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RESUMO - Biobutanol obtido por fermentacdo clostridial representa um importante
biocombustivel. Neste cenario, desenvolveu-se um método baseado na densidade da
mistura para determinacio da concentragdo dos solventes acetona, butanol e etanol (ABE)
como alternativa ao uso de métodos baseados em cromatografia. Para esta proposta,
diversos pontos de calibragdo foram preparados usando diferentes meios de cultura para
representar condi¢cdes reais para a fermentacdo clostridial. As densidades das misturas
foram determinadas para concentragdes de ABE variando entre 0 e 25 g/L., em trés
diferentes niveis de concentracdo de acticar para representar a evolu¢do do meio durante a
fermentacdo. Os resultados obtidos demonstram uma relacdo linear da variagdo da
densidade com as concentracdes de ABE e acgucares. A principal contribuicdo deste
trabalho foi a determinacdo da concentracdo dos solventes ABE com uma metodologia
simples, rdpida e de baixo custo.

1. INTRODUCAO

A producdo de biocombustiveis é uma das chaves para o desenvolvimento de uma
economia sustentavel (Oudshoorn et al., 2009). Etanol € o biocombustivel mais usado no mundo,
no entanto, o butanol apresenta melhores propriedades, principalmente a energia especifica, que
€ significativamente maior que a do etanol (Al-Shorgani et al., 2012). O biobutanol pode ser
atrativo, ainda, para substituicdo do uso de gasolina, ja que, apresenta grande similaridade com
este combustivel f6ssil (Mayank et al., 2013). Além disso, biobutanol pode ser obtido a partir de
diferentes matérias primas incluindo diversos residuos de industria de alimentos e agricultura
(Qureshi et al., 2007).

A producdo do biobutanol tem estado em evidéncia nos ultimos anos. De acordo com
Qureshi et al. (2007) hda uma tendéncia de crescimento rdpido na produgdo de biobutanol,
principalmente em paises em acelerado desenvolvimento como, por exemplo, China e Brasil. Por
outro lado, as pesquisas tem se direcionado para a utilizagdo da biomassa lignoceldsica para a
producdo industrial de butanol. Esta matéria prima tem potencial para reduzir o custo do
biocombustivel (Jurgens et al, 2012). A importincia do biobutanol como combustivel
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alternativo pode ser observado pelo grande numero de patentes registradas nos ultimos anos em
todo o mundo (Visioli et al., 2013).

A perspectiva de expansdo na produg@o de biobutanol gera a necessidade de um método
eficiente e barato para quantificagdo dos produtos no mosto de fermentacdo. Estes produtos sdo
butanol (principal), etanol e acetona (fermentacdo ABE) presente em diferentes titulos
dependendo da cepa utilizada (Napoli et al., 2010). Atualmente esta determinacdo € feita
utilizando a cromatografia gasosa (Liu et al., 2010; Lépiz-Aguilar et al., 2011) na maior parte
dos estudos. No entanto, a determinag¢do de butanol usando cromatografia € limitada para
aplicacdes industriais devido ao custo associado com os equipamentos, acessorios € produtos
quimicos.

Uma alternativa, de menor custo efetivo, é o uso da variagdo da densidade do meio para
determinacdo dos produtos. A densidade é uma propriedade fisica, facil de mensurar, e que
apresenta valores muito diferentes entre produtos e caldo de fermentacdo inicial. Os solventes
ABE tem densidade de 0,8 g/cm3 aproximadamente, j4 0 mosto tem densidade, antes do inicio da
fermentacdo, maior do que 1,0 g/cm3 (densidade da dgua + sé6lidos dissolvidos). Isso mostra uma
diferenca maior do que 20 % entre a densidade dos solventes e do meio de fermentacdo, sendo
entdo, possivel associar o decréscimo na densidade do meio com a producdo de solventes em um
método simples e rapido.

Tendo em vista estes aspectos, o objetivo principal deste trabalho € desenvolver e validar
uma metodologia para determinar a concentragdo dos solventes ABE baseada na variacdo da
densidade do meio de fermentacdo. Na primeira etapa do trabalho, solucdes com diferentes
concentracOes de ABE sdo preparadas, utilizando dgua como solvente, para os testes iniciais do
comportamento da densidade. Na segunda etapa, diferentes concentragdes de ABE sdo diluidas
em meio RCM e sorgo sacarineo, com diferentes concentracdes de agucar, para simular o
processo fermentativo real.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Produtos quimicos

Os solventes (acetona, etanol e butanol) e demais produtos quimicos usados eram da
Sigma-Aldrich® e todos com pureza PA. O sorgo sacarineo foi gentilmente fornecido pela
microdestilaria da Universidade Federal de Santa Maria e o mesmo foi cultivado sob as
coordenadas geograficas 29° 41' 29" sul, 53° 48" 3" oeste.

2.2. Determinacao de ABE em agua

Pontos de calibracdo foram preparados em concentragdes variando de 0 a 25 g/L. para cada
um dos solventes individualmente. Depois todos os solventes foram misturados de acordo com a
razdao molar 6:3:1 para butanol, acetona e etanol, respectivamente. Mais tarde, amostras com
concentracOes variando de 0 a 25 g/L. da solu¢@o de solventes ABE foram preparadas. Para cada

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



w& 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC

Engenharia Quimica

ponto de calibragdo, foi determinada a densidade da solugdo de 4gua e solventes, assim como de
uma amostra de dgua pura. A diferenca entre os valores medidos para a densidade da mistura e a
da 4gua pura foi usada na calibragdo conforme Equacdo 1.

ABE=a+b-Ap (D

Onde ABE ¢ a concentracdo de solventes em (g/g), 4p € a diferenca de densidades entre
dgua e a solucdo contendo os solventes (g/cm3) e a, b sdo os parametros do modelo linear a ser
estimados.

2.2. Determinacao de ABE em meio RCM

Para representar uma condicdo real de fermentagdo, solventes ABE foram misturados,
respeitando a mesma propor¢do molar 6:3:1 para butanol, acetona e etanol, respectivamente, em
Reinforced Clostridium Medium (RCM) (Khamaiseh et al., 2012), o qual contém (g/L): extrato
de levedura (3,0), extrato de carne (10,0), peptona (10,0), amido soluvel (1,0), , hidrocloreto de
L-cisteina (0,5), acetato de sdédio (3,0), agar (0,5), NaCl (5,0). Depois, amostras com
concentracOes variando entre 0 a 25 g/l de solventes foram preparadas e a densidade foi
determinada. Nesta etapa do trabalho, foi verificado o efeito da concentracdo de agucar no
processo e observado se ainda era possivel determinar a concentracdo de ABE, ja que, a
influéncia da concentracido de agucar é grande na variacdo da densidade da solugdo e esta varia
durante o processo fermentativo. Desta forma, se torna necessdrio o conhecimento da
concentracdo de agucar para ser possivel predizer o valor da concentracio de ABE. Com esta
finalidade, as amostras foram preparadas usando trés diferentes concentracdes de acticar; 0, 30 e
60 g/L, usando glicose anidra. Da mesma maneira descrita anteriormente a densidade foi
determinada e a diferenca entre a medida sem adicdo de solventes e as com diferentes
concentracOes foram usadas para desenvolver o modelo, conforme Equacdo 2. Onde ¢é
acrescentado apenas um parametro, b, que multiplica a concentracio de agucar S.

ABE=a+b-S+c-Ap 2)

2.3. Determinacao de ABE em sorgo sacarineo como meio de fermentacao

Para representar uma condi¢do real de fermentagdo, solventes ABE foram misturados, na
mesma razao molar de 6:3:1 ja descrita, usando sorgo sacarineo como meio de fermenta¢do com
tr€s diferentes concentragdes de acucar (10, 35 e 60 g/L), contendo além disso em (g/L): extrato
de levedura (2,0), KH,PO4(0,5), K;HPO4.3H,0 (0,65), MgS0,4.7H,0 (0,2), FeS0O4.7H,0 (0,01),
MnSO4.HO (0,01), NaCl (0,01), tioglicolato de sddio (1,0) e triptona (1,0) (Liu et al., 2010).
Posteriormente, as amostras com concentragdo de solventes variando de 0 a 25 g/L. foram
preparadas e as densidades determinadas. A diferenga entre os valores de densidade do sorgo sem
adicdo de solventes e cada um dos valores com adicdo foi usado para ajuste dos parametros do
modelo descrito na Equacgao 2.
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2.4. Determinacao da densidade da mistura

As densidades das solu¢des eram medidas em um densimetro Anton Paar DMA 4500
equipado com correcdo automdtica da temperatura e operando em modo estdtico. As amostras
eram injetadas em triplicata para assegurar que a alga de amostragem estivesse completamente
livre de contaminacdo. Entdo as amostras eram injetadas e a seringa mantida acoplada no injetor

do densimetro, para evitar a entrada de bolhas de ar. A densidade era determinada na temperatura
de 20£0,01 °C.

2.5. Estimacao dos parametros

Todos os parametros dos modelos propostos foram estimados usando o algoritmo de
Levenberg—Marquardt do software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). A estimagdo
consiste na minimizacdo da fung@o objetivo soma dos minimos quadrados entre os valores
preditos e experimentais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estimacao para ABE em agua

Os resultados apresentados nesta se¢do ddo suporte para as proximas etapas do trabalho, ja
que, demonstram a relacdo entre concentracao de solventes e densidade. A Figura l1a mostra a
influéncia da concentracdo, de cada um dos solventes separadamente, na densidade da mistura. E
possivel observar que um modelo linear pode descrever esta relacdo. O coeficiente de
determinacdo dos trés ajustes € superior a 0,999 e a probabilidade dos parametros serem
significativos estd muito préxima de 100 %. Além disso, uma analise visual demonstra uma boa
concordancia entre predi¢do e dados experimentais.

No entanto, em situacdes reais de uma fermentacdo clostridial, onde todos os solventes
(ABE) estardo dissolvidos simultaneamente no meio liquido, torna-se necessdrio verificar se a
relacdo de linearidade se mantém inalterada. Por esta razdo, foi testado o método para quantificar
os solventes ABE em dgua considerando a propor¢do molar 6:3:1 e os resultados podem ser
verificados na Figura 1b. A relacdo linear entre concentracdo de ABE e densidade da mistura é
mantida. Da mesma maneira como foi observado para o uso dos solventes de forma individual, o
coeficiente de determinacdo € superior a 0,999 e a probabilidade dos pardmetros serem
significativos € muito proxima de 100 %. Estes resultados aumentam a probabilidade de um
modelo representar bem a produgdo de butanol através da variacdo da densidade usando um meio
real durante o processo de fermentacdo. No entanto, este método ndo serd capaz de predizer a
concentracao dos solventes separadamente, uma vez que todos eles apresentam variagdo similar
na densidade em diferentes concentragdes. Por outro lado, € possivel obter uma estimativa
aproximada para as concentracdes de cada composto, j4 que, um mesmo micro-organismo produz
uma razao fixa dos solventes.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 4



19 a 22 de outubro,de 2014
Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC

Engenharia Quimica

@ = (b)
o~ 2% -
=0 0.025 : 'A%“m\ 5L 0.025
o e
é 0.020 % 0.020
o =]
= 0.015 < 0.015
o o
W b
Q a1 2
= 0.010 “E 0.010
5]
] 0.005 g 0.005
Q
0.000 0.000
-0.004 -0.003 -0.002 -0.001 0.001 -0.004 -0.003 -0.002 -0.001 0.00(

Variacdo da densidade (g/cm’) Variagio da densidade (g/cm®)

Figura 1 - Relagdo dos dados experimentais de densidade (g/cm’) e concentracio de solventes
(g/g) para (a) compostos puros (butanol (A), acetona (0O) e etanol (0)) e (b) para mistura ABE em
agua destilada.

3.2. Estimacao de ABE em meio RCM

Os resultados apresentados na Figura 1 sdo para mistura de dgua destilada e solventes ABE
em diferentes concentragdes. No entanto, para uma fermentacdo real € necessdria a presenca de
outros compostos no meio. Por exemplo, se compostos sintéticos forem usados para formular um
meio de cultura haverd presenga de sais, e principalmente, agicar que altera fortemente a
densidade da mistura. Por esta razdo, o meio utilizado passou a ser RCM, o qual ja € largamente

aplicado para o crescimento celular de bactérias do género clostridium (Knoshaug e Zhang,
2009).

Tabela 1 — Intervalo de confianga, desvio padrdo, p-level, fun¢@o objetivo final do ajuste dos
dados experimentais usando RCM como meio e parametros estimados para a Equagdo 2

Pardmetro Valor Desvio p-level Lim. infer. | Lim. super.
estimado padrio conf. conf.
A 0,00124 0,000290 0,0002 0,00065 0,00184
B 0,00195 0,000033 <0,0001 0,00188 0,00202
C -5,36712 0,089532 <0,0001 -5,55082 -5,18341
Funcdo objetivo 0,0000186

Na Figura 2a sdo apresentados os valores para a densidade obtidos para diferentes
concentracOes de agucar e solventes. Um ajuste linear perfeito € verificado para todos os pontos
experimentais, indicando que € possivel predizer a concentracdo de ABE em func¢do da variacdo
da densidade e da concentracdo de acticar presente no meio. O coeficiente de determinagdo é
maior que 0,99 e a probabilidade dos pardmetros serem significativos € muito préxima a 100 %,
da mesma forma que foi observado para solugdes em dgua. E evidente que a insercio da
concentracdo de acgucar como uma varidvel a ser medida durante a andlise estd adequada para
tornar a técnica aplicavel. Os valores dos pardmetros, desvio padrdo, nivel de significancia e
intervalo de confianca sdo apresentados na Tabela 1. O p-level (probabilidade de o parametro nio
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ser significativo) de cada um dos pardmetros estd muito préximo de zero, indicando que os
mesmos sdo, estatisticamente, significativos. Isso demonstra que o modelo proposto pode ser
usado como uma rota analitica menos onerosa para a estimativa da producdo de butanol em
fermentagdes por clostridium.

3.3. Estimacao de ABE em sorgo sacarineo como meio de fermentacao

FermentacOes industriais sdo realizadas usando, preferencialmente, matérias primas de
baixo custo e, por esta razdao, o método proposto foi aplicado para determinacido da concentracao
de ABE em meio de fermentacdo baseado no uso de caldo de sorgo sacarineo (como fonte de
acucares), ja que, este meio pode ser usado para fermentacao butilica (Yu et al., 2012). Os pontos
de calibracdo para diferentes concentracdes de acgucares e solventes ABE eram preparados de
forma similar aquela para a determinacdo de ABE em meio RCM e a variacdo da densidade era
determinada em cada caso.

A Figura 2b mostra os resultados experimentais e também o ajuste linear proposto. Como
pode ser visto, hd concordincia entre os pontos experimentais € 0 modelo ajustado, mostrando
que a variacdo da densidade e a concentragdo de agucar podem ser usadas para predizer os
valores da concentracio de solventes ABE em um simples, rapido e menos oneroso método. O
coeficiente de determinagdo €, novamente, maior que 0,99.

(=3 =
Y =

@F)a8N 0D
o

Figura 2 — Relagdo dos dados experimentais de variagdo da densidade (g/cm’), concentragdo de
solventes ABE na propor¢c@o molar 6:3:1 (g/g), concentracdo de agucar (g/L) e ajuste do modelo
linear para o uso de (a) meio RCM e (b) meio sorgo sacarineo.

Os valores dos parametros, desvio padrdo, nivel de significancia e intervalo de confianca
sdo apresentados na Tabela 2, onde fica confirmado que o modelo linear representa
satisfatoriamente o comportamento dos dados experimentais. Outra importante caracteristica

€6 9

demonstrada é que o pardmetro “c” para as calibragdes em meio RCM e sorgo sacarineo sdao

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 6



19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

estatisticamente iguais, indicando que o decréscimo da densidade nos dois casos € bastante
similar. Com isso, pode-se dizer que este pardmetro ndo € dependente das propriedades do meio.
Assim, € esperado, que para meios similares, seja possivel ter uma estimativa preliminar da
producdo de butanol, em uma concentracdo de acucar fixa, sem necessidade de calibracdo do
método.

Tabela 2 — Intervalo de confianga, desvio padrdo, p-level, fun¢@o objetivo final do ajuste dos
dados experimentais usando sorgo sacarineo como meio e parimetros estimados para a

Equacio 2
Pardmetro Valor Desvio p-level Lim. infer. | Lim. super.
estimado padrio conf. conf.
A -0,19421 0,005367 <0,0001 -0,20529 -0,18314
B 0,00320 0,000084 <0,0001 0,00303 0,00337
C -5,46423 0,141423 <0,0001 -5,75611 -5,17235
Funcdo objetivo 0,0000323

4. CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvido um método para estimacdo da concentracdo de solventes
ABE em meios de fermentacdo baseado na variacdo da densidade da mistura. Os resultados
obtidos demonstram uma relag@o linear entre variagdo da densidade e concentracdo de solventes
ABE em dagua. Para meios de fermentacdo reais, foi necessdrio levar em consideracdo a
concentracao de acucares, dessa forma o método apresentou resultados satisfatorios para um meio
de fermentacdo sintético e um industrial. A principal contribui¢do deste trabalho foi determinar a
concentracdo de ABE por um procedimento simples, rapido e de baixo custo.
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