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1. INTRODUCAO

Na atual conjuntura mundial da busca para se obter produtos de fontes renovaveis, o
butanol se mostra como um composto de destaque visto que pode ser utilizado como matéria
prima de produtos, como acrilatos, ou ser aplicado diretamente como combustivel, tendo uma
previsdo de crescimento de 3 % de CARG (Compound Annual Growth Rate) até 2030
(Statista, 2023; IMARC Group, 2022).

A rota mais convencional para a obtencdo do biobutanol é através das fermentactes
anaerobicas do tipo ABE (Acetona-Butanol-Etanol), onde o alcool C4 é o produto principal.
Geralmente 0s microrganismos que realizam esse processo sao espécies de bactérias do
género Clostridium, que podem utilizar diferentes aclcares como fonte de energia (Zetty-
Arenas et al., 2019). Uma das formas que vem sendo exploradas para aumentar a producao
do butanol nas fermentagbes ABE é a cocultura, podendo ser com microrganismos de
espécies diferentes ou entre duas cepas de Clostridium (Pinto et al., 2021).

Uma das formas de elevar o entendimento dessa dindmica que ocorre entre 0s
metabolismos dos microrganismos durante a cocultura é obter modelos matematicos, sejam
eles fenomenoldgicos (Rodrigues et al., 2016) ou construidos a partir de dados (Kumar et al.,
2024). Entretanto, ndo encontramos na literatura um modelo fenomenolégico para a cocultura
de duas espécies de bactérias Clostridium. Com isso, esse projeto de IC visa a criagdo de um

modelo para uma cocultura utilizando diferentes substratos.

2. METODOLOGIA

2.1. Fermentagfes e métodos analiticos
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O preparo dos indculos e as fermentagfes foram feitas conforme descrito em Chacén
et al. 2020), utilizando os microrganismos C. saccharobutylicum DSM 13864 e C.
pasteurianum DSM 525 a 35 °C por 96 h, em triplicatas. As fermenta¢bes foram separadas
em monoculturas com C. saccharobutylicum (PVC 01-03) ou e C. pasteurianum (PVC 04-06),
e coculturas (PVC 07-15). Sendo utilizado como fonte de carbono glicose, xilose e a
combinacdo de ambos, e para as coculturas diferentes tempos de inoculacdo do segundo
Clostridium (Tabela 1).

Tabela 1: Condicdo das fermentacdes realizados no projeto

Fonte de carbono (concentracéo inicial) Fermentacédo

Glicose (60g/L) PVC 01, 04, 07a, 10b e 11c
Xilose (60g/L) PVC 02, 05, 08a, 12b e 15¢c
Glicose (30g/L) e Xilose (30g/L) PVC 03, 06, 09a, 13b e 14c

Tempo em que é adicionado o indculo do segundo microrganismo (C. pasteurianum) : a— 0 h; b- 12 h; c- 24 h

As concentracfes dos substratos e dos produtos foram medidas ao longo de toda a
fermentacdo utilizando o método de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC -
Agilent 1260 Infinity) (Chacon et al. 2020). A concentragdo celular foi acompanhada por
densidade éptica (600 nm) usando um espectrofotdmetro (LGI-VS0721N), sendo convertida
para a concentracdo em g/L e mol/L, utilizando as correlagbes apresentadas em Raganati et
al. (2015) e Shinto et al. (2007). Para avaliar a fermentacdo foram calculados os parametros
de produtividade da fermentagao (g/(L-h)), rendimento de ABE (g/g) e conversao de agucares
(%), sendo que a diferenca entre os valores médios dos tratamentos foi comparada pelo teste
de Tukey (p < 0,05). No que se refere a acuracia do modelo e dos parametros ajustados para
a cocultura, foram avaliados utilizando os parametros de erro somatdrio dos erros quadraticos
(SSE) e o coeficiente de determinacéo (R2).

2.3. Modelagem

Para as modelagens, foram adotados os conjuntos de equagfes (balangos de massa
e taxas de reacdo) apresentados nos trabalhos de Shinto et al. (2007, 2008) e Raganati et al.
(2015). A estimativa dos parametros e implementacéo das equagdes foi feita utilizando o
software COPASI (v4.44) (COmplex PAthway Simulator) (Hoops et al., 2006) seguindo o
trabalho de Raganati et al. (2015). Para a modelagem em cocultura, utilizou-se uma
abordagem mais simplificada das equagbes, através de EDOs que modelassem o
crescimento celular, o consumo de substrato, produtos principais e secundarios, que foram
guantificados pelos métodos analiticos disponiveis, desconsiderando o0s metabdlitos,

adaptando as EDOs apresentadas em Velasquez-Sanches e Aguilar-Lopez (2018).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Fermentacdes
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Com o acompanhamento do crescimento da biomassa ao longo das fermentacdes
(Figura 1), observou-se que todas as fermentagdes apresentaram crescimento exponencial a
partir das 4 h, exceto pela PVC-05. O comportamento das curvas de cocultura varia conforme
o0 tempo de adicdo do segundo microrganismo (C. pasteurianum DSM 525). Quando
adicionado em 0 h (PVC-07, 08 e 09), o crescimento celular € semelhante ao do primeiro
organismo (C. saccharobutylicum DSM 13864), provavelmente devido a temperatura da
fermentacédo favorecer essa cepa. Entretanto, ao inserir o segundo microrganismo apds 24 h
de fermentacdo (PVC-10 e 14), observa-se que a curva assume o formato caracteristico da
cepa C. pasteurianum. Os resultados da analise dos compostos medidos ao longo das

fermentacfes para alguns experimentos estdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 1: Perfil de absorbancia da biomassa ao longo da fermentacéo para as fontes de
carbono (a) glicose, (b) xilose e (c) glicose + xilose.
Tabela 2: Parametros principais calculados a partir dos dados coletados das fermentacdes
(tempo final 96h).

PVC
01 02 04 05 07 08
Concentracao final de ABE (g/L) 13,25 13,59 4,54 3,33 11,90 10,11
Concentracao final de butanol (g/L) 7,49 7,71 0,24 1,28 7,47 7,03
Concentracao final de etanol (g/L) 3,4 2,63 2,03 1,49 2,26 2,08
Concentracéo final de acetona (g/L) 2,64 2,3 1,37 0,02 2,65 1,49
Substratos consumidos (g/L) 35,81 37,63 12,44 18,66 40,40 35,99
Substratos residuais (g/L) 20,07 20,44 43,85 36,15 16,44 20,94
% de substrato consumido 64,08 64,8 22,1 34,05 71,08 63,21
Rendimento de ABE 0,37 0,36 0,36 0,18 0,29 0,28
Rendimento de butanol 0,21 0,2 0,02 0,07 0,18 0,20
Rendimento de etanol 0,09 0,07 0,16 0,08 0,06 0,06
Rendimento de acetona 0,07 0,06 0,11 0,001 0,07 0,04
Produtividade de ABE (g/(L-h)) 0,14 0,14 0,05 0,03 0,12 0,11
Produtividade de butanol (g/(L-h)) 0,08 0,08 0,002 0,01 0,08 0,07

3.2. Modelagem
Para PVC-01 foram testados dois conjuntos de equacgdes, 0 primeiro que conseguiu
uma representacdo mais fiel do consumo de glicose (Modelo 1) e 0 segundo que teve um

ajuste melhor para a predicdo de butanol (Modelo II). Para o Modelo I, foram usadas as
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equacdes de taxa de reacdo de Shinto et al. (2007), alterando a inibicdo do butanol sobre o
consumo de glicose, de forma a aumentar sua influéncia sobre o consumo do aclcar. Gerando
um perfil semelhante ao observado experimentalmente para o acgucar (Figura 2A). No Modelo
I, a alteracéo foi feita sobre a equacédo de formacéo de butanol, seguindo a expresséao usada
por Reganati et al. (2015), buscando modelar o crescimento atrasado do butanol quando
comparado ao consumo da glicose. Com isso, houve um aumento no ajuste para o butanol,
mas prejudicou a predi¢cdo do consumo de glicose (Figura 2B). A Tabela 3 contém os valores
de R? para os compostos previstos para os dois modelos testados.
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Figura 2: Comparacao dos resultados do Modelo | [A] e Il [B] com dados experimentais.

Tabela 3: R? para os ajustes dos modelos | e II.

Modelo Glicose Butanol Acetona Biomassa Etanol Ac. Acético
[ 0,96 0,72 0,4 0,67 0,77 0,64
1] 0,74 0,91 0,79 0,26 0,5 0,61

O modelo para PVC-04 mostrou-se um desafio. Ficou evidente que as equagdes dos
artigos estudados nado descreviam de forma satisfatéria 0 microrganismo DSM 525. Apesar
de ser possivel chegar a um ajuste satisfatério da glicose, as demais substancias nao séo

bem representadas. O ajuste para 0s demais experimentais ainda esta em desenvolvimento.

4. CONCLUSOES

Os conjuntos de equagbes estudados revelaram uma maior afinidade com o
microrganismo C. saccharobutylicum DSM 13864. Segundo o resultado das analises das
fermentagfes em cocultura, os conjuntos de equacao estudados tém potencial para descrever

0 comportamento de uma cocultura com adi¢éo de C. pasteurianum DSM 525 em O h.
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