,87 +0,06

Glicose (g-L™) 8,78+0,67 690+0,25 6,42+0,14  580+0,21 6,17 +0,35 597 +0,11 6,03 + 0,21

Frutose (g-L™") 591+026 567+024 295+0,06 2,72+0,13 2,72+0,10 2,68+0,02  3,81+0,08

Xilose (g-L") 0,00+0,00 12,78+0,16 17,85+0,07 16,94+0,25 16,84+0,09 17,24+0,24 16,56+ 0,63

Carga de xilose (%) - 49,85+0,61 5020+041 50,71+049 5044+0,38 50,70+0,07 47,74+ 1,09
Residual ART (g-L") 1,40 £0,07 14,58+0,04 2195+1,71 13,39+0,33 2530+1,93 1395+0,79 32,04 +0,57
Sacarose (g'L”") 0,69+0,02 208+0,10 4,82+0,79 149+0,07 6,01+060 221+0,34  7,38+0,31

Glicose (g-L™) 0,34+0,02 052+0,08 082+012 0,71+0,17 1,96+0,62 066+006 566+0,30

Frutose (g-L™") 0,32+ 0,03 1,17 £ 0,09 2,62 +0,78 1,51 + 0,09 2,68 +0,24 1,43 + 0,03 2,79 +0,08

Xilose (g'L") 0,00+0,00 10,710,141 13,43+0,17 9,60+0,01 14,33+0,46 9,53+0,42 1583+0,12

Carga de xilose (%) - 7343+055 6120+473 7173+168 5665+265 6837+123 4940+ 1,09
Conversao ART(%) 9593+0,35 4515+1,45 3828+513 59,91+169 2422+6,02 5898+1,81 7,65 + 0,47
Sacarose (%) 96,28 +0,23 57,50+529 39,19+978 80,32+1,46 17,37+1131 71,37+3,93 6,27 +4,60

Glicose (%) 96,09 + 0,47 90,39+1,36 87,23+202 87,76+3,00 6816+878 8893+0,95 6,18+3,78

Frutose (%) 94,53 +0,73  58,3+2,73 17,68+ 17,24 44,42 +6,17 161+9,02 46,73+0,90 26,91+ 3,62

Xilose (%) - 19,20+1,64 2475+0,82 43,30+0,81 14,89+3,07 44,68+ 1,91 4,44 + 4,04

Acido Acético (g'L™) 0,38 + 0,01 1,59+0,06 3,36+0,08 322+0,02 3,77+015 334+0,09 4,72+0,07
ABE (g-L™) 8,92+0,39 379+020 439+036 522+019 3,90+ 0,51 4,52 +0,14 1,58 + 0,87
Etanol (g-L™) 0,91+0,16 1,45+0,15 1,27 £+ 0,44 0,62+0,12 1,19+ 0,19 0,62+0,13 1,04 + 0,91
Butanol (g-L™) 8,01+0,04 235+0,02 312+035 460+012 271+033 390+0,10 0,54+0,13
Rendimento de butanol (g-g”') 0,24 +0,02 0,27 + 0,01 0,23+0,03 0,23 +0,01 0,33+0,10 0,19+ 0,01 0,20 + 0,05
Produtividade de butanol (g-L™"-h™) 0,17 + 0,01 0,05+0,00 0,07 0,01 0,06 +0,00 0,04+0,00 0,05+000 0,01+0,00
Etapa da Fermentacdo 1(48 h) 2 (48 h) 3 (48 h) 3(72h) 3(72h) 3(72h) 3 (90 h)
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Tabela 4.8. Desempenho das fermentacdes em bateladas repetidas com imobilizagao celular: Peca 3D — 1.
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Parametro 1? Batelada 27 Batelada 3° Batelada 4°Batelada 5% Batelada 6° Batelada 7° Batelada 8% Batelada
Inicial ART (g-L™) 3355+091 32,3+1,71 3447+289 3579+098 3268+0,45 3531+099 3250+0,46 33,06+0,32
Sacarose (g-L") 18,18+ 0,56 18,08+0,81 1983+135 8294021 744+009 826+024 7,35+011 7,27+0,09

Glicose (g-L™) 875+0,22 728+046 725+091 625+020 586+0,09 625+025 552+0,05 584+0,05

Frutose (g-L™) 566+017 599+039 6,35+059 266+011 271+0,18 2,76+0,11 2,46+0,09 2,70 +0,04

Xilose (g'L") 0,00+0,00 0,00+£000 11,50+0,30 18,15+0,50 16,28+0,11 17,61+0,40 16,79+0,24 16,86+ 0,21

Carga de xilose (%) - - 4578+112 50,72+0,09 4981+0,36 4988+033 51,66+0,08 51,00+0,15
Residual ART (g-L") 1,45+0,10 8,44+209 1596+1,11 3413+0,38 2966+0,49 2320+277 17,62+1,65 21,76+2,85
Sacarose (g-L") 0,73+0,02 6,81+149 3,02+0,15 7,80+0,07 723+026 496+104 215+117 4,51+1,52

Glicose (g-L™) 0,35+0,04 0,48+0,07 155+0,03 581+0,16 387+1,36 1,14+060 068+0,14 0,88+0,05

Frutose (g-L™) 0,33+0,04 0,79+058 1,14+050 261+0,14 244+046 157+043 1,15+0,03 1,74+0,32

Xilose (g'L") 0,00+0,00 0,00+0,00 10,10+0,66 17,50+0,06 15,74+0,33 1526+0,65 13,53+0,54 14,40+ 0,89

Carga de xilose (%) - - 63,30+0,36 51,28+046 53,08+198 6578+482 76,79+532 66,17 +5,03
Conversao ART(%) 9568 +0,31 73,88+503 3869+255 464+163 925+245 3429+6,86 4579+585 34,18+8,63
Sacarose (%) 95,98 + 0,08 62,36 +6,65 48,64 + 3,52 6,00+£25 2,99+317 39,86+ 11,85 70,77 + 16,41 38,02 + 20,57

Glicose (%) 96,01 +0,52 93,35+1,01 6956+1,75 6,92+0,75 34,08+2426 81,70+883 87,73+2,71 84,95+0,83

Frutose (%) 94,15+ 0,84 86,79+8,60 60,17 +17,42 2,69+295 9,87 +1291 43,15+13,87 53,14+2,31 3569+ 12,61

Xilose (%) - - 1523+473 359+248 329+1,76 13,34+3,33 19,42+427 14,61+533

Acido Acético (g'L™) 0,43+0,02 0,29+0,08 1,75+0,06 4,31+0,13 404+02 3,52+0,21 34+026 3,46 +0,07
BE (g'L7) 9,05+0,24 7,01+086 2,55+0,17 092+0,03 128+0,30 280+0,73 359+0,79 245+0,67
Etanol (g-L™) 0,88+0,21 0,89+0,13 121+0,13 026+0,01 026+0,01 074+041 0,70+0,04 0,19+0,10
Butanol (g-L™) 8,17+0,21 6,12+0,81 1,34+0,04 066+0,03 1,02+0,30 2,07+056 289+0,76 2,26+0,70
Rendimento de butanol (g-g”') 0,25+0,01 0,26+0,03 020+0,02 0,39+0,14 034+0,04 0,17+0,01 0,19+0,04 0,20 +0,02
Produtividade de butanol (g-L™"-h™")  0,23+0,01 0,17+0,02 0,04+0,00 0,02+0,00 0,02+0,01 0,03+0,01 005+0,01 0,04+ 0,01
Etapa da Fermentagao 1(36 h) 1 (36 h) 2 (36 h) 3(36 h) 3 (60 h) 3 (60 h) 3 (60 h) 3 (60 h)




Tabela 4.9. Desempenho das fermentagcdes em bateladas repetidas com imobilizagao celular: Peca 3D — 2.

Parametro 1? Batelada 2° Batelada 3% Batelada 4° Batelada 5° Batelada 6° Batelada 7° Batelada
Inicial ART (g-L™) 36,77+1,01 32,19+0,89 29,50+0,44 3459+024 33,36+0,25 33,17+0,21 34,95+240
Sacarose (g'L") 20,25+0,53 17,57+0,40 16,51+0,24 7,67 +0,11 748+0,10 7,36+0,04 821+0,77

Glicose (g-L™) 9,44+0,33  7,53+0,21 6,59 + 0,21 6,05+0,12 577+0,12 585+004 597+0,32

Frutose (g-L™") 6,01+023 6,17+0,26  553+007 247+014 263+008 265+0,02 3,33+0,66

Xilose (g-L") 0,00£0,00 0,00+0,00 12,74+0,12 17,99+0,18 17,08+0,14 16,93+0,20 17,02 +0,62

Carga de xilose (%) - - 50,06+0,18 52,02+0,60 51,20+0,13 51,05+0,30 48,68+ 1,67
Residual ART (g-L") 1,45+ 0,42 1,69+0,28 14,95+054 2373+498 14,18+1,23 2350+0,98 2827+7,07
Sacarose (g'L”") 0,84+0,33 098+025 210+0,32  3,58+2,94 1,39+0,08 6,13+0,43 6,14 +2,14

Glicose (g-L™) 029+005 033+0,00 051+003 092+0,35 0,64 +0,01 1,04+042 4,07 +266

Frutose (g-L™") 0,27 +0,02 0,32+ 0,01 1,35+0,23  1,49+0,13 1,38+0,07 1,48+0,02 2,29+0,58

Xilose (g'L") 0,00+0,00 0,00+0,00 10,88+042 1756+143 10,69+122 1453+0,19 1544 +1,58

Carga de xilose (%) - - 72,79+27  73,98+87 754+22 61,83+205 5463+995
Conversao ART(%) 96,05+ 1,17 94,76 +0,75 43,33+243 31,37+14,35 57,48+398 29,15+3,38 19,14+ 1533
Sacarose (%) 95,84+ 1,61 9440+135 57,77+6,15 5340+37,78 81,39+0,86 16,71+6,11 2518+ 20,32

Glicose (%) 96,93+ 0,57 9556+0,13 90,29+0,67 84,74+6,09 8889+041 8217+7,01 31,71+4233

Frutose (%) 9543+0,52 94,88+0,09 5020+941 3977+805 4745+155 4404+09 31,35+4,52

Xilose (%) - - 1759+326 429+374 3738+750 14,18+1,89  9,26+6,12

Acido Acético (g'L™) 0,52+0,09 0,32+0,36 1,60 + 0,11 3,73+024 304+0,13 3,97+004 450+0,65
ABE (g-L™) 8,64 + 0,43 9,13+ 0,21 4,00 + 0,69 5,35+ 0,62 506+0,58 2,33+0,86 2,48 +1,85
Etanol (g-L™) 0,83 + 0,09 1,45 + 0,29 1,72+ 0,53 1,45 + 1,01 0,87 + 0,31 0,97 + 0,70 1,23+ 0,52
Butanol (g-L™) 781+032 7,68+050 2,28+0,11 390+124  4,18+0,33 1,36 + 0,55 1,26 + 1,51
Rendimento de butanol (g-g”') 0,22 + 0,01 0,25+ 0,02 0,27 + 0,02 0,36 + 0,11 0,22 + 0,02 0,14 + 0,05 0,19 + 0,09
Produtividade de butanol (g-L™"-h™) 0,16 + 0,01 0,16 + 0,01 0,05+0,00 0,05+0,02  006+0,00 0,02+0,01 0,01 + 0,02
Etapa da Fermentacao 1 (36 h) 1(36 h) 2 (36 h) 3 (36 h) 3 (60 h) 3 (60 h) 3 (60 h)
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Na condigdo Bagago — 2, somente a 12 (etapa 1, batelada apenas com melago),
42 e 52 bateladas (etapa 3, melago diluido diretamente no hidrolisado hemiceluldsico)
apresentaram produgao de butanol (Tabela 4.6), nas bateladas seguintes a produgao
foide ~1,0g-L™".

As condi¢des Bagaco — 2 e Peca 3D — 1 foram repetidas mudando apenas o
tempo de fermentacéo de 36 h para 48 h por batelada. A condicdo Peca 3D — 2 similar
a Peca 3D — 1, primeira e segunda batelada com melago (etapa 1), apresenta maior
conversao de agucares ART na 12 e 2% batelada com melago 96,05 e 94,76 % (Tabela
4.9), respectivamente, em comparagdo com a condicdo Pegca 3D — 1, onde a
conversao caiu de 95,68 (1° batelada) para 73,88 % (2% batelada). Este fato poderia
supor que 0 microrganismo comega a sentir o impacto das bateladas repetidas, mas
ao aumentar o tempo (condi¢do Pega 3D — 2) na 2° batelada (48 h) o microrganismo
conseguiu fermentar mais agucares. Contudo, na 3% batelada a concentragdo de
butanol caiu para 2,28 g-L™ (etapa 2), como na condigdo Peca 3D — 1 (1,34 g-L™"),
neste caso a troca do meio aconteceu 24 h apds ter realizado a alimentacdo do
hidrolisado hemiceluldsico, entdo desde a 4% batelada (inicio da etapa 3, alimentada
com melago diluido diretamente no hidrolisado hemicelulésico) o tempo de
fermentagdo passou de 48 h para 72 h, e se evidenciou produgdo de butanol na 4% e
5% bateladas.

As condigdes Peca 3D — 2, primeira e segunda batelada com melago (Tabela
4.9) e Bagago — 3, primeira batelada com melago (Tabela 4.7), mostraram aumento
da conversdo de acucares e rendimento de butanol quando o tempo da batelada
aumentou para 72 h na 4? batelada (etapa 3). No entanto, ao notar que na 62 batelada
(360 h de fermentagado) da condigao Peca 3D — 2 a conversdo de ART diminuiu para
29,15 % (na 5% batelada estava em 57,48 %) e, para a mesma batelada, na condigdo
Bagacgo — 3 a conversao estava em 58,98 % entao foi novamente decidido aumentar
o tempo de fermentagdo para 90 h, na 7% batelada, esperando alcangar maior
produgcao e conversao de agucares. Desafortunadamente ndo aconteceu nenhuma

producao de butanol nesta batelada e foi suspensa a fermentacao.
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Figura 4.8. Concentragéo de agucares, butanol e acido acético durante a fermentacgéo

em batelada alimentada repetida.

Realizando uma analise para todas as condi¢des testadas por etapas percebe-
se como na etapa 1 (fermentagdo do melago), os agucares (30 - 40 g-L'1 ART)
estavam praticamente esgotados (conversdo de ART > 95 %) independentemente do
tipo de agente imobilizador celular, especialmente quando o tempo da batelada era
de 48 h. Quanto aos demais parametros de desempenho, na etapa 1 das condigbes
Bagaco — 3 e Pega 3D — 2, a produgao de butanol variou entre 7,68 e 8,01 g-L'1 tanto
na 1% quanto na 2° batelada (Figura 4.8) (concentragdo do etanol permaneceu abaixo
de 1 g-L™"). Além disso, nestas bateladas de 48 h o rendimento do butanol (0,22 -
0,25 g-g") e a produtividade (0,16 - 0,17 g-L™"-h™") (Tabela 4.7 e Tabela 4.9) foram
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semelhantes aos valores obtidos nos experimentos de desempenho do C.
saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 com melago sem imobilizagédo celular de
72 h (M-40, item 4.1.2). Portanto, estes resultados sugerem que a etapa 1 cumpriu
seu objetivo de proporcionar condi¢des favoraveis para o crescimento e imobilizagao
celular.

Na etapa 2 (fermentacdo em batelada alimentada por pulso), que foi concebida
para ser uma etapa de transicéo para as condi¢cdes de fermentagcao mais desafiadoras
da etapa 3, a concentragao final de butanol (1,14 - 2,35 g-L™; Figura 4.8) em todas as
condigdes foi semelhante aos valores obtidos na fermentagéo em batelada alimentada
por pulso simples com imobilizagdo celular de 72 h (Tabela 4.4). Mas a concentragao
de aguicares iniciais na etapa 2 (30 - 35 g-L™") foi aproximadamente metade daquela
na fermentagcdo em batelada simples; consequentemente, o rendimento do butanol
(0,20 - 0,27 g-g”') na etapa 2 foi significativamente maior em comparagdo com a
fermentacdo em batelada simples (~ 0,04 g-g™'; Tabela 4.4). Considerando que a
fermentagdo foi inoculada com células apenas na 1% batelada da etapa 1, os
resultados da etapa 2 também confirmam que a etapa 1 cumpriu o seu objetivo. No
entanto, a etapa 2 teve os mesmos problemas observados na fermentagcdo em
batelada alimentada por pulso simples: alta concentracdo de xilose residual
(~ 11 g-L") e baixa produtividade de butanol (0,03 - 0,05 g-L™"-h™"). Mesmo assim, a
baixa produtividade do butanol ndo foi inesperada, uma vez que valores abaixo de
0,10 g-L"-h”" sdo frequentemente relatados em estudos sobre o uso de hidrolisados
hemiceluldsicos nao-destoxificados para a produgdo de butanol por clostridios
solventogénicos (Wang e Chen, 2011; Lu et al., 2013; Kuittinen et al., 2018; Zetty-
Arenas et al., 2019; Narayanasamy et al., 2020).

Na etapa 3, cada batelada foi iniciada com melago diluido diretamente no
hidrolisado hemiceluldsico néo-destoxificado (30 — 35 g-L™'). Consequentemente,
como o hidrolisado nao foi diluido, as células imobilizadas foram expostas a uma
concentragdo maior de compostos inibidores microbianos derivados do bagaco. Tais
condicbes, nos experimentos realizados no item 4.1.2, mostraram que o C.
saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 nao foi capaz de crescer e produzir butanol
usando a mistura de hidrolisado e melaco em batelada simples sem imobilizagao
celular. Neste esquema de batelada alimentada repetida com imobilizagao celular, as
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células foram expostas as concentragdes graduais crescentes de compostos
inibidores. Por exemplo, a concentracio inicial de acido acético nas etapas 1 e 2
variou entre 0,13 - 2,48 g-L™', e aumentou para 4 — 6 g-L™' na etapa 3 (Figura 4.8).
Como resultado, a cultura foi capaz de suportar o estresse do inibidor (n&do apenas do
acido acético, mas também principalmente dos compostos fendlicos) e a fermentagao
nao cessou quando foi desafiada pelas condigdes da etapa 3. Notavelmente, a
conversao de xilose média durante a etapa 3 na condigdo Bagaco — 3 (excluindo a
ultima batelada, que falhou) foi de 36 % (Tabela 4.7) e superior ao (22,62 %; bagaco
in natura 1:75 m/v) obtido no experimento de batelada alimentada por pulso simples
com imobilizagdo celular (Tabela 4.4). E embora a etapa 1 da condigdo Bagago — 3
tenha apenas uma batelada com melaco, a conversdo média da xilose na etapa 3 foi
estatisticamente maior que os valores obtidos nas demais condi¢des. Tal fato pode
ser explicado pelo tempo estendido da batelada utilizado na condigdo Bagago — 3, que
foi o maior tempo de batelada em todas as etapas.

Embora os mesmos tempos de batelada estendidos tenham sido considerados
na condi¢do Pega 3D — 2 (uma condicdo com a vantagem de ter duas bateladas na
etapa 1), em sua etapa 3 a conversdo média de xilose (16 %) foi significativamente
menor do que na condi¢gado Bagago — 3. Assim, conforme observado nos experimentos
de batelada alimentada por pulso simples com imobilizagdo celular (item 4.2.2), o
bagaco in natura teve melhor desempenho do que a peg¢a 3D nos experimentos em
batelada repetida. No entanto, apesar do desempenho inferior da peca 3D, os
presentes estudos demonstraram que uma estrutura de poliamida impressa em 3D
pode ser usada como um agente imobilizador celular para clostridios solventogénicos
(deve-se notar que a poliamida € um material amplamente utilizado na fabricagcéo de
aditivos).

Outros indicadores de desempenho que precisam ser destacados na condi¢cao
Bagaco — 3 sdo o rendimento do butanol e a quantidade de butanol de 2G no produto
final. Ao longo das trés etapas (360 h; excluindo a ultima batelada, que falhou), o
rendimento médio do butanol foi de 0,26 g-g™” e estatisticamente maior do que o
rendimento do butanol (0,15 g-g™") obtido na fermentacéo de batelada alimentada por
pulso simples usando o bagaco in natura como agente imobilizador (1:75 m/v) (item
4.2.2). Além disso, o rendimento do butanol foi estavel (estatisticamente o mesmo)
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durante as quatro bateladas da etapa 3 (Tabela 4.7). Em contraste, em estudos
anteriores, o rendimento do butanol diminuiu durante os cultivos de batelada repetida
de C. beijerinckii DSM 6423 (Vieira et al., 2020) e C. acetobutylicum CICC 8012 (Liu
et al.,, 2019) imobilizado passivamente em bagaco de cana-de-agucar e de C .
tyrobutyricum CtAack-adhE2 imobilizado em uma matriz fibrosa (Li et al., 2019). A
quantidade de butanol de 2G (41 %) no butanol total produzido durante 360 h também
aumentou em comparagdo com a fragado (30 %) obtida na fermentagdo batelada
alimentada por pulso simples com imobilizagdo celular. Este aumento pode ser
explicado pelo fato de que a conversao de xilose foi tdo alta quanto ~ 45 % na 4° e 62
bateladas, e a utilizagdo média de xilose em 360 h foi de 32 %. No entanto, apesar
dos bons resultados, a conversédo incompleta dos agucares (conversdo de ART variou
entre 38 e 60 %), baixa concentracdo de butanol (3 — 5 g-L™") e baixa produtividade
(0,03 - 0,07 g-L"h") ainda sdo problemas a serem resolvidos para permitir a
viabilidade econdmica do processo.

De forma geral, os valores pouco estaveis ao longo do tempo da converséo de
agucares e concentracao de butanol podem ser devido também ao ciclo de vida das
células, este fendbmeno sugere que as células iniciais para cada batelada eram
capazes de dividir-se mais no meio e final de cada batelada, ou seja, seu ciclo de vida
ndo coincidiria com o tempo da batelada (Liu ef al., 2019). De igual maneira, Liu et al.,
(2019) indicam que parte das células imobilizadas se poderiam desprender do biofilme
e alcancgar o substrato fresco, assim teriam mais vitalidade do que as outras células e
voltariam a crescer, causando assim estes resultados. Adicionalmente, pode-se
observar como a concentracido de butanol nas primeiras bateladas foi a mais alta em
relacdo com ao etanol, mas nas ultimas bateladas quando a produg¢do de butanol
diminuia a proporgao de etanol aumentava. As condigdes Bagaco — 1 e 2, evidenciam
concentracdes altas de etanol quando a producido de butanol foi baixa, ultimas trés
bateladas. Este fenbmeno pode ser devido a uma transformacgao na via metabdlica e
indica que a capacidade da célula para produzir solventes diminuiu gradualmente com
0 passar das bateladas, sentindo assim o impacto do processo e ndo adaptando-se
ao esquema de batelada repetida (Liu et al., 2019).
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Os experimentos realizados com a linhagem C. saccharoperbutylacetonicum
DSM 14923 para avaliar sua fermentabilidade em melago mostraram que para uma
concentracédo de 40 g-L'1 os agucares foram quase esgotados, independentemente
da suplementacgao de nutrientes, alcangando uma conversao de 96 % e uma producao
de butanol de 12,55 e 14,45 g-L”', sem e com meio P2, respectivamente. O
experimento com xilose obteve conversdo do 75 %, assim confirmando o bom
desempenho da linhagem na produgao de butanol. Além disso, ndo se apresentou
nenhuma produgdo de butanol nos testes com hidrolisado hemicelulésico (bruto e

destoxificado por overliming) e em mistura direta com o melago.

As diferentes proporg¢des volumétricas (3:1, 3:1+P2 1.5:1, 0.75:1, 1:3) avaliadas
nas fermentagdes com melago em batelada alimentada por pulso com hidrolisado
hemicelulosico de bagago de cana-de-agucar sem suplementagdo de nutrientes
mostraram uma estratégia eficiente que permitiu a conversdo do hidrolisado em
butanol mesmo em presenca dos inibidores, pois nao foi realizado nenhum tratamento
prévio de destoxificagdo. A estratégia operacional se beneficiou da capacidade do C.
saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 de co-fermentar sacarose e xilose. Ao se
verificar os agucares consumidos para a producéo do butanol, a xilose alcangou uma
conversao de 89,63 (3:1) até 29,09 (1:3) %, portanto existiu consumo de agucares de
segunda geracdo. No entanto, observou-se que da primeira até a ultima proporg¢ao
volumétrica se apresentou uma diminuicdo da conversao total de acucares,
rendimento, produtividade e concentracdo do butanol. Assim conclui-se que a
quantidade de hidrolisado hemicelulésico fornecida a fermentacédo € limitada pela
tolerancia do microrganismo em relagdo aos inibidores presentes derivados do
bagaco de cana-de-agucar (particularmente os compostos fendlicos). O volume de
hidrolisado hemicelulésico, produzido por pré-tratamento com acido diluido, na
fermentacdo deve ser pelo menos trés vezes menor que o do melago diluido.
Independentemente desta restricdo, a combinagdo de matérias-primas de primeira e

segunda geragao é uma estratégia promissora para melhorar a economia das
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biorrefinarias de cana projetadas para produzir butanol a partir da fracdo de

hemicelulose do bagago de cana-de-agucar.

Os testes experimentais desenvolvidos com imobilizagdo celular comprovaram
a adesao por parte das células C. saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 na
superficie do bagago in natura e da pega 3D. Quando integrada a imobilizagao celular
ao esquema de batelada alimentada repetida foi evidenciada a conversdo em butanol,
de acgucares C5 (xilose) do hidrolisado hemicelulosico do bagago de cana-de-agucar
nao-destoxificado, no meio contendo melaco diluido diretamente no hidrolisado, o que
nao tinha acontecido em batelada simples. As condigbes experimentais Bagago — 3 e
Peca 3D — 2 mostraram produgao de butanol e conversdes de xilose entre 37,38 e
44,68 % apods 360 h do inicio das fermentagcbes em batelada repetida. Estes
resultados foram obtidos nas bateladas alimentadas com melago diluido diretamente
no hidrolisado com suplementagéo nutricional (etapa 3). No entanto, as porcentagens
de conversao individuais dos demais agucares (sacarose, glicose e frutose) sao
maiores em comparagao com a xilose, contribuindo também na produgao final do
butanol. Assim, pode-se observar que 41 % do butanol total produzido durante as
360 h de fermentagdo corresponde ao butanol de 2G na condigdo Bagago — 3
(condicdo que apresentou os melhores resultados em comparagdo com as outras
condigbes testadas). Desta forma, conclui-se que houve consumo de agucares C5,
provenientes do hidrolisado, e que no esquema de bateladas repetidas se conseguiu
produzir butanol na presenca de inibidores.

5.1. Conclusodes

Da presente tese conclui-se que:

o O C. saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 nao foi capaz de converter

xilose em butanol a partir de hidrolisado hemicelulésico n&o-destoxificado

de bagaco de cana-de-agucar, nem quando o melago foi diluido no
hidrolisado hemicelulésico e suplementado com nutrientes em batelada
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simples.

o Foi possivel converter xilose em butanol a partir do hidrolisado
hemicelulésico nao-destoxificado no esquema de batelada alimentada por
pulso ao evitar a incorporagao dos inibidores na fase de adaptacao do
microrganismo e ter iniciado a fermentagdo somente com melago diluido
em agua.

o As células do C. saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 foram
imobilizadas na superficie do baga¢o de cana-de-agucar in natura e na
peca 3D e mostraram uma melhora na conversao de xilose no processo em
comparagao com sistema de células livres.

o Foi desenvolvida uma tecnologia de fermentagdo para a producdo de
butanol no esquema de batelada alimentada repetida com imobilizagdo
celular, assim permitindo a conversdo de xilose em butanol a partir do
melago diluido diretamente no hidrolisado hemicelulésico n&o-
destoxificado de bagago de cana-de-agucar com suplementagao

nutricional.

5.2. Sugestoes para trabalhos futuros

Algumas sugestdes para trabalhos futuros s&o apresentadas na continuagéo:

o O esquema utilizado de batelada alimentada por pulso para evitar os
problemas associados aos inibidores do hidrolisado hemiceluldsico foi
benéfico. No entanto, quando aplicado ao esquema de batelada alimentada
repetida, testadas nesta tese, o tempo apods a alimentacédo e a batelada
seguinte foi curto, pois foi evidenciada a baixa conversdo de agucares e
producao de butanol ao ser incorporado o hidrolisado ao processo. Entédo
poderia ser apropriado aumentar este tempo para obter melhores
resultados nesta batelada. Juntamente com esta sugestéo, outra condigéo
experimental futura a ser testada em batelada alimentada repetida € iniciar
a primeira batelada com a propor¢cdo melago/hidrolisado (3:1),
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posteriormente na segunda usar a proporc¢éo 1:3 e na terceira 0 meio com
melagco diluido diretamente no hidrolisado, sem suplementacdo de
nutrientes em todos os casos. Esta condicdo poderia ser mais extrema as
testadas neste trabalho, mas poderia dar maior informagao em relagcéo ao
desempenho e tolerancia da linhagem C. saccharoperbutylacetonicum
DSM 14923 ao hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana-de-agucar.
Visando determinar melhores condigdes operacionais do processo de
imobilizacdo celular ao esquema de batelada alimentada repetida seria
interessante avaliar o ciclo de vida do C. saccharoperbutylacetonicum DSM
14923, de forma que coincida com o tempo da batelada e logre a utilizagédo
eficiente do substrato entre bateladas. Ao mesmo tempo, como ja indicado
em outros trabalhos, avaliar possiveis mutacdes ou adaptagdes evolutivas
do microrganismo durante o processo repetido de fermentagdo que visem
prever a degradagcdo do mesmo. Um estudo a ser incluido nesta parte seria
também medir a atividade do microrganismo entre estes ciclos (capacidade
de producéo de butanol no tempo) por meio da forga fermentativa, assim
verificando o grau de inibicdo que se apresenta através das bateladas
repetidas. Desta forma espera-se que os valores pouco estaveis ao longo
do tempo da conversdo, concentracdo de butanol e rendimento
encontrados nesta tese sejam melhorados.

Com o propdsito também de otimizar as condi¢gdes operacionais e obter
melhores resultados, poderia ser incorporado ao esquema de batelada
repetida uma etapa de lavagem (diluigdo com agua e drenagem), preparo
(destoxificagao e reativagcéo) ou adigao de algum meio de recuperagao nas
células entre cada batelada. Desta forma poderia ser evitada a baixa
conversdo de sacarose e xilose que se apresentou entre algumas
bateladas e que supde-se que o microrganismo sentiria o impacto do
processo, assim ndo adaptando-se a este.

A utilizagdo de matérias-primas lignocelulosicas sem destoxificacdo é
importante para a produgao rentavel do butanol, semelhante ao uso de
imobilizadores celulares de baixo custo e reutilizaveis. No entanto, para as

condigbes testadas a linhagem C. saccharoperbutylacetonicum DSM
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14923 poderia ndo estar apresentando os melhores resultados. Outra
sugestdo a ser considerada € procurar outras linhagens robustas
produtoras de butanol, por exemplo, em um estudo realizado com
diferentes hidrolisados se evidenciou que a linhagem Clostridium
tyrobutyricum CtAack-adhE2 (modificada metabolicamente com toleréncia
melhorada ao butanol) mostrou resultados promissores na produgao de
butanol.

Embora as concentragbes de butanol obtidas neste trabalho estejam
abaixo dos niveis de toxicidade do microrganismo, € importante considerar
a remocao in situ do produto para aliviar sua inibicdo no processo e na
atividade do microrganismo ao ser escalado para reatores de bancada. Por
exemplo, um reator de leito fluidizado onde as células imobilizadas sao
mantidas em movimento pelo fluxo continuo da corrente de alimentacgéo e
pela recirculacédo interna, poderia apresentar alta produtividade e neste
aspecto, uma técnica promissora para a recuperagao do produto é o vacuo
(pode remover o butanol em taxas 10 vezes mais rapidas que o gas
stripping). A integracao desta técnica consistiria em uma camara externa
conectada ao reator através da qual o caldo fermentativo circulara, ao ser
aplicado o vacuo os solventes serdo vaporizados e extraidos da corrente
liquida, de forma que o meio restante sera devolvido ao fermentador. Desta
forma, o vacuo melhoraria a eficiéncia energética do processo, além de ser
uma operacao simples, compativel com sélidos em suspensao, porque o
sistema n&o possui partes fisicas sujeitas a entupimento, e reduziria as
aguas residuais (vinhaga).

No caso de ser escalado para reatores de bancada o esquema de batelada
alimentada repetida deve-se considerar a medicdo de pH no processo e o
controle na alimentagdo do hidrolisado hemicelul6sico de acordo aos
parametros cinéticos com o propdsito de controlar o efeito do hidrolisado
sobre a produgcdo do butanol. Além disso, no caso de biorreatores
continuos estabelecer um parametro de controle para as células livres que
n&o consigam ser imobilizadas passivamente aos agentes imobilizadores,

pois poderiam estas estar interferindo na produgéo.
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Dois estudos complementares ao presente trabalho sdo a realizacdo de
uma analise de rotas metabdlicas para a fermentagdo ABE que contemple
agucares de cinco e seis carbonos e um modelo cinético que considere as
inibicbes por substrato [pois 0 microrganismo poderia estar sentindo o
impacto do processo, ndo adaptando-se ao esquema de batelada repetida,
devido ao fato de que a conversao da sacarose diminui (situagdo que nao
acontecia com meio somente de melago e em batelada simples), enquanto
a glicose e frutose sao rapidamente consumidas] e pelos inibidores
microbianos do hidrolisado hemicelulésico, gerados durante o pré-
tratamento termoquimico da biomassa (furanos, acidos orgéanicos e
compostos fendlicos), de forma que possam ser padronizados os niveis
otimos de operacgao e se evitem perdidas em substrato, além da diminuigao

nas velocidades de reacao intrinsecas ao processo.
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APENDICE A - Experimentos complementares

Além dos experimentos e resultados apresentados nesta tese de doutorado

foram realizadas as atividades seguintes:

D.O (600 nm)

Curvas de crescimento das linhagens C. saccharoperbutylacetonicum
DSMZ 2152 (ATCC 27022), C. acetobutylicum DSMZ 792 (ATCC 824) e C.
saccharoperbutylacetonicum DSM 14923 para estabelecer os tempos do

pre-inoculo e inéculo (Figura A.1).
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Figura A.1. Curvas de crescimento.

Avaliagao da fermentabilidade das linhagens C.
saccharoperbutylacetonicum DSMZ 2152 (glicose, xilose, melago puro e
melago com adicdo dos nutrientes do meio P2, Tabela A.1) e C.
acetobutylicum DSMZ 792 (meios com glicose e xilose, Tabela A.2). No
entanto, os resultados obtidos ndo cumpriram as expectativas e foi
adquirida a linhagem C. saccharoperbutylacetonicum DSM 14923, com a

qual foi desenvolvido o estudo.
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Tabela A.1. Desempenho do C. saccharoperbutylacetonicum DSMZ 2152 (ATCC
27022) considerando diferentes fontes de carbono.

Parametro G-P2 X-P2 M M-P2
Inicial ART (g-L™) 64,75 62,34 78,18 79,52
Sacarose (g-L™") - - 55,75 55,27

Glicose (g-L™) 64,75 - 9,37 11,20

Frutose (g-L™") - - 10,12 10,14

Xilose (g-L™") - 62,34 - -

Residual ART (g-L™) 23,19 46,54 61,87 61,60
Sacarose (g-L™”) - - 53,38 53,04

Glicose (g-L™) 23,19 - 0,27 0,32

Frutose (g-L™") - - 5.41 5,44

Xilose (g-L™") - 46,54 - -

Conversao ART (%) 64,18 25,35 20,86 22,54
Sacarose (%) - - 4,26 4,03

Glicose (%) 64,18 - 97,17 97,15

Frutose (%) - - 46,51 46,34

Xilose (%) - 25,35 - -

Acido Acético (g-L™) 1,68 1,32 1,50 2,59
Etanol (g-L™") 1,64 1,80 2,44 2,50
Butanol (g-L™") 6,17 2,41 4,22 3,49
Rendimento de butanol (g-g™") 0,15 0,15 0,26 0,19
Produtividade de butanol (g-L"-h™) 0.10 0.04 0,07 0,06

G: fermentacao de glicose; X: fermentagcédo de xilose; M: fermentacédo de melaco; P2:

adicao de nutrientes do meio P2.

Tempo de fermentagéo 60 h.
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Tabela A.2. Desempenho do C. acetobutylicum DSMZ 792 (ATCC 824)

considerando diferentes fontes de carbono.

Parametro G-P2 X-P2
Inicial ART (g-L™) 64,25 62,14
Sacarose (g-L™") - -

Glicose (g-L™") 64,25 -

Frutose (g-L™") - -

Xilose (g-L™") - 62,14

Residual ART (g-L™") 44,73 43,49
Sacarose (g-L™") - -

Glicose (g-L™") 44,73 -

Frutose (g-L™") - -

Xilose (g-L™") - 43,49

Conversao ART (%) 30,39 30,00
Sacarose (%) - -

Glicose (%) 30,39 -

Frutose (%) - -

Xilose (%) - 30,00

Acido Acético (g-L™) 0,69 0,81
Etanol (g-L™") 4,49 3,31
Butanol (g-L™) 4,37 4,08
Rendimento de butanol (g-g™") 0,22 0,22
Produtividade de butanol (g-L"-h™) 0,07 0,07

G: fermentagao de glicose; X: fermentacéo de xilose.

Tempo de fermentagéo 60 h.

Armazenagem dos microrganismos (C. saccharoperbutylacetonicum
DSMZ 2152 (ATCC 27022), C. acetobutylicum DSMZ 792 (ATCC 824) e C.
saccharoperbutylacetonicum DSM 14923) em forma de esporos e em
suspensdes celulares em solug¢ao de glicerol (40 % v/v) armazenados em
criotubos (-80 °C). Concluindo que os testes indicados anteriormente
apresentaram melhor desempenho quando foram armazenados em

criotubos.

Pré-tratamento de bagaco de cana-de-agucar com acido sulfurico diluido
(1 % viv, 121 °C por 90 min) em autoclave para produzir hidrolisado

hemicelulésico, no entanto, foi selecionado o produzido na planta piloto no
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Laboratério Nacional de Biorrenovaveis (LNBR) (CNPEM, Campinas, SP,

Brasil).

Testes preliminares em batelada alimentada por pulso com melago diluido
que possuiam uma quantidade inicial de agucares de 40 e 60 g-L'1 com e
sem adi¢ao de suplementagao nutricional (meio P2). Além disso, foi testado
um esquema de batelada alimentada por pulso para a condigdo
experimental com a proporgdo volumeétrica de 1:3 (melago/hidrolisado),
contendo a maior quantidade de hidrolisado, onde o hidrolisado foi
alimentado as 24, 36, 48 h.
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APENDICE B - Fermentagdes com imobilizagdo celular

a.t =24 h (antes de alimentar o hidrolisado hemicelulésico)

J
| |
Controle, sem Pecas 3D
imobilizagao celular

Figura B.1. Frascos sem imobilizacdo e com pecgas 3D.



a.t =24 h (antes de alimentar o hidrolisado hemicelulésico)

b. t =24 h (ap6s alimentagaodo hidrolisado hemicelulésico)

\ 1 .
v Y

Controle, sem Bagaco in natura
imobilizagao 1:75 (m/v)
celular

Figura B.2. Frascos sem imobilizagdo e com bagaco in natura.
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