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RESUMO

Os combustiveis alternativos aos derivados de petréleo, como os biocombustiveis,
sdo de grande importancia econémica, uma vez que ha o esgotamento da matéria
féssil, base dos combustiveis convencionais. O processo ABE (acetona, butanol e
etanol) € uma matriz energética possivel de ser produzida por métodos fermentativos
que nao agride o ambiente; para isso, diversas pesquisas utilizam microrganismos
como a Clostridium acetobutylicum para produgao dessa matriz. Um dos grandes
problemas da produgao de ABE por esses microrganismos € devido ao fato do produto
fermentado ser téxico a eles quando em altas concentragdes, evidenciando a
necessidade de métodos que os tornem mais resistentes a esta toxicidade, ou que
nao haja contato do produto com o microrganismo. O encapsulamento € um método
que evita o contato direto do microrganismo com o ABE produzido, uma vez que este
ao produzir expele o ABE para o meio externo (fora das capsulas). O objetivo deste
trabalho é a avaliagao de producado de ABE através da Clostridium acetobutylicum
encapsulada em beads. A utilizagdo de métodos de encapsulamento é amplamente
utilizado em diversas industrias, sendo de facil aplicagcao e reproducdo. Usualmente
sao utilizados alginato e carbonato de calcio para criagado das capsulas, outro método
€ a utilizagao de liquidos idnicos o qual pode ser mais promissor devido a este poder
ser recuperado para reutilizagdo. As capsulas sao utilizadas para imobilizar o
microrganismo em uma esfera, a qual tem como principal fungao a protegédo deste. A
produgcdo de ABE através de metodologia de encapsulamento mostrou bons
resultados em comparagdo com métodos fermentativos tradicionais (nao
imobilizados), sendo a produgdo de etanol maior que a esperada, entretanto a
producao de butanol foi levemente menor que a encontrada em outros métodos. Tais
diferengas trazem a possibilidade de estudos futuros de cinética de producéo. Apds a
primeira etapa de fermentacao foi possivel a reutilizagao das capsulas para préximos
processos fermentativos, diferente de fermentagao tradicional, onde € necessario a

inoculagdo de novos microrganismos para a reinicializagao do processo.

Palavras-chave: Clostridium acetobutylicum. Beads. Butanol. Etanol. Acetona.

Manipueira. Fermentagao. ABE.



ABSTRACT

Alternative fuels to petroleum derivatives, such as biofuels, are of great economic
importance, since there is the depletion of fossil matter, the basis of conventional fuels.
The ABE process (acetone, butanol and ethanol) is an energy matrix that can be
produced by fermentative methods that do not harm the environment; For this, several
researches use microorganisms such as Clostridium acetobutylicum to produce this
matrix. One of the major problems of ABE production by these microorganisms is due
to the fact that the fermented product is toxic to them when in high concentrations,
highlighting the need for methods that make them more resistant to this toxicity, or that
there is no contact of the product with the product. microorganism. Encapsulation is a
method that avoids the direct contact of the microorganism with the produced ABE,
since in producing it expels the ABE to the external environment (outside the capsules).
The objective of this work is the evaluation of ABE production through Clostridium
acetobutylicum encapsulated in beads. The use of encapsulation methods is widely
used in various industries, being easy to apply and reproduce. Usually alginate and
calcium carbonate are used to create the capsules, another method is the use of ionic
liquids which may be more promising because it can be recovered for reuse. The
capsules are used to immobilize the microorganism in a sphere, whose main function
is to protect it. ABE production through encapsulation methodology showed good
results compared to traditional (non-immobilized) fermentative methods, with ethanol
production higher than expected, but butanol production was slightly lower than that
found in other methods. Such differences bring the possibility of future studies of
production kinetics. After the first fermentation step, it was possible to reuse the
capsules for future fermentation processes, unlike traditional fermentation, where it is

necessary to inoculate new microorganisms to restart the process.

Keywords: Clostridium acetobutylicum. Beads. Butanol. Ethanol. Acetone. Cassava.

Fermentation. ABE.
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1 INTRODUGAO

O panorama mundial, caracteriza-se por uma crise energética devido a
escassez de combustiveis fésseis, juntamente ao seu alto potencial de poluicéo
ambiental. O problema pode ser evidenciado devido ao fato do alto consumo destes
combustiveis para satisfacdo das necessidades humanas, e pela demanda da
industria e agroindustria. Esse alto consumo acresce a quantidade de poluentes no
meio ambiente e esgota cada vez mais a fontes de combustiveis fésseis disponiveis.

Segundo o relatério do BEN (Balango Energético Nacional) de 2018, séo
utilizados na matriz energética um total de 36,4% de petrdleo e seus derivados, contra
17% de biomassa e processos fermentativos. Nao obstante, no ano de 2006, 81% da
energia utilizada no mundo se originaram de combustiveis fosseis (carvao, petroleo e
gas) afirmam Lucon e Goldenber (2009).

Em 1997, foi assinado o tratado mundial do Protocolo de Kyoto, o qual visa a
substituicdo dos combustiveis a base de fontes ndo renovaveis por combustiveis de
fontes renovaveis. O Protocolo de Kyoto direciona o mundo para a sustentabilidade,
fazendo com que a industria das matrizes energéticas tenha como alvo o
desenvolvimento de tecnologia, métodos e técnicas de baixo custo, grande eficiéncia
(alto potencial energético), que apresentem um menor passivo ambiental na produgao
e consumo do combustivel.

Em 2015 veio a tona o Acordo de Paris, o qual previa a liberagao de paises
mais desenvolvidos para os paises menos desenvolvidos pudessem desfrutar de
energias renovaveis e menos poluidoras.

E axiomatico a ampliacdo de investimentos, e pesquisas para produgdo de
matriz energética de fontes renovaveis e de baixo impacto ambiental que satisfagam
seu consumo. Existem inumeros métodos de obtengdao de combustiveis de fontes
renovaveis, dentre eles o mais comum sao aqueles obtidos por meio de biomassa,
como etanol, biogas e biodiesel. Porém, estes dependem de diversos fatores, indo
desde area disponivel, substrato e questdes econémicas, sendo assim necessario o
desenvolvimento de métodos economicamente mais simples e eficazes para
producdo, que possam ser aplicados em pequena escala a grandes plantas

industriais.
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De acordo com Zverlov et al., (2012), a conversao de agucares em alcool por
processo fermentativo € uma das técnicas biotecnolégicas mais antigas utilizada pela
humanidade. A produgdo de combustiveis a partir de consércios microbianos €
amplamente utilizada através dos processos fermentativos que estes proporcionam.
Residuos de processamento primarios da industria e agroindustria sdo passiveis de
serem utilizados como substratos para produgao de biocombustivel ao invés de serem
levados para tratamento com agentes quimicos.

Culturas microbianas como a da Clostridium acetobutylicum sao capazes de
degradar longas cadeias carbdnicas em produtos mais simples, além de produzirem
um biocombustivel neste processo fermentativo. Os residuos de industrias podem ser
facilmente degradados por fermentacao bacteriana conforme descreve Nielsen et al.,
(2009).

A via fermentativa da Clostridium acetobutylicum tem como produto da
fermentacdo o ABE (acetona, butanol e etanol). Entre esses, o butanol é o
biocombustivel que apresenta maior destaque, por apresentar menor corrosividade,
menor pressao de vapor, alto potencial energético, ser facilmente transportado através
de oleodutos e uma maior semelhanga com a gasolina, podendo este ser utilizado nos
motores existentes, sem a necessidade de modificagdes. Segundo Durre (2008), o
biobutanol tem vantagens significativas em relacdo ao etanol, pois pode ser utilizado
em sua forma pura ou em mistura com qualquer concentracéo.

O Brasil devido sua extensao territorial e demandas regionais possui diversas
industrias de alimentos, como os laticinios que produzem leites, queijo e manteigas e
as industrias fecularias as quais produzem farinhas. Essas industrias geram seus
produtos e em consequéncia os residuos. Estes residuos geralmente séo tratados e
depositados nos cursos hidricos ou destinados a um outro processo produtivo. Os
residuos produzidos s&o ricos em proteinas, aminoacidos e agucares, 0s quais podem
ser utilizados como base nutritiva para microrganismos em geral.

A utilizagdo de residuos industriais como substrato para os microrganismos,
€ de grande valia, pois 0os microrganismos se nutrem dos agucares, proteinas e
aminoacidos presentes nos residuos, utilizando da fermentagado para obtencao de

produtos bioenergéticos, e conjuntamente como pré-tratamento dos residuos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir acetona, butanol e etanol (ABE) utilizando manipueira como fonte

nutriente no processo fermentativo da bactéria Clostridium acetobutylicum.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir biocombustivel utilizando a Clostridium acetobutylicum como
agente fermentador.

e Utilizar a manipueira proveniente das atividades de fecularias da regido
oeste do Parana como substrato.

¢ Identificar a presenca do biocombustivel apds o processo fermentativo.

e Separar o biocombustivel produzido no processo de fermentagao.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Industria de Alimentos

As forgas globais segundo Altieri (2010) sdo questdes de capacidade de
paises em desenvolvimento em se alimentarem. Dentre estes, varios tem sua
economia organizada em torno do competitivo setor agricola voltado para a
exportacdo. No entanto, ainda segundo Altieri (2010), estes setores agricolas trazem
uma variedade de problemas de ordem econdmica, ambiental e social, além dos
impactos negativos a saude publica, e a integridade do ecossistema.

A industria de alimentos necessita de aplicacdo de adaptacdes e treinamentos
para que o0s processos resultem em beneficios econdbmicos e ambientais.
Recomenda-se que o setor alimenticio associe o ideal de protecdo ambiental a
qualidade do produto, garantindo que suas atividades n&o prejudiquem o0 meio
ambiente (TIMOFIECSYK e PAWLOWSKY, 2000).

A mandioca, segundo Aplevicz e Demiate (2007) € uma das mais tradicionais
culturas agricolas brasileiras, sendo cultivada em praticamente todo o territorio
nacional. Segundo o relatério de Estudos de Mercado sobre a Mandioca (ESPM e
SEBRAE, 2008) a farinha produzida pelas fecularias pode ser utilizada em diversos
ramos industriais, indo desde a industria alimenticia, industria de papel e celulose, até
as industrias téxteis.

O Estado do Parana, segundo a Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO, 2013) é o maior produtor da Regiao Sul de cultivos de mandioca,
ficando atras apenas do estado do Para. Seu cultivo € feito em um nivel tecnolégico
que permite a obtengao de produtividade superior a média nacional (Figura 1), assim

como descrito por Wosiacki e Cereda (2002).
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Figura 1 - Etapas do processo produtivo em uma fecularia

Raizes de
Mandioca }
\J .
Peneiragem
Lavagem e
Descascamento +
* Torragao
Ralagao +
* Peneiragem
Prensagem +
+ Acondicionamento
Esfarelamento +
Armazenamento

Fonte: Adaptado de Matsuura; Folegatti; Sarmento (2003)

Segundo WOSIACKI e CEREDA (2002) a disposi¢cédo do efluente industrial
(manipueira) obtido no processamento da mandioca € energeticamente nao esgotado
e de elevada toxicidade, sendo que em aguas fluviais acarreta prejuizos ambientais,
diminuindo a disponibilidade aquatica de oxigénio além do descarte de grande
quantidade de amido (produto com alto valor agregado no processamento).

Segundo BARANA e CEREDA (2000) os moinhos de processamento de
farinha de mandioca produzem residuos sélidos e liquidos. Nos residuos liquidos,
consideram-se a agua de lavagem da mandioca, a qual contém fibras e por¢gdes de
compostos organicos e inorganicos junto a raizes e casca, e a agua de prensagem,
que é aquela obtida através da compactagao (prensa) da mandioca. Na prensagem é
possivel obter a linamarina (glicosideo cianogénico), o qual pode ser enzimaticamente
hidrolisado em cianeto, um poluente altamente téxico.

O relatério de Estudos de Mercado sobre a Mandioca (ESPM e SEBRAE,
2008) traz ainda que a manipueira, residuo liquido obtido no processo de prensagem
(Figura 2) deve ser tratado cuidadosamente antes de seu efluente ser despejado em

rios ou solos.
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Figura 2 - Processo de obtengédo da manipueira.

e Ralacao — Prensagem J— —»| Esfarelamento J— —>

y

Manipueira J

Y

Tratamento J

Fonte: Adaptado de MATSUURA; FOLEGATTI; SARMENTO (2003)

3.2 Induastria de biocombustiveis

A grande preocupacgao pela reducdo de poluentes e a crise energética tém
estimulado o mercado mundial de biocombustiveis (RIVALDI et al., 2008). A economia
global mantém-se em crescimento e a demanda por energia limpa e recursos
renovaveis se encontra em aumento continuo. Existem, segundo Borges et al. (2016),
programas que incentivam e aumentam a producgao e tecnologia quanto as energias
renovaveis.

Os biocombustiveis podem se apresentar como uma solugao viavel para a
demanda energética e economia global. Segundo nota da Embrapa (2012), ainda que,
atualmente, os unicos biocombustiveis produzidos em grande escala sejam o etanol
e o biodiesel, outras classes de moléculas possuem propriedades desejaveis e séo
passiveis de produgao por via microbiana.

Louis Pasteur foi o responsavel pelo primeiro relato sobre a fermentacao de
glicose a butanol em 1862, porem a produgédo de butanol a nivel industrial sé foi
iniciada em 1912 com os estudos do Dr. Chaim Weizmann, conforme relata Bohimann
(2006).

3.2.1 Biocombustiveis no Brasil

Em 1975, foi lancado no Brasil o Programa Nacional do Alcool (Pro-alcool),
com o objetivo da maior redugdo da dependéncia nacional do petréleo importado, o
qual correspondia a cerca de 80% do petréleo consumido no Brasil (LEITE e CORTEZ,
2008)
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Segundo Macedo e Nogueira (2010) a demanda brasileira no ano de 2002 foi
de 39,2 milhdes de metros cubicos de biocombustivel, destes, 76% consumidos
diretamente no setor de transporte, 16% no setor agropecuario e 5% para a geragéo
de energia elétrica isolada. A maior parte da demanda do setor de transportes (97%)
ocorre diretamente no setor rodoviario.

Dentre as principais razdes do interesse de produg¢ao de biocombustiveis no
Brasil, trazidas por Leite e Leal (2007), estdo a diminuigdo da dependéncia externa de
petréleo, pela razdo da seguranga de suprimento ou impacto da balanga comercial
nacional, a minimizagdo dos efeitos das emissées atmosféricas por veiculos na
poluigao local, em especial em grandes centros urbanos, e o controle da concentragao
dos gases de feito estufa na atmosfera.

O Brasil € lider no movimento de paises a favor do uso em grande escala de
biocombustiveis, sendo também o pais que tem a experiéncia mais antiga e relevante
na producao dessa matriz energética (PEZZO e AMARAL, 2007).

Segundo Kohlhepp (2010), nas ultimas 3 décadas houve um crescimento
acentuado na producdo de biocombustiveis, a maior producado brasileira de
biocombustiveis esta relacionada ao alcool e ao biodiesel, sendo o primeiro produzido

pelas industrias alcool-agucareiras, e segundo por soja e mamona.

3.2.2 Producgéao de biocombustiveis por Clostridium acetobutylicum

A Clostridium sp. estd em um dos maiores géneros bacterianos, tendo
descritas mais de 150 espécimes (GOLDMAN E GREEN, 2005). Esse microrganismo
possui caracteristicas muito semelhantes entre os diversos individuos do género,
sendo que, apesar de serem anaerobicas, a sua tolerancia em relagao ao oxigénio
varia, existindo espécies aero tolerantes e outras estritamente anaerdbicas assim
descrito por Wiedmann e Zhang (2011).

A produgao de biobutanol se da através da fermentagcdo de acucares por
bactérias do género Clostridium, um género de bactérias gram-positivas que tem por
principal caracteristica seu carater anaerébico (VISOLI et al., 2014).

O butanol é uma das moléculas as quais podem ser produzidas via
fermentacao. A Clostridium acetobutylicum é um dos microrganismos utilizados para
a producao de diversos compostos, sendo a acetona, butanol e o etanol (ABE) os

mais comuns. Lin e Blaschek (1983) classificam o butanol como um dos
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biocombustiveis alternativos promissores para diminuicdo de impacto ambiental.
Segundo Pereira e Neves (2016) ainda sao necessarios alguns avangos tecnoldgicos
ligados a matéria prima, microrganismos, e biorreatores para a otimizagdo do
processo, uma vez superados estes desafios, o biobutanol sera um combustivel
promissor para um futuro préximo.

O interesse industrial e de pesquisa tem crescido com o biobutanol, com
melhorias no tradicional processo de fermentacdo Acetona-Butanol-Etanol (ABE), no
desenvolvimento de novas linhagens de bactérias para melhorar o rendimento e em
técnicas de separagéao para isolar o solvente (NATALENSE e ZOUAIN, 2013).

O relatério de pesquisa com microrganismos do género Clostridium sp. da
Embrapa (2018), indica que o n-butanol é principal componente do processo
fermentativo da ABE. Entretanto, ainda segundo o relatorio, o desempenho produtivo
€ limitado, devido a estes compostos serem tdxicos aos microrganismos nesse

género, ou seja, sao fatores que abaixam o crescimento microbiano.

3.3 Liquidos lénicos

Os liquidos i6nicos, segundo Candido (2012), diferem de liquidos
moleculares, devido a sua constituicdo apenas de ions (Figura 3), possuindo
caracteristicas como estabilidade térmica, baixa inflamabilidade, boa condutividade
ibnica, dentre outras, os quais os tornam altamente atrativos em uma diversidade de

aplicagdes.

Figura 3 - Exemplo de um liquido ibnico a base do imidazol
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Fonte: Autoria prépria (2019)
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Ainda segundo Candido (2012), ha uma gama de possibilidades de
combinagdes de diferentes anions e cations organicos e inorganicos, permitindo que
as propriedades do liquido ibnico sejam ajustadas dependendo da escolha dos ions.]

Santos et al. (2014) descreve que tem sido relatado diversos estudos
envolvendo imobilizagdo ou encapsulamento. Além dos liquidos idnicos poderem ser
utilizados como base adicional para formagao de capsulas, segundo Vilas Boas (2018)
podem ser recuperados e novamente purificados empregando algumas técnicas

simples.

3.4 Engenharia Fermentativa

A producgao de butanol é tradicionalmente realizada por vias anaerdbicas,
sendo uma das fases mais importantes a de acidogénese e solvogénese. Nesta fase,
segundo Liu (2019) as células crescem exponencialmente com o consumo dos
agucares, acumulo de acidos, produgao de hidrogénio e diminuicdo do pH. Apos esse
processo, ocorre o deslocamento para a fase da solvogénese, na qual o crescimento
do microrganismo se mantém em estado estacionario, e inicia-se o0 processo de
producdo de ABE sem a producdo de hidrogénio. A Figura 4 representa a via
metabdlica da fermentacédo do ABE pela Clostridium acetobutylicum.

A Clostridium acetobutylicum é uma das principais bactérias produtoras de
compostos de relevante interesse. Pode-se dizer que os produtos da via fermentativa
podem ser classificados em trés tipos, assim como descrito por Li (2019), o primeiro
tipo sdo os solventes, acetona, butanol e etanol, o segundo tipo sdo os acidos
organicos como o acetato e o butirato, e por ultimo os gases como CO2 e 0 H2. O
primeiro tipo € o de maior interesse comercial, sendo o butanol o principal produto da

via fermentativa.
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Figura 4 - Via metabdlica de fermentagao ABE realizada pela Clostridium acetobutylicum
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Fonte: Zheng et al. (2014).
Todo processo deve levar em consideragéo a engenharia de fermentagéo do
ABE (Figura 5), considerando as etapas de preparagao, fermentagao e recuperacao,

visando uma melhor qualidade do processo.
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Figura 5 - Consideracdes da engenharia fermentativa ABE.
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Fonte: Liu (2019).

A fermentacdo ABE pode ser operada com o modo batelada, batelada
alimentada ou continuo, que depende da capacidade de producdo. Em geral, a
fermentacdao em batelada ou batelada alimentada é mais adequada para a produgéo
de butanol em pequenas escalas. Por outro lado, a fermentagao continua € uma boa
selegdo para a produgéo de butanol em larga escala como biocombustivel ou produto
quimico a granel, devido a sua alta produtividade e menor custo de méo de obra e
manutencgao (XUE et al., 2013).

A engenharia fermentativa aplicada e detalhada, explana solugcbes para
obtencao do produto desejado de forma simplificada. De acordo com Al-Shorgani et
al. (2016), incrementar no substrato uma concentracdo de acido butirico aumenta a
produgdo de butanol, enquanto a concentragdo de acetona permanece quase
constante. Ainda segundo Al-Shorgani et al. (2016), o butirato pode ser convertido em
butanol através da via da CoA transferase ou através da via da butirato-quinase
(Figura 6).
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Figura 6 - Conversao do butirato em butanol através de dois mecanismos sugeridos: (a) via CoAT e (b)
via da butirato-quinase; BADH; butilaldeo desidrogenase, BDH; butanol desidrogenase, BK;
butiratoquinase, PTB; fosfotransbutirilase.
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Fonte: Al-Shogani et al. (2016).

Segundo Taconi, Venkataramanan e Johnson (2009) as culturas de
Clostridium sp. cultivadas em meios purificados sao capazes de produzir uma gama
de produtos durante a sua fase de fermentacao. As fracdes de produtos sdo formados

através do tipo de substrato.
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 Aquisicao da Clostridium acetobutylicum

A cepa liofilizada de Clostridium acetobutylicum (Figura 7), utilizada para o
desenvolvimento deste trabalho, o qual foi adquirido em 2014 através da colec¢ao de
culturas da Fundacdo André Tosello de Pesquisa e Tecnologia, juntamente com

registros de aquisig¢ao e linhagem do microrganismo conforme consta no Anexo A.

Figura 7 - Caixa e ampola protegida com cepa de Clostridium acetobutilycum.

Fonte: Autoria propria (2019)

4.2 Camara de anaerobiose

Foi construida uma camara de anaerobiose (Figura 8), visando a obtencéao de
um ambiente inerte e de facil manipulacdo, para evitar faléncia das células
bacterianas. A camara de anaerobiose foi projetada tendo em vista o custo de
construcao, sendo utilizado materiais de facil aquisicao e de baixo custo agregado.

O equipamento possui uma escotilha para adicdo e remocao de material, dois
espigbes (acoplagem de mangueira) para alimentacdo do gas inerte e purga do
oxigénio, e duas escotilhas de acesso com luvas para manipulagéo.

O equipamento foi construido utilizando uma caixa plastica de 50 L, com
material transparente para facilitar a visualizagédo. As escotilhas de acesso de material
e luvas, juntamente a tampa da caixa e os dutos de alimentagdo e descarga, foram

vedados com silicone.
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Figura 8 - Equipamento de geracédo de ambiente inerte.

Fonte: Autoria propria (2019)

4.3 Caldo nutritivo

Para o preparo do caldo nutritivo de ativagdo da Clostridium acetobutylicum
(ATCC 824), foi utilizado o meio de cultura descrito pelo meio clostridial reforgado
(RCM 2107), especifico para as cepas liofilizadas da Clostridium sp.

Inicialmente, foi preparada uma solugdo de 200 mL de agua deionizada
(ultrapura) contendo 0,0002 mL de Resazurina. De forma separada, foram pesados
em vidraria adequada 2 g de Triptose, 2 g de Extrato de Carne puro (sem
conservantes), 0,6 g de Extrato de Levedura, 1 g de Dextrose, 1 g de Cloreto de Sddio,
0,2 g de Amido Soluvel, 0,1 g de L-Cisteina (acetificada) e 0,6 g de Acetato de Sddio.
Estes foram entdo dissolvidos nos 200 mL de agua deionizada na presenca da
Resarzurina, com agitagdo manual para sua homogeneizagao.

O caldo foi fracionado em tubos de ensaio com rosca e levados para
autoclavagem a 121 °C durante 15 min, e, em seguida, colocado sob resfriamento a

6°C para sua conservagao.

4.4 Ativacao e manipulagcao de Clostridium acetobutylicum

A ativagao da cepa liofilizada da Clostridium acetobutylicum foi realizada em
camara de fluxo laminar, com ambiente previamente estéril com luz UV. O conteudo

da ampola (células bacterianas liofilizadas) foi introduzido em um tubo de ensaio
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contendo entre 5 e 10 mL de caldo nutritivo, o qual foi imediatamente posto em uma
jarra de cultivo anaerdbico vedavel, com a presenca de um saché de geracéo de
anaerobiose. A jarra foi levada a incubadora a 37°C até a ocorréncia da turbidez do
meio.

Para verificar a viabilidade celular (RIBEIRO, 2004) do crescimento
microbiano foi utilizada a técnica de verificagdo de respiragao por coloragao através
da alteracao de coloragdo do meio pelo composto cromogénico (Rezasurina), o qual
indicou o inicio da oxidagdo do meio (processos metabdlicos) realizados pelo
microrganismo, uma vez que nao ha oxigénio o unico agente oxidante € a cultura
obtida pela cepa de Clostridium acetobutylicum.

A contagem celular da cultura de Clostridium acetobutylicum foi realizada por
metodologia de densidade oOptica, no qual as amostras de caldo com microrganismo
em fermentagao foram recolhidos, sendo estes avaliados a cada 12 horas, os valores
foram comparados com solugdes de densidade celular padronizada.

Para a manutencao e estoque de células méae da microbiota do Clostridium
acetobutylicum foram preparados 200 mL de caldo nutritivo respeitando as proporgdes
de reagentes descritos na RCM 2107, com excegdo da adicdo de rezasurina.
Adicionou-se no caldo 4% m.v~! de &gar bacterioldgico, fracionando-as em tubos de
ensaio com rosca e levando toda a solugao para esterilizagdo em autoclave a 121°C
por 15 min.

Na camara de anaerobiose foi inoculado o microrganismo nos tubos com meio
de cultura estéril, vedando com tampa e para-flme, em seguida, os tubos foram
levados a incubadora (37°C) por durante 4 dias (96 h) para inicio do crescimento
bacteriano. Apds o crescimento os tubos de ensaio foram abertos em ambiente
anaerobico para adicdo de Glicerol 40% (crioprotetor), vedados e levados para
congelamento em camara fria portatil com DatalLogger e termostato digital. Os tubos
foram levados congelados a um equipamento de liofilizacdo. No final do processo a
porcao foi fracionada e guardada para futura utilizagao.

A Figura 9 e 10 apresentem respectivamente os tubos com os microrganismos
e apos o periodo de fermentagao inicialmente proposto, ja a Figura 11, representa as
etapas prévias de ativacdo e manipulacdo da cepa liofilizada de Clostridium

acetobutylicum.
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Figura 9 - Tubo de ensaio vedado com microrganismo (esq.) e tubo de ensaio microrganismos na
jarra de anaerobiose (dir.).
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Fonte: Autoria pr(gpria (2019)

Figura 10 - Ativagdo do microrganismo passadas 24 horas (esq.) e passadas 72 horas (dir.).

Fonte: Autoria prépria (2019)
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Figura 11 - Ativacdo e manipulagao da cepa liofilizada de Clostridium acetobutylicum
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4.5 Substrato para fermentacgao

A manipueira foi cedida pela Fino Alimentos (Comercial Agricola Toledo Ltda),
industria localizada no municipio de Toledo no oeste paranaense.

O substrato de manipueira foi obtida no processo de prensagem em prensa
aberta do tipo cesta, onde é eliminado o liquido do interior do sdlido, este liquido
(manipueira) escorre até um tanque de descarga. A manipueira foi coletada em sua
forma bruta neste tanque.

Foram coletados 10 L de manipueira liquida do tanque de descarte de
efluentes do processamento de prensagem da mandioca, seguindo os procedimentos

do fluxograma indicado na Figura 12.

Figura 12 - Procedimentos de coleta, aquisicao e andlise do substrato.
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aquisicdo da |——pml Armazenamento |—m] Ajuste de pH
manipueira
Andlises |-—] Esterelizacio
Y v v
Fisica Quimica Bioldgica

Fonte: Autoria propria (2019)
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4.5.1 Caracteristicas fisico-quimicas

Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas da manipueira, logo apos
0 seu recebimento para qualificagdo das propriedades como substrato. Foram

mensurados o pH, a temperatura, a acidez, a umidade e o teor de sdlidos.

4.51.1 Acidez

A acidez da manipueira foi determinada seguindo o procedimento da Portaria
n°® 76 do Ministério da Agricultura, onde foram coletados 10 mL da amostra de
manipueira dispostas em um Erlenmeyer, completando at¢é 100 mL com agua
destilada livre de diéxido de carbono. Foram adicionadas 3 gotas de fenolftaleina e,
em seguida, titulou-se com uma solugao de hidroxido de sodio 0,1 N até a alteragao
da coloragao para rosacea. A acidez total foi avaliada através da equagao da acidez
total titulavel (Equacgéao 1)

n-N-Eq
ATTg/100mL = oV (Eq. 1)

4.5.1.2 pH e Temperatura

A avaliagao de pH foi feita utilizando-se um leitor de pH, previamente calibrado
com as solugdes tampdes 7 e 4, sequencialmente. A temperatura do residuo foi

aferida utilizando-se um termémetro de mercurio.
4.5.1.3 Série de Sdlidos

A série de solidos totais para o material foi realizada secando uma capsula
em estufa por 110°C durante 1 h, esfriando em seguida em dessecador até esta atingir
a temperatura ambiente. Foram transferidos 10 mL do material analisado para a
capsula previamente seca e com peso conhecido. A capsula contendo o material
passou por secagem em estufa a 110°C por 12 h, em seguida foi resfriada a

temperatura ambiente em dessecador e seu peso foi quantificado.
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A série de solidos fixos (sedimentaveis) teve procedimento semelhante,
entretanto esta necessitou de filtragdo do material através de um papel filtrante
previamente seco e com peso conhecido.

A série de solidos volateis foi mensurada pela diferenca dos sélidos totais e

fixos, assim como descrito na metodologia da APHA (1992).

4.5.2 Caracteristicas bioquimicas

Foram avaliadas as caracteristicas bioquimicas da manipueira como
demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO) bem
como a quantificagdo de proteinas, carboidratos, aminoacidos e nitrogénios existentes

no substrato.

4.5.2.1 DQO

A determinagao de DQO foi feita através do método de oxidagdo da amostra
pelo dicromato de potassio (K2Cr207) com sulfato de prata como agente catalizador
(Ag2S04) em um digestor anaerobico. Apds a digestdo, a amostra passou por
titulagao da solugao de sulfato de ferro amoniacal (Fe2(SO4)(NH4)2), com o presenca
de indicador analitico de Ferroina, o qual determinou a quantidade de oxigénio

consumida na reacgéo.

4.5.2.2 DBO

A demanda bioquimica de oxigénio foi determinada usando o método da
DBO5, a qual verificou a quantidade de oxigénio disponivel para ser utilizado na
degradacado da matéria organica por microrganismos anaerobicos.

As amostras de analise foram diluidas em agua destilada aerada previamente
por 24 h juntamente com as “sementes” (microbiota proveniente de lodo ativado). A
solucgao diluida foi armazenada em garrafas com rolha para sifonacgao.

Os frascos foram levados a incubacéo a temperatura de 20°C por durante 5

dias. Foram verificados a quantidade de oxigénio dissolvido antes e apds a incubagéao
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e calculada sua diferenca. A DBO foi determinada utilizando a Equagao 2 descrita
abaixo.

DBO (% 02) = (0Djniciar — ODfinal) ’ (M) (Eq 2)

Vamostra

4.5.2.3 Proteinas

A quantidade de proteinas foi avaliada pelo método de Kjedahl, utilizando o
sulfato de cobre (CuS0O4) como catalizador. Nesta analise é determinada a quantidade
de nitrogénio total, na qual, a amostra € digerida em H2SO4 (e o nitrogénio &

convertido em NH3), em seguida destilada e titulada para quantificagao.

4.5.2.4 Carboidratos

Os carboidratos tiveram sua quantificagao através espectrofotometria em 620
nm da reagao de antrona com o material analisado assim como descrito no manual
de métodos Oficiais para analise de alimentos do Ministério da Agricultura (MAPA.
2017).

4.6 Encapsulagao (beads)

A encapsulagao da Clostridium acetobutylicum foi realizada por dois
diferentes métodos, um através da formulagdo dos beads por base de alginato e

cloreto de calcio, e outro através da utilizagao de alginato e liquido inico.

4.6.1 Beads de alginato

Conforme descrito por Haroldo et al., (2010), o caldo nutritivo foi preparado
com adigdo de alginato em concentragdo 1,5% (m.v~1!) do caldo nutritivo, a solugéo
preparada passou por autoclavagem e em seguida foi inserida no consércio
microbiano. Uma solugéo de agua destilada foi preparada com adigao de 15% (m.v™1)

de cloreto de calcio homogeneizado, em seguida passou por assepsia por
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autoclavagem. A solugao de cloreto de calcio passou por agitagdo em ambiente inerte,
sendo feito o gotejamento da solugéo de alginato contendo os microrganismos para a

formagao dos beads.

4.6.2 Beads de Liquidos Ionicos

A formulagdo dos beads por liquidos i6nicos foram realizadas seguindo
procedimento semelhante ao de gotejamento (Rahman et al., 2013) do liquido idnico
em solugao imiscivel. O liquido iénico feito partindo do metilimidazol e butano sultona
(Figura 13) substituiu o cloreto de calcio em mesma proporgdo. A forma e tamanho
dos beads dependem do fluxo e estrutura da gota formada, sendo neste caso o

gotejamento realizado com uma seringa com agulha.

Figura 13 - Estrutura quimica do NOME DO LIQUIDO

—N \N+ O\\S O
\FH \/\O/\/\/ \\O

4-(2-(1-methyl-1H-imidazol-3-ium-3-yl)ethoxy)butane-1-sulfonate
Fonte: Autoria propria (2019)

4.7 Fermentagao

Para a fermentacdo anaerdbia foram utilizados frascos de 500 mL, sendo
inoculado 100 mL do meio de cultura previamente autoclavado com o microrganismo
e suplementado com a manipueira (substrato nutritivo) para fermentacéo.

Devido ao substrato da manipueira apresentar um pH muito baixo, houve a
necessidade do ajuste do pH, o qual ocorreu com o ajuste inicial para 6,90 £ 0,05 com
solucbes NaOH e HCI. Os frascos contendo as amostras foram esterilizados em
autoclave a 121°C e 1 atm por 15 min. As solug¢des de manipueira foram esterilizadas

separadamente em autoclave e adicionadas apos esterilizagdo dos frascos em
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autoclave. Em seguida, as amostras foram incubadas em uma BOD a 36°C, sendo o
ensaio cessado no sétimo dia de incubacao.

As capsulas com microrganismos formuladas foram colocadas em frascos
Schott em proporg¢ao de 10% do volume do frasco, sendo seu volume completado com
0 substrato de manipueira. Em seguida os frascos contendo a manipueira e os
microrganismos encapsulados foram levados a uma BOD para inicio do processo de
fermentacao, permanecendo vedados por tempo suficiente para o esgotamento de

nutrientes do meio.

4.8 Quantificagao, qualificagao e separagao de produtos

Foi realizado a separagao do produto desejado para em seguida realizar a
qualificagado e a quantificagao dos produtos.
A Figura 14 indica as etapas basicas do processo de obtengao e separacao

do ABE do material fermentado.

Figura 14 - Etapas basicas do processo de obtencao e separagao do ABE

Méterial —| Fracionamento —#=| Centrifugacao |—» Adigao de
Fermentado Decanol
Separacao
r____‘ de Fases
Inorganica Organica ’
' !
Descarte Destilagao
\] y Y
Acetona Butanol Etanol

Fonte: Autoria propria (2019)
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4.8.1 Separacgao

O caldo fermentado foi removido dos frascos de fermentagao, sendo levados
a tubos cdnicos tipo Falcon, os quais foram postos em centrifugagao por 5 min a 5000
rom para a separagao das fases da solugdo. Os tubos foram entdo congelados para
confirmacgéao visual da presenga do ABE, pela diferenga dos pontos de fusdo dos
compostos presentes na solugéo.

Os tubos Falcon congelados, tiveram a porgao superficial removida com
auxilio de seringa com uma agulha e posterior raspagem. O conteudo foi armazenado
em um baldo volumétrico devidamente vedado, e, em seguida, foi adicionado decanol
(alcool de cadeia longa) na proporgao de 1:3, para o auxilio na separagao das fases.

A solucéo obtida foi homogeneizada em tubo de ensaio com auxilio de um
Vértex, durante 5 min em maxima agitacdo. Em seguida, a solugdo foi colocada em
um funil (Figura 15) de separagcédo e permaneceu em repouso durante 72 h para a
realizacdo da separacao da fase organica da fase inorganica.

Uma coluna de destilagao (Figura 15) foi montada, inserindo a fase organica
para a destilagdo e obtencdo do biocombustivel. Foi realizada a consideragao de
quantidade produzida pelo volume obtido em cada baldo de recuperacao de destilado
(Figura 16).

Figura 15 - Funil de separacao (esq.) e sistema de destilagao (dir.).

Fonte: Autoria proépria (2019)
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Figura 16 - Frasco com fragbes recuperadas referentes a 1 L

Fonte: Autoria propria (2019)

4.8.2 Qualificagao

A confirmacéao de que a porg¢ao organica sao alcoois foi realizada através do
teste de Lucas, o qual verificou a diferenca de reatividade por meio de reagao de
substituicdo nucleofilica.

Foram colocados 0,1 mL do alcool produzido previamente separado em um
tubo de ensaio, foi adicionado 1 mL do reativo de Lucas e 1 mL de cloreto de zinco,
foi aplicado agitagdo constante no tubo para homogeneizagdo completa da solugéo.

O reativo de Lucas foi preparado misturando 136 g de cloreto de zinco anidro
com 105 g de acido cloridrico concentrado sob resfriamento.

Para o teste positivo a a formacgao do cloreto de alquila, o qual é observado
por uma camada insoluvel ou uma emulsdo, os alcoois terciarios formam uma
segunda camada em menos de 1 minuto, ja os alcoois secundarios necessitam de até
10 minutos para confirmacao do teste. Os alcoois primarios ndo sao reativos, nao

sendo qualificados por este teste.

4.8.3 Quantificagao

A quantificagdo foi realizada por método ndo analitico devido a falta de
equipamento, esta ocorreu pela consideragédo do volume apds a destilagao, apds isso

foi considerado a concentragdo massica produzida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Ativacao e manuteng¢ao do microrganismo

Foi observada a alteracao da coloragao nos tubos de ativagcédo da Clostridium
acetobutylicum presente em ambiente sem a presenca de oxigénio, essa ocorre
devido a agao de oxidagao promovida pelo microrganismo anaerdbico, uma vez que
a oxidagao quimica s6 ocorre com a presenga do oxigénio. A diferenga de tempo para
alteracao da coloracdo do meio deu-se pela concentracdo de cepa serem diferentes
em cada um dos tubos, assim por essa alteragao de coloragdo do meio foi identificado
que o teste de viabilidade de atividade celular foi positivo.

As parcelas coletadas do caldo de ativacéo utilizados para verificagdo da
curva de crescimento microbiana da Clostridium acetobutylicu, (Figura 17) indicou que
foram necessarias 54 horas para atingir o apice de crescimento do microrganismo,
sendo em aproximadamente 115 horas o inicio da faléncia da Clostridium

acetobutylicum neste caldo nutritivo.

Figura 17 - Grafico da curva de crescimento da Clostridium acetobutylicum
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Fonte: Autoria propria (2019)
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5.2 Caracteristicas da Manipueira

O residuo da manipueira apresentou temperatura média de 22°C nas analises
fisico quimicas, onde foi possivel mensurar um pH acido na ordem de 3,51 o qual é
caracteristico deste residuo. O residuo apresentou ainda uma acidez titulavel de 9,3%.
As demais caracteristicas foram analisadas em laboratério particular, obtendo os

resultados da Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas da manipueira

Analises Resultado
Acidez Total 9,4 mg/L
Carboidratos (%) 12,44 mg/L
DBOs 114,25 mg/L
DQO 132,18 mg/L
HCN Total 54,35 mg/L
Nitrogénio Total 114 mg/100mL
pH 3,51
Proteinas 1,17 mg/g
Sélidos Fixos 33,41 mg/L
Sélidos Totais 68,56 mg/L
Sélidos Volateis 101,97 mg/L
Umidade 92 %

Fonte: Autoria propria (2019)

Apesar do substrato de manipueira necessitar de corre¢cdes de pH para ser
utilizada como fonte nutriente do Clostridium acetobutylicum, autores como Duarte et
al,. (2011) descrevem este substrato como um 6étimo nutriente, ressaltando a

necessidade de dosagem e adequacao da manipueira.

5.3 Fermentagcao com Beads

O microrganismo encapsulado na formulagdo dos beads de alginato e

carbonato de calcio (Figura 18), apresentou uma parede especga e sem dissolugédo em
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agua, foi necessario o uso de uma pipeta de Pasteur de vidro devido ao composto
causar o entupimento da agulha da seringa, possibilitando a utilizagdo do material

encapsulado no processo de fermentagdao da manipueira.

Figura 18 - Beads formulados dentro de frasco Schott vedado sem oxigénio.

(i Nd : .
Fonte: Autoria propria (2019)

As capsulas de Clostridium acetobutylicum mergulhadas em solugédo com o
substrato (Figura 19) apresentou turbidez no caldo no final do processo, o que indica
a ocorréncia de fermentacgao. Foi observado ainda o aparecimento de uma pelicula na
porcao superficial.

A fermentacdo utilizando os beads de liquido ibnico (Figura 20, ii)
apresentaram um tamanho menor, o qual foi possivel obter por este ndo entupir o
orificio da agulha no gotejamento. Os tamanhos entre os beads sé&o
consideravelmente diferentes devido ao modo do qual foram formados (Figura 20, iii).

Figura 19 - Frasco com beads fermentado (esq.) e no inicio da fermentacao (dir.).

Fonte: Autoria prépria (2019)
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Figura 20 — Beads formulados dentro de frasco Schott vedado sem oxigénio (i), beads liquido iénicos
(ii), comparagao entre os beads (iii)

Fonte: Autoria prépria (2019)

5.4 Recuperagao, qualificagao e quantificagcao de produtos

Foi observado que mesmo em um congelador a solugdo apresentou uma fase
liquida, o qual é devido ao fato do ABE s6 congelar em temperaturas muito inferiores
a 0°C (zero), a fase contendo a por¢ao de ABE ficou liquida enquanto a fase contendo
a porcado inorgéanica ficou sdlida, essas propriedades possibilitaram uma maior
facilidade da a remocao inicial da fase organica.

No sistema de destilagao foi observado o gotejamento no baldo de coleta nas
temperaturas de 79°C e 118°C, o qual corresponde respectivamente aos pontos de
ebulicao do etanol e do butanol. Nao foi possivel observar o gotejamento em ponto de
ebulicdo da acetona, isso pode ser devido a quantidade produzida de acetona ser
infima.

A quantidade produzida na fermentagao da manipueira utilizando os beads de
alginato com carbonato de calcio e os a base de liquidos idbnicos mensurados (Grafico
1) indicou uma producdo de 16 mL de etanol, e 59,16 mL de butanol para os beads a
base de carbonato de calcio. Os beads a base de liquido ibnico apresentou uma

produgao de 17,65 mL de etanol, 59,16 mL de butanol e 2,9 mL de acetona.
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Grafico 1 — Volume produzido ABE
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Fonte: Autoria propria (2019)

Em comparacdo com os valores de producdo encontrados na literatura
descrita por Lu et.al. (2012) onde foram realizados processos de fermentag&o, sem o
uso de beads para encapsular o microrganismo, observou-se que os valores de
producao de butanol inferiores e valores de etanol superiores. A diferenga pode ser

evidenciada no Grafico 2 com a comparacgao de producao pela literatura.

Grafico 2 - Comparagéo de producédo de ABE com a literatura
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Fonte: Autoria prépria (2019)
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5.5 AQualificagao de alcoois

O teste visual de Lucas, o qual utiliza da reatividade dos alcoois para realizar
sua classificagao foi confirmado através da alteracdo da turbidez do meio, sendo
confirmado assim que cada um dos destilados tratavam-se de um alcool (Figura 21 e
Figura 22).

Figura 21 - Teste de Lucas no liquido orgéanico (possivel etanol) (dir.).

Fonte: Autoria prépria (2019)

Figura 22 - Teste de Lucas no liquido orgéanico (possivel butanol) (dir.).

Fonte: Autoria propria (2019)
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6 CONCLUSAO

A producao de ABE através de método de encapsulamento do microrganismo
por beads apresentou valores satisfatorios em relacio a literatura. A menor producao
de acetona e uma maior producdo de etanol pode ser devido as caracteristicas do
substrato e ou da difusividade da parede dos beads cabendo assim estudos futuros
para verificacdo do real motivo dessa alteragcao de caracteristica de producgao.

Ambos os métodos de encapsulamento apresentaram valores com pouca
diferenca de produgéao entre si, fica assim evidente a possibilidade de estudo posterior
quanto ao custo associado no encapsulamento de ambos os métodos.

As capsulas sao passiveis de serem reutilizadas devido ao fato destas
protegerem o microrganismo do contato com o oxigénio e da intolerancia a presenca
do ABE. O uso de método de encapsulamento por beads evita a inoculagcdo de
microrganismos em cada novo processo de fermentacao

O encapsulamento com liquidos iénicos inicialmente foi um problema, devido
a estes necessitarem de uma estrutura a qual n&o seja facilmente dissolvida no meio
€ que nao reaja com o ABE produzido.

Esse estudo teve carater exploratério na produgao de ABE por metodologia
de encapsulamento, podendo ser tomado como base para verificagao de qualidade
de producdo entre diversas formulacbes de beads e diversos substratos para
fermentacao por Clostridium acetobutylicum.

A falta de disponibilidade de equipamento de qualificagao e quantificagao final
como espectrofotdmetros fez com que fossem utilizadas técnicas mais robustas de

qualificacédo e quantificacao.
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ANEXO
Coleglio de Culturas Tropical Fundacio André Tosello

F. Latino Coelha, 1301 Pg. Taguaral
CEP 13087-010 Campinas SP
Forey/Fax: (19) 3242-7022

Fax: (19) 3242-7827

CNP] 446,026, 322/ 0001-82

CERTIFICADO - 2° Via

A Colegdo de Culturas Tropical — CCT certifica, para os devidos fins, que o microrganismo abaixo
€& uma linhagem referéncia ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA — USA),
conforme consta nos dados relativos ao seu historico registrados no Catalogo de Linhagens da
CCT, 1996 (http-iTat.org.br/catalogo-de-culturas-onling).

CCT Microrganismo Referéncia MNB * Lote

0485 | Clostndium acetobufylicum ATCC B24 2 4406

* NE = hivel de Biossaguranca exgido para manipulagia oa inhagam.
Red. Catalogo de Linhagens, ColegSo de Cuturms Troplcal — COT, Fundaglo Tropical de Pesquisas e
Tecnologia Andre Toselio, 1*. B4, 19596,

Microrganismo de 17 passagem
Referéncia CCT: OS5 140474 (2° via do documento)
Todas as inhagens do acervo passam por testes de rotina de controle de qualidade.

0 prazo de validade das linhagens reativadas (em seu sfant original) & de um més, a partir da data
de incubagio (presente na etiqueta), desde que estocado sob refrigeragio (02 a 10°C) e utilizados
os métodos técnicos especificos para sua manipulag&o.

O prazo de validade de linhagens licfilizadas & indeterminado, desde gue a ampola seja
armazenada sob refrigerag@o (02 a 10°C) e livre de injirias (sem rompimento do vidro).

Observagoes: Caso haja ocoméncia de defeito comprovado, a CCT se compromete a substituir
linhagens reativadas no prazo de até 30 dias, e linhagens liofilizadas no periodo de até 90 dias, a
partir da data de enirega do maternial.

Q ' G,

Maria Josiane Conti
Colegio de Culturas — CCTIFAT
E-mail: org.br; josiifat ong br

Campinas, 08 de maio de 2019.

[Este documento 52 MElere apenas a0 llens aqul desortios, @ 50 deve S&f TEpmouzito na INtegra & com a3 3pivagao escrita d3 COT — FAT.
A Coegdo de Cubwas Tropicl - & megsirada no WFCC (Word Feoeafion for Cotwe Colieclions) sob nt B35S
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Fan: [19) 3242-7HZT

i CNF) 46,126, 322/0001-82

CARTA DE ENVIO AC—-REL-F-002 /00

Revisao: Inicial
LINHAGENS LIOFILIZADAS Emics3o: DXOT/2014

Campinas, 011122014

Tania Maria Cassol
Professora
Universidade Tecnologica Federal do Parana — UTFPR

Campus Francisco Belirdo

Linha Santa Barbara s/n®. Caixa Postal 135
Francisco Beltrdo — FR

BEE01-970

E-mail: tcassol@utfpredu.br

Ref: Distr_IF — Q5 140474

Prezada Sma,
Estamos enviando uma ampola com linhagem liofilizada de cada um dos microrganismos abaixn:

CCT Microrganismo Referéncia Lote NE*  Meio @ T(°C)
0485 | Clostrdivm acefobutyficumn ATCC 824 4406 2 RCM ar
* NE = Nivel 8a Blosssguranga sxigios para manipulags da lInhagem

Em anexc seguem a metodologia de abertura das ampolas e reativagio das linhagens, bem como a
fommulagio dos seus respectivos meios de crescimento/manutengio, femperaturas de incubago e as
informagdes disponiveis em nossoe banco de dados.
O valor desta remeasa & de R$ 370,00 (trezentos e setenta reais). Nota Fiscal de Servigos e boleto bancdrio,
emitidos pelo setor de contabilidade da FAT, seguem junio ao material.

Agradecemos a solicitacBo de nossos senviges e colocamo-nos a disposicBo para maiores informagbes.
Atenciozaments,
Josiane Conti

Colegao de Culturas — CCT/FAT
E-mail: josi@fat org.br
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