UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA

GABRIELA CHAVES DA SILVEIRA

PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS POR PROCESSOS
FERMENTATIVOS E SEPARACAO CONTINUA POR
PERSTRACAO

CAMPINAS
2021



GABRIELA CHAVES DA SILVEIRA

PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS POR PROCESSOS
FERMENTATIVOS E SEPARACAO CONTINUA POR
PERSTRACAO

Dissertacdo apresentada a
Faculdade de Engenharia Quimica
da Universidade Estadual de
Campinas, como parte dos
requisitos exigidos para obtencgéo
do titulo de Mestra em Engenharia

Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Paim Valenga
Coorientador: Prof. Dr. Paulo José Samenho Moran

Coorientador: Dr. Lucidio Cristévao Fardelone

Este exemplar corresponde a versdo final da
Dissertacdo de Mestrado defendida pela aluna
Gabriela Chaves da Silveira e orientada pelo Prof.

Dr. Gustavo Paim Valenca.

CAMPINAS
2021



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Area de Engenharia e Arquitetura
Rose Meire da Silva - CRB 8/5974

Silveira, Gabriela Chaves da, 1996-

Si39p Producao de &cidos orgéanicos por processos fermentativos e separacao
continua por perstracdo / Gabriela Chaves da Silveira. — Campinas, SP : [s.n.],
2021.

Orientador: Gustavo Paim Valenga.

Coorientadores: Paulo José Samenho Moran e Lucidio Cristovao Fardelone.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade
de Engenharia Quimica.

1. Acidos organicos. 2. Fermentac&o. 3. Biotecnologia. 4. Separac&o
(Tecnologia). I. Valenga, Gustavo Paim, 1960-. Il. Moran, Paulo José
Samenho, 1949-. lll. Fardelone, Lucidio Cristovao. IV. Universidade Estadual
de Campinas. Faculdade de Engenharia Quimica. V. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Production of organic acids by fermentative processes and
continuous separation by perstraction
Palavras-chave em inglés:

Organic acids

Fermentation

Biotechnology

Separation (Technology)

Area de concentrac&o: Engenharia Quimica
Titulagcdo: Mestra em Engenharia Quimica

Banca examinadora:

Gustavo Paim Valenca [Orientador]

Telma Teixeira Franco

Fabio Domingues Nasario

Data de defesa: 15-01-2021

Programa de P6s-Graduacéo: Engenharia Quimica

Identificagdo e informagdes académicas do(a) aluno(a)
- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0003-1558-8110
- Curriculo Lattes do autor: http://lattes.cnpg.br/4706550271809604


http://www.tcpdf.org

FOLHA DE APROVACAO

Dissertacdo de Mestrado defendida por Gabriela Chaves da Silveira e aprovada em 15

de janeiro de 2021 pela Banca Examinadora constituida pelos doutores:

Prof. Dr. Gustavo Paim Valenca
Presidente e Orientador
FEQ/UNICAMP
Videoconferéncia

Profd. Dr2. Telma Teixeira Franco
FEQ/UNICAMP
Videoconferéncia

Dr. Fabio Domingues Nasario
Instituto de Quimica/UNICAMP
Videoconferéncia

Ata de Defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no

SIGA/Sistema de Fluxo de Dissertacdo/Tese e na Secretaria do Programa da Unidade.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos anjos que me guiam do céu,

minhas avos, Eva e Lourdes.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por ser mentor em minha vida.

Aos meus pais, Marcelo e llza, por todo apoio, amor e carinho, por serem essenciais na
formag&o da mulher que sou hoje. Sou eternamente grata pela educacéo e criagdo que me deram.
Sem vocés a realizacdo desta etapa ndo seria possivel!

Aos meus irmdos Ana e Murilo, pela amizade, inspiragdo e compreensao.

A todos os meus familiares, em especial aos meus tios Cristina, Caio e Rosana (in
memorian), professores excepcionais, que sempre demonstraram amor em lecionar e que
fizeram os meus olhos brilharem pela carreira académica desde a infancia.

Ao meu melhor amigo e companheiro nessa vida, Matheus, por estar sempre ao meu
lado, me incentivar nos momentos mais dificeis e comemorar comigo cada obstéculo vencido.

A todos 0s meus queridos amigos que participaram de cada etapa ao decorrer dos anos
de graduacdo e pos, seja em Campinas, Sdo Carlos ou Araras, VOcés estardo sempre no meu
coracéo!

Ao meu orientador Professor Dr. Gustavo Paim Valencga, pela orientagdo, confianga
depositada em mim e pela oportunidade que me foi dada.

Ao meu coorientador Professor Dr. Paulo José Samenho Moran por me receber
prontamente em seu laboratério, por todos os conselhos e ensinamentos compartilhados
comigo.

Ao meu coorientador Dr. Lucidio Cristovdo Fardelone, por ter me recebido de bracos
abertos desde o inicio, por sempre se manter presente, pelas inimeras ideias, conversas,
incentivos e conselhos, muito obrigada!

A Doutoranda Taciani Bella, por ter me auxiliado desde o inicio do projeto, por todos
os conselhos profissionais e pessoais, pelo apoio e ajuda nos experimentos, além de todas as
nossas chamadas de video e comilangas na feirinha. Obrigada, Taci!

Aos amigos de laboratorio do LaBioSin e LEPAC, em especial a Charlene, Gabriela,
Fabio, Eraldo, Katherine e Thalita, os dias se tornavam mais alegres com a presenca de VOCés.

Ao técnico de laboratorio Leandro Vilela, por todas as conversas e conselhos nos
momentos de cafeé.

Aos alunos de Iniciagdo Cientifica que passaram pelo laboratério e contribuiram
diretamente para os avangos da pesquisa, Ynae e Danilo.



A Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica e Instituto de
Quimica, por toda a infraestrutura cedida para o desenvolvimento deste projeto.

Por fim, agradeco o apoio financeiro concedido pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ), Processo 147586/2018-6, para a realizacdo

desta pesquisa.



RESUMO

Os &cidos organicos apresentam inimeras aplicagdes nas industrias de alimentos, farmacéutica
e quimica. Normalmente estes acidos, como citrico, itacénico, glucénico e levulinico sdo
obtidos por sintese quimica ou processos biotecnoldgicos, no entanto, ao serem produzidos por
via biotecnoldgica, estes bioprodutos séo secretados para o meio e, desta maneira, alteram o
gradiente de pH, afetando a membrana celular dos microrganismos, dificultando o transporte
de nutrientes, o crescimento celular e consequentemente, o rendimento do processo. Dessa
forma, a busca por novas metodologias e técnicas de producéo por via fermentativa é de extrema
importancia. Assim, este trabalho teve por objetivo desenvolver um processo de fermentacdo e
separacgdo eficientes para a producdo destes &cidos organicos. A metodologia de separacdo
empregada foi a perstracdo, uma técnica ja desenvolvida pelo grupo de pesquisa e em constante
aperfeicoamento, que possibilita a membrana ser regenerada e reutilizada, fornecendo um
downstream eficiente e viavel economicamente. FermentacGes em Erlenmeyers e biorreatores
foram realizadas, buscando estabelecer 0s melhores parametros de crescimento dos
microrganismos, além da montagem de um sistema de producéo de acidos organicos acoplado
a perstracdo. Nos processos fermentativos em batelada os rendimentos de producdo dos acidos
citrico, itaconico, gluconico e levulinico foram, respectivamente, de 44,7%, 72,4%, >99% e
69%, enquanto o rendimento percentual da perstracéo atingiu 98%, >99%, 52% e 85%. Ja para
o sistema de producdo acoplado a extracdo, o rendimento de producéo foi de 94% para o acido
levulinico, enguanto a extracdo chegou a 35% em 96 horas. Os resultados obtidos
demonstraram que é possivel obter bons rendimentos de produtividade e extragdo com as

técnicas utilizadas, o que abre portas para estudos de escalonamento industrial.

Palavras-Chave: &cidos organicos, fermentacéo, perstracao.



ABSTRACT

Organic acids have numerous applications in the food, pharmaceutical and chemical industries.
Usually these acids, such as citric, itaconic, gluconic and levulinic are obtained by chemical
synthesis or biotechnological processes. However, when produced by biotechnological means,
these acids are secreted into the medium and, in this way, change the pH gradient, affecting the
cell membrane of the microorganisms, making it difficult to transport nutrients, cellular growth
and consequently the yield of the process. Therefore, the search for new methodologies and
production techniques through fermentation is extremely important. Thus, this work aimed to
develop a viable process of fermentation and separation for these organic acids. The separation
methodology employed, was a technique already developed and constantly improving by the
research group, the perstraction. This technique provides an efficient and economically feasible
downstream because the membrane can be regenerated and reused. Fermentations were carried
out in Erlenmeyers and bioreactors, seeking to establish the best growth parameters for
microorganisms, in addition to test an organic acid production system coupled to the
perstraction. In the batch fermentation processes, the yields of citric, itaconic, gluconic and
levulinic acids were, respectively, 44.7%, 72.4%,> 99% and 69%, while the yield of extraction
by perstraction reached 98% >99%, 52% and 85%. For the production system coupled to
extraction, the production yield was 94% for levulinic acid, while the extraction reached 35%
in 96 hours. The results obtained demonstrate that it is possible to obtain good vyields of

productivity and extraction with the techniques used, which opens doors for studies of scale-

up.

Keywords: organic acids, fermentation, perstraction.
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1. INTRODUCAO

1.1 Organizacéao Estrutural da Dissertacao

A presente dissertacdo encontra-se organizada na forma de sessdes para melhor
compreensao, nas quais:

a) A sessdo 1 exibe uma introducdo geral sobre os principais acidos orgénicos de
interesse industrial, produzidos por microrganismos;

b) A sessdo 2 apresenta 0s objetivos da pesquisa desenvolvida;

c) A sessdo 3 envolve uma revisao bibliografica acerca do tema do trabalho, englobando
topicos como caracteristicas dos acidos organicos, processos fermentativos de producdo e
técnicas de separacdo destes bioprodutos;

d) A sessdo 4 compreende o material e os métodos utilizados para a execucdo do
presente trabalho;

e) A sessdo 5 expde os resultados obtidos com os experimentos e as discussoes;

f) A sessdo 6 contempla as principais conclusdes da dissertacdo, de acordo com 0s
resultados obtidos ao longo do trabalho;

g) A sessdo 7 sugere propostas para futuros trabalhos;

h) A sessdo 8 apresenta as referéncias bibliogréficas utilizadas para a confeccdo desta
dissertacéo.

1.2 Acidos Organicos: Aspectos Gerais

Os acidos organicos sdao moleculas que variam amplamente de tamanho, desde
compostos pequenos como os acidos citrico e oxalico até compostos hdmicos, com varios
grupos carboxilicos e fendlicos (MCMURRY, 2008).

O que caracteriza uma substancia como acido organico é a presen¢a de um atomo de
hidrogénio positivamente polarizado. S&o acidos fracos, que nédo se dissociam completamente
na presenca de agua e possuem valores de pKa que variam desde 3, carboxilico, a 9, fendlico
(MCMURRY, 2008; FOX e COMERFORD, 1990 apud RICHTER et al., 2007).

Os acidos como citrico, itaconico, gluconico e levulinico s&o integrantes de um
importante nicho de bioprodutos e por apresentar em sua estrutura grupos funcionais, podem

ser transformados em diversos produtos nas industrias alimenticia, quimica e farmacéutica
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(BAFANA e PANDEY, 2018; KRULL et al., 2017; SAHA, 2017; CANETE-RODRIGUEZ et
al., 2016; PAL, KUMAR e BANERJEE, 2016; RAMIREZ, 2015; CONNOR, 2007).

Com a crescente demanda por processos ambientalmente sustentaveis, a producao
microbiana de &cidos orgéanicos é uma abordagem extremamente importante para se obter
produtos de valor agregado, a partir de fontes de carbono renovaveis (ALONSO, DE LA VEJA
e DIAZ, 2015). Alguns processos de producio de acidos organicos por biotecnologia ja s&o
bem estabelecidos, entretanto, novos bioprocessos, que podem ser viaveis, estdo em fase de
estudos para adaptacdo em larga escala (JANG et al., 2012; SAUER et al., 2008).

O processo microbiano mais antigo para a producao de &cidos organicos € a produgéo
do &cido citrico (CeHsO7) pelo fungo filamentoso Aspergillus niger, capaz de produzir altos
volumes do produto a um custo baixo (BEROVIC e LEGISA, 2007).

Encontrado principalmente em frutas citricas, como a laranja e o limdo, também é
produzido através do metabolismo de fungos como Penicillium citrinum, Mucor piriformis,
Ustilina vulgaris, Penicillium luteum, Aspergillus clavatus e Aspergillus niger. Por ser um
acido com caracteristicas como baixa toxicidade, palatabilidade e a assimilacao pelo organismo
humano de forma segura, é largamente utilizado na indudstria alimenticia como agente
acidulante, flavorizante, antioxidante, conservante, emulsificante, tamponante, sequestrante,
quelante, entre outras aplicacbes (CIRIMINNA et al., 2017; COSTA, 2011; PASTORE,
HASAN e ZEMPULSKI, 2011; CONNOR, 2007).

J& o &cido itaconico (CsHeO4), € produzido pelo processo metabdlico de microrganismos
como o Aspergillus terreus, Aspergillus itaconicus, Ustilago maydis, Pseudozyma antarctica e
Candida sp. Por apresentar alta biodegradabilidade, é amplamente aplicado na industria para a
sintese de resinas, bioplasticos, poliésteres, material absorvente e na preparacdo de compostos
ativos usados na agricultura e em medicamentos (BAFANA e PANDEY, 2018; KRULL et al.,
2017; SAHA, 2017; RAMIREZ, 2015; PEDROSO, 2014; TAKAYA, 2014).

Enquanto o &cido gluconico (CsH1207) e seus derivados, apresentam uma importante
caracteristica de enaltecer e preservar propriedades sensoriais de muitos produtos. Por ser
considerado um &cido fraco, ndo volatil, atoxico e capaz de formar complexos solUveis em agua
com ions metélicos bivalentes e trivalentes, é amplamente utilizado como aditivo em industrias
farmacéuticas, téxteis e alimenticias (RAMACHANDRAN et al., 2006).

Presente em diversos alimentos, como frutas, arroz, carnes, vinho, mel e vinagre, esse
acido pode ser produzido naturalmente através do metabolismo de bactérias como
Pseudomonas ovalis, Acetobacter methanolicus, Zymomonas mobilis, Acetobacter

diazotrophicus, Gluconobacter oxydans, Gluconobacter suboxydans, Azospirillum brasiliense
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e de fungos das espécies Aspergillus niger, Penicillium funiculosum, Penicillium variabile e
Penicillium amagasakiense, (CANETE-RODRIGUEZ et al., 2016; PAL, KUMAR e
BANERJEE, 2016; LOPES, 2011; RAMACHANDRAN et al., 2006).

O é&cido levulinico (CsHgOz), conhecido também como &cido 4-oxipentandico ou &cido
gama cetovalérico, € um composto com cinco carbonos, identificado como um dos principais
produtos quimicos de atual interesse (SAUER et al., 2008). E um é&cido fraco, obtido
principalmente da hidrélise da biomassa de cana-de-acucar, sendo altamente solGvel em agua,
etanol, éter dietilico, cloroférmio e acetona (MUKHERJEE, DUMONT e RAGHAVAN, 2015).
Este &cido possui inimeras aplicagcdes na inddstria, como na sintese de solventes, pesticidas,
polimeros, aditivos de combustiveis e na indUstria farmacéutica (ANTONETTI et al., 2016).

A producdo de acido levulinico a partir da biomassa lignocelul6sica e residuos ricos em
amido é de grande interesse industrial, por ser ambientalmente benigno e comercialmente viavel
(GAUDERETO, 2017).

Embora estes acidos apresentem processo de producéo ja estabelecidos na industria, por
rotas enzimaticas ou fermentativas, ainda existe a necessidade de desenvolvimento de métodos
para aumento de produtividade (WASEWAR e PANGAKAR, 2006). Por serem &cidos fracos,
ndo se dissociam e passam através da membrana celular liberando prétons no citoplasma, o que
altera o gradiente de pH através da membrana, comprometendo a transferéncia de nutrientes e
inibindo o crescimento dos microrganismos, resultando em baixa produtividade (ZHANG e
YANG, 2009).

Sendo assim, buscam-se atualmente técnicas de separacdo, que proporcionem o0
aumento da produtividade destes processos fermentativos. Entre os métodos de separacdo de
acidos organicos estudados esta a técnica de extracdo denominada perstracdo, que consiste em
uma extragdo com solventes orgénicos utilizando uma membrana liquida como barreira e a qual
funciona por diferenca de gradiente de pH (BELLA de JESUS, 2016).

Os acidos citrico, itaconico, gluconico e levulinico séo produtos de alto valor agregado,
devido as suas propriedades e aplicacdes industriais, sendo objetos de estudo neste projeto
através do desenvolvimento de bioprocessos para viabilizacdo produtiva e separacdo pela

técnica denominada perstrag&o.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver processos fermentativos para a producao dos
acidos citrico, glucdnico, itaconico e levulinico, sendo separados e parcialmente purificados ao

final do processo, através do uso da técnica de perstracéo.

2.1 Objetivos Especificos

Para o alcance do objetivo proposto, o projeto de pesquisa foi dividido nas seguintes
etapas:

a) Preparacdo do banco de células para cada microrganismo utilizado;

b) Estabelecimento do meio de cultura adequado para a produgéo de cada &cido organico
estudado;

c) Fermentacdo em biorreator com acompanhamento online, para estabelecimento dos
parametros ideais de producdo de cada acido;

d) Realizagdo da perstracdo com solucBGes padrdo de cada acido para célculo de
rendimento percentual e avaliacdo de sua eficicia de extracdo;

e) Fermentacdo em sistema de producdo acoplado a extracdo continua, para avaliacao

de rendimento e produtividade.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producéo de Acidos Organicos por Fermentagio

A fermentacdo € um processo metabolico de obtencao de energia a partir de compostos
organicos. Ocorre através da atuacdo de enzimas, incluindo uma série de reagdes quimicas para
decompor a glicose, através do metabolismo de leveduras, fungos ou bactérias (TAKAHASHI
etal., 2017; MCKENDRY, 2002).

Como exemplos de fermentacGes aplicadas comercialmente em larga escala cita-se a
producdo de bioetanol a partir de diversas fontes de carbono, como a cana-de-agUcar, a
beterraba ou 0 milho e a producdo de acidos orgéanicos, antibioticos, enzimas, aminoacidos,
entre outros (BALAMAN, 2019; MARZO et al, 2019; ZHAO, DAMGAARD e
CHRISTENSEN, 2018; BARRIO-GONZALEZ e MEJYA, 2008; CARVALHO et al., 2005;
LEUCHTENBERGER, HUTHMACHER e DRAUZ, 2005; MCKENDRY, 2002; PANDEY et
al., 1999).

De acordo com Kim et al. (2018), o mercado global de acidos organicos tem expectativa
de atingir U$ 12,54 bilhdes em 2026. Em 2015, a producdo de acidos organicos era de U$ 6,55
bilhdes com expectativas de atingir U$ 9,29 bilhdes em 2021, seguindo uma taxa de
crescimento anual de 6%. No mesmo ano, a maior produtora de acidos organicos era a regido
Asia-Pacifico, sendo a China, o pais de maior destaque (PANDA et al., 2020; MARKETS AND
MARKETS, 2015).

Os acidos organicos fazem parte de um grupo de quimicos chamado “blocos
construtores” (building blocks) que podem ser obtidos por processos microbioldgicos e recebem
essa denominacdo, por serem utilizados na sintese de diversos outros produtos de interesse
comercial. Desta maneira, a producdo microbiana de &cidos organicos é de extrema
importancia, devido aos inimeros microrganismos capazes de sintetiza-los em larga escala e a
crescente demanda pelos mesmos (NARAIAN e KUMARI, 2017).

Os processos fermentativos podem ser conduzidos de diversas formas, sendo as mais
utilizadas a fermentag&o descontinua, descontinua alimentada e continua. A preferéncia por um
processo descontinuo ou continuo dependerad da possibilidade de se prolongar ao maximo o
tempo de operagdo, mantendo-o em condicdes de elevado rendimento quanto ao produto
desejado e isento de contaminac¢bes (CNPEM, 2017; SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001).
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3.2 Processos de Fermentacéo

Os processos fermentativos podem ser classificados em relagédo ao regime, podendo ser
em batelada ou descontinuo, descontinuo alimentado, continuo e semicontinuo. O processo
fermentativo ideal para a obtencdo de cada produto vai variar de acordo com as necessidades
dos microrganismos utilizados e as instalacGes disponiveis.

De modo geral, durante um processo fermentativo em batelada, nenhum substrato é
adicionado durante a fermentacdo, além disso, também ndo ha a remocdo de produtos e o
indculo permanece 0 mesmo durante todo o tempo de processo. Entre as vantagens deste tipo
de conducdo, esta principalmente o baixo risco de contaminacdo e a grande flexibilidade de
operacdo, entretanto, a fermentacdo descontinua pode levar a baixos rendimentos, isso, porque,
ao se adicionar todo substrato na dorna de uma s6 vez, uma inibigdo de crescimento pode ser
ocasionada ao microrganismo. Ainda, 0s processos em batelada apresentam “tempos mortos”,
guando a dorna néo esta sendo utilizada para a fermentacdo propriamente dita, como durante a
lavagem e esterilizacdo, o que limita a sua utilizacdo (CARVALHO E SATO, 2001).

J& quando o processo ocorre em batelada alimentada, ha a adicdo de um ou mais
elementos durante a fermentacdo e os produtos ndo sdo removidos. A vazao de alimentagéo
pode ser constante ou variar com o tempo, assim como a adi¢do de mosto pode ocorrer de forma
continua ou intermitente. Neste processo, é possivel realizar um controle da concentracdo de
substrato no fermentador, tornando possivel o deslocamento do metabolismo microbiano para
uma determinada via metabdlica de interesse, 0 que leva ao acumulo do produto desejado. Entre
as vantagens apresentadas pelo uso da batelada alimentada, destacam-se o aumento da
concentracdo celular nas dornas e o controle da vazdo de alimentagdo, 0 que evita que ocorra
uma inibi¢do no metabolismo dos microrganismos, favorecendo um aumento nos rendimentos
e minimizando a formacéo de produtos toxicos (CARVALHO E SATO, 2001).

O processo de fermentacdo continua € caracterizado por possuir uma alimentacao
continua de caldo nutriente, a uma determinada vaz&o constante através da retirada continua de
caldo fermentado (FACCIOTTI, 2001). A manutencgéo do volume constante é fundamental para
que o sistema atinja a condicéo de estado estacionario ou regime permanente, onde as variaveis
de estado (concentracdo de biomassa, substrato e produto) permanecem constantes ao longo do
tempo de operacdo do processo. Com isso, a utilizagdo do sistema continuo pode apresentar
uma reducdo de custos de 50 a 60%, quando comparado com a fermentacdo em batelada
(CNPEM, 2017; SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001).
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Em relacdo aos outros tipos de condugéo de processos fermentativos, o sistema continuo
apresenta como vantagens: o aumento da produtividade do processo, com reducdo dos tempos
mortos; obtencéo de caldo fermentado uniforme, o que diminui o nimero de operacdes unitarias
necessarias nas etapas de recuperacao e purificacdo do produto (downstream); manutencao das
células em um mesmo estado fisioldgico, o que torna o processo continuo interessante no estudo
de mecanismos de regulacdo metabolica e otimizacdo da composi¢do do meio de culturg;
possibilidade de associacdo com outras operacdes continuas na linha de producdo; maior
facilidade no emprego de controles avancados; menor necessidade de mao de obra
(FACCIOTTI, 2001).

Entre as desvantagens desse tipo de conducdo de processos fermentativos, pode-se
destacar um maior investimento inicial na planta; possibilidade de ocorréncia de mutacGes
genéticas espontaneas nos microrganismos; maior ocorréncia de contaminac@es; dificuldades
de manutencdo de homogeneidade no reator, ao se trabalhar com baixas vazdes; ocorréncia de
formagé&o de espuma e crescimento do microrganismo nas paredes do reator ou ainda em locais
de entrada e saida de liquidos (SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

Entretanto, a maioria das desvantagens apresentadas pelo processo continuo, podem ser
contornadas com o controle dos parametros fermentativos e aplicadas em escala industrial. Os
autores Bizukojc e Ledakowickz (2004), por exemplo, retratam a diferenca na assimilacdo de
glicose e frutose por Aspergillus niger, quando utilizada a sacarose como substrato. E
demonstrado que a frutose € menos absorvida quando ha alta concentracdo de acido no meio de
cultura, o que poderia ser contornado ao se utilizar um processo com constante remocéao do
produto.

Por fim, a conducdo de uma fermentacdo de forma semicontinua se caracteriza pela
ocorréncia de trés etapas: o indculo e o meio de cultura sdo adicionados; aguarda-se o término
da fermentacdo; retira-se parte do meio e adiciona-se um volume igual ao que foi retirado,
empregando-se uma vazao muito elevada, fazendo com que este processo ocorra de forma quase
instantanea. Este tipo de conducéo possibilita a colocacdo de varias dornas em série, onde a
primeira € periodicamente esvaziada e alimentada com o in6culo do microrganismo em estoque,
sendo intermitentes os fluxos de entrada e saida de liquido no reator. Apesar de ser pouco
empregada, a fermentacdo semicontinua apresenta como vantagem a possibilidade de operar o
fermentador por longos periodos sem que seja necessario preparar um novo inéculo; o aumento
da produtividade do reator apenas modificando-se o cronograma do trabalho e possibilidade de
uma vez, conhecidas as melhores condicGes de operagao, aumentar os rendimentos (BORZANI,
2001).
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3.3 Acido Citrico

O acido citrico (2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico), Figura 1, também denominado
como citrato de hidrogénio, é extensamente utilizado nas industrias alimenticia, farmacéutica e
quimica, em razdo de suas caracteristicas tnicas (WANG et al., 2017). E um importante produto
comercial, com uma producdo global acima de um milhdo de toneladas/ano (KHOSRAVI-
DARANI e ZOGHI, 2008).

HO OH
OH

Figura 1: Estrutura quimica do &cido citrico.

Atualmente, o acido citrico é o segundo metabolito microbiano mais produzido no
mundo, perdendo apenas para o0 etanol, sendo estimado em mais de 1,7 milhdes de
toneladas/ano, com um aumento anual em sua demanda de 5% e valor de mercado ultrapassando
2 bilhGes de dolares por ano, tendo seu polo de producdo biotecnoldgica localizado na China
(AMATO, BECCI e BEOLCHINI, 2020; DHILLON et al., 2013). A demanda global continua
evoluindo simultaneamente aos avancos nas areas de nanomedicina, desenvolvimento de
farmacos e biotecnologia. Consequentemente, a eficiéncia da biossintese do acido citrico €
muito importante para cobrir a demanda mundial.

Suas caracteristicas permitem diversas aplicacdes, onde cerca de 70% de sua producéo
total é utilizada na industria alimenticia como acidificante e no melhoramento do sabor de
alimentos e bebidas, seguida pela industria farmacéutica, que utiliza cerca de 12% do
bioproduto na sintese de biopolimeros e 18% séo utilizados para outras aplicacbes como
aditivos detergentes, cosméticos, produtos de higiene pessoal e na agricultura para a
biorremediacdo de metais pesados no solo (FRANCA, 2016; DHILLON et al., 2011; EL-
BONDKLY, 2006; SOCCOL; VANDENBERGHE e RODRIGUES, 2006; KAMZOLOVA et
al., 2003; KARAFFA e KUBICEK, 2003; VANDENBERGHE et al., 2000).

O écido citrico é produzido principalmente pelo fungo filamentoso Aspergillus niger,
em fermentacdo submersa utilizando meios com amido ou sacarose (ANDERSEN et al., 2011;
KUMAR et al., 2003).
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Este 4cido € sintetizado durante o Ciclo de Krebs ou Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos
(TCA) dentro da celula fingica e é secretado ao meio, onde se acumula em concentragdes que
podem exceder 200 g/L sob certas condi¢es e utilizando cepas de alta producdo (STEIGER et
al., 2018; KARAFFA e KUBICECK, 2003). A Figura 2 demonstra de forma resumida, como
0 &cido citrico é produzido durante o Ciclo de Krebs.

Glicose
Piruvato Piruvato
Piruvato Piruvato
desidrogenase carboxilase
Acetil - CoA Oxaloacetato

Citrato sintase

e

Citrato

Figura 2: Esquema resumido da formacéo de citrato durante o Ciclo de Krebs (Adaptado de
MAGNUSOM e LASURE, 2004).

A producdo de &cido citrico a partir da glicose ou sacarose envolve uma série de etapas
enzimaticas ocorrendo em dois diferentes componentes celulares, chamados de citosol e
mitocondria. A glicose € absorvida no interior da célula e pela via glicolitica no citosol, é
convertida em duas moléculas de um acido com trés carbonos, denominado piruvato. Uma
molécula de piruvato é oxidada pelo complexo piruvato desidrogenase na mitocéndria, com a
formacéo de Acetil-CoA, e outra é carboxilada em oxaloacetato no citosol, pela enzima piruvato
carboxilase. Em seguida, o oxaloacetato precisa ser condensado com o Acetil-CoA para a
formacdo do citrato, essa reacdo é catalisada pela enzima citrato sintase. O produto é
transportado para fora da mitocondria e por fim, para fora da célula (MAGNUSON e LASURE,
2004).
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3.4 Acido Itaconico

O 4cido itaconico (acido 2-metilenobutanodioico), Figura 3, também conhecido como
acido metileno succinico e seus derivados, sdo importantes componentes da inddstria quimica
e possuem diversas aplicagbes na industria téxtil e farmacéutica. E um é&cido dicarboxilico
insaturado, cujo grupo metileno pode participar de reacfes de polimerizacdo, o que o torna
atrativo na producdo de polimeros sintéticos. Em contraste com os acidos citrico e gluconico, o
acido itaconico é utilizado exclusivamente em aplicacdes ndo-alimentares, como na sintese de
plasticos acrilicos, latex, agentes desincrustantes e substancias absorventes. Também possui
outras aplicacbes em embalagens de alimentos, produtos farmacéuticos, detergentes, tintas e
revestimentos, emulsificantes, herbicidas e produtos quimicos para impressdo (LIMA, 2019;
SINGH et al., 2017; STEIGER; MATTANOVICH; SAUER, 2017).

O

OH
HO

@]
Figura 3: Estrutura quimica do acido itaconico.

O é&cido itaconico foi considerado pelo Departamento de Energia dos Estados Unidos
como uma das doze matérias-primas mais promissoras que podem ser produzidas através de
bioprocessos. As aplica¢des do acido itacénico vém sendo estendidas para o campo biomédico,
onde tem potencial para ser aproveitado nos setores de odontologia e oftalmologia (LIMA,
2019; NARAIAN e KUMARI, 2017).

Entre os microrganismos utilizados na producéo de &cido itaconico, cita-se o Ustilago
zeae, U. maydis, Candida sp e Aspergillus sp. O mercado anual de cerca de 80.000 toneladas ¢
atualmente atendido pela fermentacdo de fungos, que depende de microrganismos do género
Aspergillus sp. O Aspergillius terreus é o principal microrganismo produtor do acido itacénico
comercial, com uma concentracdo de até 80 g/L (BECKER et al., 2015; CHOI et al., 2015;
OKABE et al., 2009; WERPY e PETERSEN, 2004).

A via bioguimica de producdo do &cido itaconico pelo Aspergillus terreus segue uma
rota paralela a producdo de &cido citrico pelo Aspergillus niger, acrescentando duas etapas:
desidratacdo do citrato pela aconitase, formando o cis-aconitato e descarboxilizacéo pela cis-
aconitato descarboxilase para formacdo do acido itacénico (MAGNUSON e LASURE, 2004).
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3.5 Acido Glucbnico

O acido gluconico (acido-2,3,4,5,6-penta-hidroxi-hexanoico), Figura 4, € um &cido
carboxilico multifuncional, utilizado principalmente na inddstria alimenticia, farmacéutica e de
construcdo. Possui aplicagdes como aditivo no cimento para aumentar a forca e resisténcia a
agua. E um &cido organico ndo volatil, ndo corrosivo e ndo toxico, utilizado para suavizar o
sabor azedo em produtos alimenticios (AHMED et al., 2015 apud SINGH et al., 2017).

OH OH O

Ho A~

O 0w
OH OH

Figura 4: Estrutura quimica do acido glucénico.

O bioprocesso de producéo de acido glucénico a partir de glicose, utiliza principalmente
espécies de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium e espécies bacterianas, como as
pertencentes aos géneros Pseudomonas, Acetobacter e Gluconobacter (RAMACHANDRAN
et al., 2006).

Diferentes sais de acido gluconico sdo utilizados na industria farmacéutica para o
tratamento de deficiéncias, assim como em suplementos de calcio e ferro. O gluconato de zinco
é utilizado na cura de diversas doencas, como por exemplo, a letargia mental causada pela
deficiéncia de zinco. Sua propriedade de sequestrar o ferro em uma ampla gama de pH é
explorada na industria téxtil, onde previne a deposicdo de ferro e para a desengomagem de
tecidos de poliéster ou de poliamida. De acordo com um estudo, o valor de mercado global de
acido glucdnico tende a crescer a uma taxa de crescimento composta de 9.1% durante o periodo
de 2016 a 2021, estimando atingir uma producdo de 100.000 toneladas (STEIGER;
MATTANOVICH; SAUER, 2017; RAMACHANDRAN et al., 2006).

Diferente do processo de producdo de &cido citrico, onde a glicose é absorvida pelo
organismo, convertida em &cido citrico e exportada, o &cido glucénico é produzido no meio
extracelular. A glicose do meio é oxidada em uma reacéo de duas etapas em &cido glucénico,
pela acdo da glicose oxidase. Este acido, em condig¢des apropriadas, também pode ser produzido
pelas a¢Oes das enzimas glicose oxidase e catalase isoladas de A. niger, sem a presenca de
células (MAGNUSON E LASURE, 2004).



26

3.6 Acido Levulinico

O acido levulinico (acido 4-oxopentanoico), Figura 5, € um composto cristalino incolor.
Apresenta um grupo cetona e um grupo acido carboxilico que fazem com que este possa
participar de diversas reacdes quimicas.

O
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O

Figura 5: Estrutura quimica do acido levulinico.

Devido ao fato de seus dois grupos metilenos se encontrarem entre uma carbonila e uma
carboxila, eles possuem reatividades diferenciadas (BEVILAQUA, 2010). Sendo assim, essas
caracteristicas fazem do éacido levulinico, um composto quimico versatil e com potencial para
a sintese de varios compostos organicos, bem como sua implementagdo como biocombustivel
(MORONE et al., 2015). O metiltetrahidrofurano (MeTHF), um derivado do &cido levulinico,
pode ser combinado em até 50% com gasolina para aumentar o desempenho de veiculos e
reduzir as emissdes de carbono (GODAR, 2016).

Identificado em 1870, diversas rotas para a sintese do acido levulinico podem ser
encontradas na literatura. Entre os mais variados métodos, a rota mais comum, é utilizando a
biomassa lignoceluldsica de cana-de-agUcar, sendo a hidrélise &cida da celulose a mais
reportada (BOMGARDNER, 2015).

Residuos ricos em amido e biomassa lignocelulésica chamam muita atencdo como
matéria-prima para a producéo de acido levulinico devido a renovabilidade, abundéancia, baixo
valor e natureza neutra em carbono (KIMURA et al., 2014).

O processo de obtencdo do é&cido levulinico através da hidrolise de biomassa
lignocelul6sica segue uma via de reacdo complexa, envolvendo diversos produtos
intermediarios. Primeiramente, a fracdo de celulose é hidrolisada em glicose e convertida em
5-hidroximetilfurfural (HMF). Em seguida, ocorre a conversdo do produto intermediario HMF,
levando a formacdo de acido levulinico e acido formico, na razdo molar de 1:1 (GIRISUTA et
al, 2013). Durante a hidrolise &cida, diferentes compostos derivados da lignina podem ser
formados, 0 que aumenta ainda mais a complexidade de produtos indesejados, como € o0 caso
da humina (GAUDERETO, 2017; PATIL, 2011).
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No entanto, esta técnica € relativamente cara e prejudicial ao meio ambiente, o que torna
atrativa a busca de alternativas de degradacdo bioquimica da celulose. I1sso pode ocorrer através
da acdo catalitica de enzimas denominadas celulases, que estdo presentes em microrganismos,
como bactérias e fungos. O mecanismo de degradacao da celulose por enzimas celulases ndo
esta totalmente desvendado até o momento, porém sabe-se da ocorréncia dessas enzimas em
fungos filamentosos, como Aspergillus niger, Penicillium funiculosum e Trichoderma viride
(van WYK e SIBIYA, 2001).

A companhia GFBiochemicals (2015) estima que a producdo de acido levulinico atinja
50.000 toneladas por ano, no periodo de 2020 a 2025 e de acordo com a Global Market Insights
(2019) a utilizacéo do acido levulinico em diversas aplicagdes como na agricultura, industria
alimenticia e farmacéutica deve crescer 6% entre 2014 e 2020 com um mercado global
reportado em U$ 26,3 milhdes em 2018 e com uma expectativa de se atingir U$ 34,5 milhdes
até 2024. Entretanto, os precos deste composto ainda sdo altos, o que o faz perder em
competitividade com os intermediarios derivados de petroleo (MUKHERJEE, DUMONT e
RAGHAVAN, 2015; PATEL, SERRANO-RUIZ e DUMESIC, 2010). Sendo assim, a producao
de &cido levulinico com menores custos, deve aumentar muito o seu uso como um produto
quimico, o que intensifica as pesquisas na area (KUMAR; SHENDE e WASEWAR, 2020;
GAUDERETO, 2017).

O 4cido levulinico ainda apresenta potencial como intermediario na producdo de
diversos quimicos com alto valor agregado e variadas aplicacdes. E citado na sintese de y-
valerolactona (GVL), ésteres de levulinato, acido succinico, cido difendlico e combustiveis de
hidrocarbonetos (DUTTA et al., 2020; DUTTA et al., 2019; CHEN et al., 2017; ANTONETTI
et al., 2016).

3.7 Fungos Filamentosos

Os fungos filamentosos sdo 0s microrganismos mais utilizados nos processos de
biotecnologia industrial. Fazem parte do grupo microbiano com o maior nimero de espécies e
apresentam diversas variacdes quanto a morfologia e aos atributos fisioldgicos e bioquimicos.
S&o denominados assim, pois se desenvolvem formando massas visiveis a olho nu denominadas
de micélio, composta por longos filamentos chamados de hifas que se ramificam e se entrelagam
(TAKAHASHI et al., 2017; RAMIREZ, 2015; COLEN, 2006).

Desde a descoberta da penicilina, por Alexander Fleming em 1929, a partir da espécie

Penicillium crysogenum, diversos outros bioativos metabolicos produzidos por fungos foram
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identificados. A Tabela 1 apresenta alguns exemplos de produtos biotecnol6gicos que podem

ser sintetizados pelo metabolismo de fungos filamentosos.

Tabela 1: Exemplos de bioprodutos sintetizados por fungos filamentosos (Adaptado de EL-

ENSHASY, 2007).

Produtos

Microrganismo

Antibioticos
PenicilinaGeV
Cefalosporina C

Griseofulvina

Penicilina N

Pleuromutilina
Ciclosporina A
CiclosporinaAe B

Enzimas

Glicose oxidase, pectinase e fitase
Xilanase e invertase
a-Amilase e glicoamilase
Celulase e hemicelulase

Acidos Oganicos e Outros produtos

Riboflavina
Acido citrico e gluconico
Acido kdjico e biotina
Acido itaconico
Pululana
Biotina
Alcal6ide ergot
Acido giberélico
Acido linoléico
B-caroteno
Interleucina-6 humana

Penicillium chrysogenum

Cephalosporium acremonium

Penicillium patulum
Emericellopsis sp.
Pleurotus mutilus

Tolepocladium inflatum
Cylinrocarpum lucidum

Aspergillus niger
Aspergillus awamori
Aspergillus oryzae
Trichoderma reesei

Ashbya gossypi
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Aspergillus terreus
Aureobasidium pullulans
Fusarium culmorum
Claviceps purpurea
Giberella fujikuroi
Martierella isabellina
Phycomyces blakesleanus
Aspergillus nidulans

Entre um dos géneros de fungos com maior potencial biotecnolégico, o Aspergillus, é
composto por microrganismos da ordem Eurotiales, que sdo sapréfitos anamorfos e
compreendem entre 260 e 837 espécies, com aproximadamente dez diferentes géneros
teleomorfos (van LEEUWEN et al., 2013). S&o os fungos mais abundantes no mundo e podem

ser encontrados em diversos tipos de substrato. Nao sdo seletivos, crescem em ambientes e
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condicBes abidticas de pouca umidade e resistem a temperaturas de 6 - 55 °C (KRIJGSHELD
etal., 2013).

Pesquisas indicam que algumas espécies deste género podem ser patdgenas de plantas,
ou causar aspergilose em animais e humanos com o sistema imune comprometido (PAWAR et
al., 2008; PITT, 1994). Os Aspergillus secretam uma grande quantidade de enzimas como
amilases, xilanases e pectinases, além de diversos metabdlitos como acidos organicos, tornando
espécies como A. niger, A. oryzae, A. awamori, A.sojae e A. tereus, atrativas no
desenvolvimento de bioprocessos (PARK et al., 2017; MEYER, WU e RAM, 2011).

O Aspergillus niger € uma das espécies mais utilizadas na biotecnologia industrial em
cultivos submersos e estado sélido devido a sua eficiente producdo de enzimas degradadoras
de polissacarideos, com destaque para a producdo de acido citrico (ANDERSEN et al., 2011;
KUMAR et al., 2003).

O Aspergillus terreus também conhecido como Aspergillus terrestrius, € um fungo que
pode ser encontrado no solo, em diversos paises, e que atua como produtor de varios tipos de
compostos bioativos anticancerigenos. Aspergillus terreus € um fungo saprotrofico, com efeitos
nocivos e benéficos (SAMSON et al., 2011). Pode produzir metabdlitos secundarios como
patulina, citrinina e gliotoxina (GT), que sdo prejudiciais aos seres humanos e é um patdégeno
oportunista que causa aspergilose pulmonar invasiva em pacientes imunocomprometidos
(PASTOR e GUARRO, 2014; WALSH e GROLL, 2001).

Em contraste, A. terreus produz o principio ativo lovastatina, redutor de colesterol, e
outros compostos bioativos benéficos (GUO e WANG, 2014; SAMSON et al., 2011;
SALLAM, et al., 2003). As cepas de A. terreus também sdo utilizadas para a producdo de
compostos organicos, como o acido itacénico via processo fermentativo (NADUMANE,
VENKATACHALAM e GAJARAJ, 2016).

Da mesma ordem que o Aspergillus, o género Penicillium foi classificado como
pertencente ao filo Ascomycota, ao subfilo Pezizomycotina, a classe Eurotiomycetes, e a familia
Trichocomanaceae (PITT, 1994). Sdo fungos conhecidos ha mais de 200 anos e comuns,
ocorrendo em diferentes habitats como o solo, ar e vegetagdo. Desde a sua identificagdo, mais
de 1000 nomes foram introduzidos ao género (VISAGIE et al., 2014; MONTEIRO, 2012).

Os fungos filamentosos Penicillium purpurogenum e Penicillium funiculosum tém
atraido muita atencdo atualmente, devido ao seu uso na producdo de diversos metabolitos
secundarios com atividades bioldgicas antivirais, antifingicas, fitotoxicas e citotoxicas. O
Penicillium funiculosum ainda é reportado na producdo de importantes enzimas denominadas
celulases (SUN et al., 2016; VAN WYK e SIBIYA, 2016; ZHOU et al., 2015).
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3.8 Imobilizagdo de Células Fungicas

Os fungos sdo microrganismos que apresentam uma morfologia bastante complexa com
estruturas celulares diferentes em cada etapa do seu ciclo de vida. Em geral, a maioria dos
processos fermentativos industriais convencionais faz o uso de células livres em suspensao,
porém, 0 uso de microrganismos imobilizados, como os fungos, permite um aumento da
produtividade devido a elevada concentracdo celular, o que garante a sintese de metabdlitos e
aumenta a eficiéncia da fermentacdo (COVIZZI et al., 2007; PRASAD et al., 2005; FREEMAN
e LILLY, 1998).

A imobilizacdo de células pode ser definida como o confinamento fisico de células
intactas em uma determinada regido, sem perda de atividade bioldgica. O uso de técnicas de
imobilizacdo celular em bioprocessos possui muitas vantagens em relacdo ao uso de células
livres. Isso se deve ao fato de a imobilizacdo facilitar a separacdo das células do caldo
fermentativo, auxiliando na isolacdo e na purificacdo dos produtos, além de possibilitar a
reutilizacéo das células imobilizadas. Essa técnica ainda diminui o tempo de cultivo em batelada
alimentada ou operacdo continua, 0 que consequentemente reduz 0s custos de producao
(WILLAERT, 2011; EL-ENSHASY, 2007).

Em geral, existem dois métodos para imobilizacdo, o aprisionamento, onde
microrganismos sao aprisionados em esferas de gel, como o alginato de calcio, e a adsorcéo,
onde a afinidade quimica ou fisica “liga” as células ao material de suporte (EL-ENSHASY,
2007).

O alginato é definido como um polissacarideo constituido por unidades de acido
manuroénico e acido gulurénico. Uma desvantagem do uso de géis de alginato para imobilizacao
celular, é que eles podem ser quimicamente instaveis na presenca de alguns componentes do
meio de cultura, como ions fosfato e citrato, 0 que pode ocasionar a ruptura ou até a dissolucao
do gel. Para contornar este problema, € retratado o uso de sais de bario ou o tratamento com
quitosana, que podem aumentar a resisténcia do gel (GUO et al., 2006; YOO et al., 1996).

No processo definido como encapsulagéo, as células microbianas sdo colocadas em uma
solucéo de cloreto de calcio, a qual é gotejada em uma solucéo polimérica, formando a capsula
envoltoria. O ion Ca?* promove a formagcéo de ligag@es ibnicas, que resultam na formagio de

um gel consistente e insoluvel (WANG et al., 2005).
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3.9 Técnicas de Separacao
3.9.1 Separacgdo por Membranas

Membranas sdo barreiras semipermeaveis de separacéo fisica entre duas fases utilizadas
em processos de separacdo seletiva dos componentes de misturas. Esses processos Sdo
caracterizados pela passagem de uma suspensdo ou solucdo através de uma membrana,
ocorrendo separagdo seletiva dos componentes, sob o efeito de uma forca motriz que
proporcione o transporte de matéria (ARMOA e JAFELICCI JUNIOR, 2011; SANTOS, 1999;
BHAVE, 1991).

Os processos de separagdo por membranas utilizam como barreira seletiva membranas
sintéticas, nas quais tenta-se reproduzir as caracteristicas desejaveis das membranas naturais
(bioldgicas), principalmente as de permeabilidade e seletividade. Tais sistemas sdo utilizados
para separar da agua substancias e solidos que tém pequenos diametros, além de moléculas e
compostos idnicos, através da aplicacdo de algum tipo de forca externa. As forcas externas
utilizadas na filtragdo em membranas podem ser a pressdo, a succdo ou ainda o potencial
elétrico (HABERT, 2006; SCHNEIDER e TSUTYIA, 2001).

A morfologia da membrana e a natureza do material que a constitui definem o tipo de
aplicacdo na qual ela pode ser utilizada e a eficiéncia da separagdo. Existem diversos processos
utilizando membranas, os quais sdo baseados em diferentes mecanismos de separacao e que sao
capazes de fracionar espécies de distintos tamanhos, variando desde particulas até a um nivel
molecular (SCOTT e HUGHES, 1996).

O que determina uma microfiltracdo ou ultrafiltracdo, € o tamanho do poro da
membrana. Sendo assim, membranas utilizadas na microfiltracdo por exemplo, possuem
tamanhos de poros que variam de 0,1 a 5 um, sendo utilizadas para a separagdo de particulas,
esterilizacdo bacteriana, clarificacdo de vinhos e cervejas e concentragdo de células. Ja a
ultrafiltracdo, faz 0 uso de membranas com poros de 50 a 3 nm e & utilizada para o
fracionamento ou concentracdo de macromoléculas como proteinas e na recuperacdo de
pigmentos e de 6leos (BELLA de JESUS, 2016; HABERT, 2006).

Membranas porosas possuem um coeficiente de transferéncia de massa dez vezes maior
gue membranas sem poros, o que implica em um fator de dez reducdes no tamanho da
membrana e nos custos (OUTRAM, 2018).

O uso de membranas de fibras ocas na microfiltracdo permite uma aplicacdo em maior
escala. 1sso ocorre devido & uma elevada relacdo entre a area de permeacdo e o volume do

modulo, constituindo uma vantagem para a utilizacdo dessas membranas, uma vez que ha
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melhor utilizagcdo do espaco, resultando em reducdo de custos (SCHNEIDER e TSUTIYA,
2001).

3.9.2 Perstracao

A perstracdo é uma técnica que consiste em uma extragdo com solventes organicos,
utilizando uma membrana liquida como barreira, a qual funciona por diferenca de gradiente de
pH, formando um complexo. Quando comparada com a extracao liquido-liquido, a utilizaco
da perstracdo requer menos quantidade de solvente e reduz a sua perda, devido ao seu reciclo
durante o processo de extragdo (BELLA de JESUS, 2016; CASCAVAL et al., 2013;
CASCAVAL, GALACTION e TURNEA, 2009).

A perstracdo vem sendo estudada como uma técnica alternativa de separagdo de
produtos fermentativos, onde o acoplamento da membrana a um biorreator possibilita aumentar
o rendimento do processo, devido a constante remoc¢édo dos produtos do meio de cultura, como
exemplificado na Figura 6 (MERLET et al., 2017).

L - Caldo de fermentagéo
- B naoH

Membrana
—_—

A\

ﬁ\,,:

D
N~

IFermemadGr

Bomba Peristaltica

INaOH (aq)

Figura 6: Esquema do sistema de producdo e extragdo, com biorreator acoplado a membrana
de separacdo (BELLA de JESUS, 2016).

Neste processo, a difusdo dos bioprodutos através da membrana é o que controla a
velocidade e ocorre devido a diferenca de pressdo de vapor dos componentes difusores entre a
alimentacdo e a fase extratora. Tendo difundido através da membrana, os produtos sdo

instantaneamente dissolvidos com o agente extrator. Dessa forma, é desejavel que a velocidade
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de difuséo dos produtos de fermentacao exceda a velocidade de producéo no reator (QURESHI
e MADDOX, 2005).

Um estudo econdmico realizado por Outram (2018) relata que a perstracédo foi a Unica
técnica de separacdo entre outras tradicionais avaliadas, capaz de gerar o maior lucro com o
menor tempo de retorno de investimento, além de ocasionar uma reducgdo geral de 5% de
demanda de energia de uma planta para producdo de biobutanol por via fermentativa.

A perstracdo é composta por trés fases, onde o produto é extraido do meio (fase
doadora), normalmente aquoso, através de um solvente organico imiscivel em agua (fase
extratora) imobilizado nos poros da membrana, passando para uma solugdo aquosa (fase
aceptora), presente no limen da membrana (BELLA de JESUS, 2016; CASCAVAL et al.,
2013).

A fase organica, por ser imiscivel em agua, atua como uma barreira entre as fases
aquosas, 0 que impede o contato entre elas e elimina processos de recuperacdo de solvente,
visto que ndo ha sua dissolugdo durante a extracdo (de OLIVEIRA et al., 2008;
WINDMOLLER, 1995). Como fase extratora reporta-se o uso de 1-octanol (Figura 7), um
alcool primario, de cadeia linear e com oito &tomos de carbono, amplamente utilizado como
agente espumante e solvente, devido a sua baixa solubilidade em &gua, que é de 540 mg/L
(BELLA de JESUS, 2016; CASCAVAL et al., 2013; MORAES, 2011; KAUR e VOHRA,
2010).

H3C\/\/\/\/OH

Figura 7: Estrutura quimica do solvente 1-octanol.

Na literatura ha a descricdo da adicdo de um veiculo liquido na membrana, como por
exemplo, a tri-n-octilamina - TOA (Figura 8), que na concentracdo de 5% (v/v) pode conduzir
a uma melhora de rendimento no processo de perstragdo (BELLA de JESUS, 2016;
CASCAVAL etal., 2013; KAUR e VOHRA, 2010).
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M

W\/\/N\/\/\/\/

Figura 8: Estrutura quimica da tri-n-octilamina.

Isso ocorre devido as suas caracteristicas de basicidade intermediéria e baixa
solubilidade em agua, que sdo amplamente utilizadas para a extracdo de acidos carboxilicos. O
uso de uma base forte como fase aceptora possibilita a interagdo da amina com o acido,
formando um complexo denominado acido-amina e assim, proporciona uma distribuicdo
elevada de &cido no processo. A alta afinidade do acido a base fornece uma vantagem adicional,
de forma seletiva sobre os componentes ndo acidos na mistura (BELLA de JESUS, 2016;
CASCAVAL et al., 2013; WASEWAR e YOO, 2012; KAUR e VOHRA, 2010).

A técnica de perstracdo utilizada nas etapas de downstream, possibilita a recuperacédo e
purificacdo de diversos bioprodutos de interesse comercial, reduzindo custos e diminuindo o
numero de operacdes unitarias necessarias para se obter um produto purificado (MORALES-
OYERVIDES et al., 2017).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Parte Experimental

A parte experimental deste projeto foi totalmente desenvolvida no Laboratério de
Biocatalise e Sintese Organica (LaBioSin), no Instituto de Quimica (IQ) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) sob orientagcdo do Professor Dr. Gustavo Paim Valenca da
Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ) e coorientac6es do Professor Dr. Paulo José Samenho
Moran e do Dr. Lucidio Cristovdo Fardelone, uma vez que este projeto foi uma parceria entre
a Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ) e o Instituto de Quimica (1Q) da UNICAMP, no
desenvolvimento de processos fermentativos e de separacdo de produtos através da perstracao.
Também participou do projeto como colaborador o Professor Dr. José Augusto Rosario
Rodrigues (IQ), in memorian.

O laboratorio de pesquisa LaBioSin (Laboratério de Biocatalise e Sintese Orgéanica)
disp0s de todos os reagentes e equipamentos necessarios para o desenvolvimento do trabalho,

seguindo os niveis de seguranca bioldgica (nivel 1 e 2) e quimica.

4.2 Reagentes

Na Tabela 2, estdo relacionados todos os reagentes comerciais utilizados ao longo deste

projeto.

Tabela 2: Relacdo de reagentes utilizados nos experimentos, com as respectivas fabricantes.

Reagentes Fabricante Reagentes Fabricante

D-Glicose Anidra Synth Acido Levulinico Sigma-Aldrich

Extrato de Levedura BD-Biosciences Acido Itaconico Sigma-Aldrich

Peptona de Soja BD-Biosciences Acido Glucbnico Sigma-Aldrich
Cloreto de Calcio Synth Hidroxido de Sodio Synth
1-octanol Dinémica Glicerol Merck
Tri-n-octilamina Sigma-Aldrich Alginato de Sodio Synth
Acido sulfdrico Sigma-Aldrich Quitosana Synth
Acido Citrico Synth Agar Nutriente Merck
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Na Tabela 3, estdo descritos todos os equipamentos utilizados na execucdo dos

experimentos.

Tabela 3: Relacdo de equipamentos utilizados, com as respectivas fabricantes e modelos.

Equipamento Fabricante Modelo
Autoclave vertical Prismatec CS
Capela de fluxo unidirecional Grupo Veco CFVL 12
Incubadora tipo Shaker Marconi MA-420
CLAE Agilent Technologies 1200 Series
Centrifuga Novatécnica NT 800
Balanca analitica Mettler Toledo AB204-S
Balanca semi-analitica Bel Engineering -
pHmMetro Digimed DM-20
Agitador magnético/ Chapa de aquecimento IKA C-MAG HS7
Medidor de densidade celular/Colorimetro Biowave C08000
Bomba peristéltica Milan -
Bomba peristéltica Start Bioscience -
Centrifuga de microtubos Novatécnica NT 800
Biorreator Infors HT Multifors
Ultrafreezer Panasonic Pro-Series

4.4 Microrganismos

Os microrganismos utilizados para a producdo dos &cidos organicos estudados, estéo

descritos na Tabela 4 e foram adquiridos da Fundagdo André Tosello - Fundagdo Topical

(Campinas-SP), com toda a documentacéo de rastreabilidade e dispositivos legais necessarios

para o trabalho com microrganismos.
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Tabela 4: Microrganismos produtores de acidos organicos utilizados no projeto.

Microrganismos Acidos Organicos
Aspergillus niger ATCC 11414 Citrico
Aspergillus terreus ATCC 10020 ItacOnico
Aspergillus niger ATCC 9029 Glucodnico
Penicillium funiculosum NRRL 3503 Levulinico

Inicialmente, para expansdo celular, foram utilizados os meios de cultura basais
descritos na literatura, de acordo com cada uma das cepas (BERGEY, 1957), sendo
posteriormente otimizados meios de cultura para escala industrial, disponiveis comercialmente.

Estas cepas se encontram no LaBioSin (IQ/UNICAMP) armazenadas na forma de BCM
(Banco de Células Mestre) e BCT (Banco de Células de Trabalho) - em inglés MCB (Master
Cell Bank) e WCB (Working Cell Bank), respectivamente e foram preparadas de acordo com
0s preceitos internacionais para boas praticas de producdo e de laboratério (STACEY, 2004,
HEALTH PRODUCTS AND FOOD BRANCH INSPECTORATE, 2002).

4.5 In6culo

Os estudos iniciais dos processos fermentativos foram conduzidos em escala de 100 mL
para se obter os principais parametros de producdo, como o pH adequado, temperatura,
agitacdo, entre outras condicdes necessarias para a obtencdo dos acidos citrico, itaconico,
glucdnico e levulinico.

Para todos os processos fermentativos foram utilizados pré-indculos em condicGes
assépticas, onde 1,5 mL de células do Banco de Células de Trabalho (Master Cell Bank) foi
transferido para um frasco do tipo Erlenmeyer com abas (baffled flask), para melhor aeracgéo, e
mantido em estufa incubadora sob agitacdo orbital nas condi¢des 6timas de cultivo para cada
microrganismo (BERGEY, 1957). Além disso, foram utilizados extrato de levedura e peptona
bacteriolégica como fonte de proteinas e glicose como fonte de carbono, de acordo com a
necessidade de nutricdo de cada microrganismo, sendo ajustadas também as concentracoes
destes nutrientes.

Ap0s o crescimento celular, todo o contetdo do frasco de pre-indculo foi centrifugado

(3.000 rpm por 5 minutos), sendo o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em novo
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meio de cultura sob condigdes assépticas. Este frasco foi colocado em estufa microbioldgica
para novas expansdes celulares, sob agitacdo nas condi¢Bes Otimas de cultivo para cada
microrganismo, que apos o crescimento, foi centrifugado e o pellet obtido ressuspendido em

novo meio de cultura, sendo transferido para o fermentador em seguida.

4.6 Teste de Toxicidade com 1-Octanol em Erlenmeyers

Como o projeto visa avaliar a purificacdo de acidos organicos por perstracéo, foi testada
a toxicidade do solvente utilizado no processo, 0 1-octanol, uma vez que este pode atuar como
um inibidor microbiano.

Assim, ap6s as expansdes celulares de pré-indculo e indculo, o contetdo de 1,0 g de
células foi ressuspendido em 100 mL de novo meio de cultura, contendo peptona, extrato de
levedura, 10 - 20 g/L de glicose como fonte de carbono e 1-octanol em diferentes concentragdes
(0, 540, 1.080 e 1.620 mg/L), em frascos do tipo Erlenmeyer, para a producdo dos acidos e
observacdo de possivel inibicdo microbiana.

4.7 Fermentacdo em Batelada em Biorreator com Células Livres

Com base nos parametros obtidos nas fermentacdes em Erlenmeyers, foram realizados
processos fermentativos utilizando um fermentador da marca Infors HT, modelo Multifors, com
uma dorna de capacidade para 0,5 L de volume de trabalho. Durante estas fermentagdes, foi
possivel realizar o acompanhamento online de pH, temperatura, agitacao e aeragdo, bem como,
através de bombas peristéalticas do biorreator, fazer adicdes de nutrientes e retirada de amostras
para andlises de glicose residual e de producdo dos acidos organicos. Também foi possivel
avaliar o tempo de fermentacdo, a produtividade e a viabilidade do processo produtivo como
um todo.

Estas fermentacdes foram conduzidas visando a obtencdo do meio de cultura adequado
a producdo destes acidos, de forma otimizada, com bons a altos rendimentos para que fosse
estabelecido um processo de producéo e purificagdo, utilizando a perstragéo, de forma eficiente
e rentavel.

As equac0es utilizadas para os calculos de rendimento e produtividade foram:

P
So— S

YP/S = (1)
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Yerss: Rendimento de substrato em produto (g/g)
P: Concentragdo méxima de produto (g/L)
So: Concentracdo inicial de substrato (g/L)

S: Concentracdo final de substrato (g/L)

Prod = Zmix=Lo (2)

tempo

Prod: Produtividade em acido (g/Lh)
Pmax: Concentracdo méxima de produto (g/L)
Po: Concentracdo inicial de produto intracelular (g/L)

Tempo: Tempo total de fermentacéo (h)

A partir do rendimento estequiométrico maximo (Ypss) de cada &cido analisado, o
rendimento percentual dos processos fermentativos foi calculado, sendo demonstrado pela
Equacéo 3:

Rendimento (%) = —r¢ x 100 (3)

tedrico

Rrear: Rendimento de converséo de substrato em produto, obtido experimentalmente (g/g)

Risorico: Rendimento maximo possivel de ser obtido, através da estequiometria da reacéo (g/g)

4.8 Perstracao

Para os testes com solugdes padrdo de cada acido analisado, a perstragédo foi realizada
como o exemplificado na Figura 9. Frascos do modelo Schott foram utilizados, com tampas

adaptadas, possibilitando a entrada e saida de liquidos, assim como a adi¢do de um respirador.
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Membrana A

Bomba

Bomba

(A) (B)

Figura 9: Esquema de como foi realizado o primeiro sistema de perstracdo para a extracao dos
acidos organicos. Sendo (A): Frasco Schott contendo solucdo padrdo com o acido analisado e

(B): Recipiente de extragdo contendo 1-octanol e NaOH.

O sistema tradicional da perstracdo foi alterado, onde o 1-octanol, agora passou a ser
impregnado nos poros e por fora das fibras da membrana e a fase doadora passou pelo seu
interior. A extracdo passou a ocorrer fora do sistema da membrana. A fase aceptora foi
composta por NaOH 10 M, uma base forte o suficiente para desfazer o complexo acido-amina
durante todo o processo de fermentacdo e separagdo, desprotonando a amina para que ela
retornasse ao sistema, como € possivel notar na Figura 10. Como fase extratora, foi utilizado o
solvente organico imiscivel em &gua 1-octanol, adicionando-se 5% de tri-n-octilamina, como
reportado na literatura e ja testado anteriormente pelo grupo de pesquisa (BELLA de JESUS,
2016; KAUR e VOHRA, 2010).
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Figura 10: Reac¢des de recuperacdo do octanol e extracdo dos acidos (Adaptado de BELLA de

JESUS, 2016).

No recipiente de extracdo ha a formacdo de duas fases, uma vez que contém a solucdo
de 1-octanol com TOA e dessa forma, ndo ha perda de solvente, pois 0 mesmo recircula no
sistema, sem a necessidade de reposicao ao longo do processo. Os &cidos neste recipiente estdo
desprotonados pela TOA e na presenca do NaOH permanecem na solugdo aquosa, enquanto o
solvente retorna & membrana.

A equacdo utilizada para o célculo do rendimento percentual de extracdo de cada &cido

analisado, foi:

Rendimento (%) = % x 100 (4)

14

Ce: Concentracdo de &cido extraido e presente na solugdo de NaOH (g/L)

Ci: Concentragéo inicial de acido (g/L)
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4.9 Imobilizacdo de Células

Para manter o processo fermentativo em sistema de producdo acoplado a extracdo de
forma estavel, foi realizada a imobilizagdo das células dos microrganismos estudados, conforme
demonstra a Figura 11. Atraves da imobilizagdo, evita-se a uma possivel turbidez do meio de
cultura e se reduz a quantidade de operacfes unitarias necessarias nos processos de separacéo,
além de possibilitar a reutilizacao das células. A técnica selecionada, ja estudada pelo grupo de
pesquisa, se baseia no aprisionamento da célula em matriz porosa, através do uso de uma
suspensdo de alginato de sodio 3% e massa celular, gotejada em solugédo de cloreto de célcio

(CaCly), formando esferas com didmetro de aproximadamente 3-4 mm.

1 E

(A) ©

®)

Figura 11: Esquema da técnica utilizada para imobilizacdo de células com alginato de sédio.
Sendo: (A) Béquer contendo solucdo de massa de células e alginato; (B) Bomba peristaltica e
(C) Béquer contendo solugéo de cloreto de calcio, onde sdo gotejadas as células (Adaptado de
SOUSA, 2016).

As esferas foram mantidas em solugdo de CaCl, por 1 hora, possibilitando uma melhor
distribuicdo do calcio no gel da matriz de suporte celular. Em seguida, para o revestimento, as
esferas foram transferidas para uma solucdo de quitosana. Com o objetivo de evitar a lixiviagéo
do célcio presente na rede polimérica das esferas, estas foram curadas mantendo-se em solugéo
de CaCl,.

Por fim, as esferas foram separadas por filtracdo, lavadas com &gua destilada e utilizadas
nos processos fermentativos em sistema de producédo acoplado a extracéo.
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4.10 Sistema de Producéo Acoplado a Extracdo com Células Imobilizadas

Sabe-se que para determinados acidos organicos, como € o caso do acido citrico, a alta
concentracdo do produto no meio de cultura pode causar um efeito inibitorio aos
microrganismos, diminuindo a rentabilidade do processo, pois com a ocorréncia de uma
alteracdo no pH da célula, o transporte de nutrientes e o crescimento celular sao afetados, sendo
esta inibicdo representada na Figura 12. Portanto, a retirada de acido pelo sistema de perstracéo
durante a fermentacéo, possibilita atingir melhores valores de rendimento e produtividade nos

processos fermentativos.

Célula Fangica

Figura 12: Esquema da inibicdo causada pela alta concentracdo de &cidos em uma célula
fangica (ZHANG E YANG, 2009).

O sistema de producédo e extracdo utilizado neste projeto, foi totalmente construido e
adaptado pelo grupo de pesquisa (BELLA de JESUS, 2016), com o desenvolvimento de um
biorreator, com portas de entrada para adigéo e retirada de caldo de cultivo, adicdo de base,
ajuste de pH e, quando necessario, portas para retiradas de amostras e dreno. O biorreator possuli
tambem agitacdo magnética e aquecimento. Um filtro de retencéo foi desenvolvido para caso
ocorresse um rompimento das células imobilizadas, evitando que as células em suspensdo
ocasionassem um entupimento da membrana de separagédo. Este filtro foi preenchido com
poliuretanas, com gradiente de densidade e porosidade diferentes, sendo que as de menores
densidades se localizaram na entrada do filtro e as de maiores densidades no topo do filtro,
retendo qualquer particulado, e desta maneira protegendo a membrana de fibra oca quanto a
incrustagdes e depositos de células. Como as poliuretanas retém ar, o que pode resultar em uma

diferenca de pressdo na entrada da membrana de fibra oca e desestabilizar o sistema de
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perstracdo, foram desenvolvidos respiradores, para que todo o ar remanescente fosse retirado
do sistema.

A montagem do sistema foi realizada de acordo com a Figura 13, onde o biorreator foi
ligado ao filtro contendo poliuretanas, o qual foi conectado ao respirador, e este & membrana.
Em uma das saidas foi acoplado o coletor de 1-octanol e este ligado ao biorreator, fechando o
sistema. O recipiente de extracdo foi acoplado a outra entrada e saida da membrana de fibra
oca. Ambos o caldo de fermentacdo e a solucdo de 1-octanol contendo TOA, foram
impulsionados ao longo do sistema por duas bombas peristalticas, com velocidades de fluxo de
15 mL/min. Esta configuracdo de montagem proporciona uma fermentacdo em sistema estéavel,
possibilitando atingir bons rendimentos de producdo e extra¢do dos acidos organicos.

Retorno

Biorreator Perstracao

Controle de pH,
temperatura e agitacio

Figura 13: Esquema do sistema de producdo em biorreator acoplado a perstracdo (BELLA de
JESUS, 2016).

Evitando que ocorresse qualquer desestabilizacdo por entupimento da membrana de
separacgdo, para este sistema foram utilizadas células imobilizadas. Com a construgdo de um
banco homogéneo, as células dos microrganismos podem ser crescidas de maneira uniforme
em diferentes meios de cultura, onde manterdo sua condicdo de crescimento. Com isso, foi
utilizada a sacarose como fonte de carbono, visando uma futura utilizacdo de caldo de cana
como meio nutritivo, o que reduziria ainda mais os custos de producdo. Também foi adicionado
cloreto de célcio ao meio de cultura, visto que Bazin et al. (1995) reporta a acdo de acidos

organicos como agentes sequestrantes de célcio, o que poderia ocasionar uma complexacéo do
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calcio presente nas células imobilizadas com o &cido produzido, causando uma lixiviacdo e

consequente rompimento das esferas.

4.11 Metodologia Analitica

Para a analise da concentracdo dos acidos organicos, bem como consumo e glicose
residual, foi utilizada a metodologia analitica descrita por Coral et al. (2008), com modificacfes
para a neutralizagdo das amostras (BELLA de JESUS, 2016) melhorando o processo de
deteccdo através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE.

O equipamento de CLAE utilizado possui um detector de indice de refracdo e
ultravioleta, sendo a coluna a Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm, Bio-rad), a fase movel
constituida por uma solucdo de 0.005 M de H2SOa4, com fluxo 0,6 mL/min. e temperatura do
forno de 50 °C. As quantificacbes dos produtos foram realizadas a partir da construcdo de

curvas de calibracdo com padr@es externos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Banco de Células

O projeto foi iniciado estabelecendo o meio de cultura ideal para cada microrganismo e
verificando a forma de crescimento celular, para posterior utilizagdo nos experimentos de
producao.

Desta maneira, para a confec¢do dos bancos de células do Aspergillus niger ATCC
11414, produtor de &cido citrico, Aspergillus terreus ATCC 10020, produtor de &cido itaconico,
Aspergillus niger ATCC 9020, produtor do acido glucénico e Penicillium funiculosum NRRL
3503, produtor de acido levulinico foram utilizados meios de cultura contendo extrato de
levedura, peptona bacteriologica e 10 g/L de glicose. Esta composi¢do permitiu que o
crescimento celular ocorresse em suspensao e proporcionou um banco de células homogéneo,
0 que possibilitou reprodutibilidade e homogeneidade nos experimentos.

Para a composicdo do meio fermentativo para a producdo dos &cidos, foi utilizada
peptona bacterioldgica, extrato de levedura e 10-20 g/L de glicose, o que forneceu um bom

crescimento celular (OD 10).

5.2 Teste de Toxicidade com 1-Octanol em Erlenmeyers

Devido a possibilidade do solvente 1-octanol atuar como um inibidor microbiano, sua
toxicidade foi avaliada em testes realizados em frascos do tipo Erlenmeyer com abas (baffled
flask).

Os resultados destes testes, realizados em triplicata, estdo representados na Tabela 5
para a producdo de acido citrico, onde se observa que as células crescidas na auséncia de 1-
octanol ndo apresentaram glicose residual, produzindo 0,48 g/L de &cido. J& para o 1-octanol
presente em diferentes concentragdes, houve um consumo de glicose menor, porém a producéo

de acido citrico foi maior, em torno de 0,69 g/L.
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Tabela 5: Producdo de &cido citrico em processo de batelada em frasco tipo Erlenmeyer com
diferentes concentracdes de 1-octanol.

Concentracao de Glicose residual o L
Amostra Acido Citrico (g/L)
1-octanol (mg/L) (g/L)
1 0 0 0,48
2 540 0,18 0,69
3 1080 0,64 0,69
4 1620 0,64 0,72

Portanto, a presenca de 1-octanol ndo afetou diretamente o crescimento celular e sim
promoveu um aumento na producao de acido citrico.

Ja para o acido itaconico, os resultados dos testes realizados em frascos do tipo
Erlenmeyer estdo descritos na Tabela 6, onde se observa que células crescidas na auséncia de
1-octanol ndo apresentaram glicose residual, produzindo 0,9 g/L de &cido itacénico e quando
na presenca do solvente, na concentracdo de 540 mg/L, obtiveram um menor consumo de

glicose com 4,13 g/L de glicose residual, produzindo 0,11 g/L de acido itacénico.

Tabela 6: Produgdo de &cido itaconico em processo de batelada em frasco tipo Erlenmeyer com

diferentes concentracdes de 1-octanol.

Concentracao de Glicose residual o )
Amostra Acido Itac6nico (g/L)
1-octanol (mg/L) (g/L)
1 0 0 0,90
2 540 4,13 0,11
3 1080 3,62 0,23
4 1620 4,66 0,08

Desta maneira, nota-se que a presenca de 1-octanol pode ter afetado o crescimento
celular e consequentemente a producgdo de acido itacénico pelo Aspergillus terreus ATCC
10020, quando o processo de fermentacdo ocorreu em Erlenmeyers, sem controle online de
parametros como o pH.

Para o0 4cido glucdnico, os resultados constam na Tabela 7, onde se observa que as
células crescidas na auséncia de 1-octanol apresentaram apenas 0,28 g/L de glicose residual,

produzindo 1,26 g/L de é&cido glucdnico. Ja para o 1-octanol presente em diferentes



48

concentragdes, nota-se um consumo de glicose menor, porém a produgdo de &cido gluconico

foi maior, chegando a 4,06 g/L, 31% superior.

Tabela 7: Producédo de acido glucénico em processo de batelada em frasco tipo Erlenmeyers

com diferentes concentracfes de 1-octanol.

Concentragéo de Glicose residual Acido Glucénico
Amostra
1-octanol (mg/L) (g/L) (/L)
1 0 0,28 1,26
2 540 10,33 0,75
3 1080 12,73 0,67
4 1620 13,33 4,06

Portanto, nestes testes, a presenca de 1-octanol ndo afetou diretamente o crescimento
celular e promoveu um aumento na producdo do &cido glucdnico, quando utilizada a
concentracdo de 1.620 mg/L.

Por fim, os resultados obtidos para a producéo de acido levulinico em Erlenmeyers estéo
descritos na Tabela 8. Observa-se que células crescidas na auséncia de 1-octanol apresentaram
1,45 g/L de glicose residual, produzindo 1,95 g/L de acido levulinico e quando na presenca do
solvente, na concentracdo de 540 mg/L, obtiveram um menor consumo de glicose com 2,35 g/L
de glicose residual e produzindo 3,19 g/L de &cido levulinico. Ja na presenca de 1-octanol em

concentragOes superiores, nota-se que ocorreu uma inibi¢do na producéo.

Tabela 8: Producdo de &cido levulinico em processo de batelada em frasco tipo Erlenmeyer

com diferentes concentracfes de 1-octanol.

Concentracéo de Glicose residual Acido Levulinico
Amostra
1-octanol (mg/L) (a/L) (g/L)
1 0 1,45 1,95
2 540 2,35 3,19
3 1080 10,00 0,37
4 1620 10,00 0,60
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5.3 Fermentagdo em Batelada em Biorreator com Células Livres

Com o objetivo de aumentar a produtividade dos acidos citrico, itaconico, gluconico e
levulinico, na presenca de 1-octanol em concentracdo de solubilidade em &gua (540 mg/L),
foram realizadas fermentacOes em biorreatores da marca Infors HT, modelo Multifors, com uma
dorna de capacidade para 0,5 L de trabalho, onde foi possivel fazer o acompanhamento online
de pH, temperatura, agitacdo e aeracdo, bem como, atraves de bombas peristalticas do
biorreator, fazer a retirada de amostras para analises de glicose residual e de producéo de &cido.
Avaliando-se assim o tempo de fermentacdo, a produtividade e a viabilidade do processo
produtivo como um todo.

Para o &cido citrico os resultados obtidos estdo descritos na Figura 14, onde observa-se
que a producéo de &cido pelo Aspergillus niger ATCC 11414, na auséncia de 1-octanol, foi de
1,76 g, com consumo de glicose de 7,31 g, rendimento de 22,6% e produtividade de 0,22 g/Lh.
Enquanto na presenca de 1-octanol, na concentracdo de solubilidade em agua, obteve-se 3,90 g
de acido citrico, consumindo 8,18 g de glicose, apresentando rendimento de 44,7% e
produtividade de 0,43 g/Lh.



30,00

20,00 .\/\\

Concentracao (g/L)

10,00 PN

50

)
0,00 — - -
0 8 16 24 32 40 48
Tempo (h)
—— Glicose sem octanol »— Acido citrico sem octanol
Glicose com octanol Acido citrico com octanol

Figura 14: Perfil de consumo de glicose e producéo de &cido citrico em batelada em biorreator,

na presenca e auséncia de 1-octanol.

Os resultados de producéo de acido itacénico pelo Aspergillus terreus ATCC 10020 em

biorreator estdo descritos na Figura 15, onde nota-se que na auséncia de 1-octanol o consumo
de glicose foi de 6,74 g, produzindo 1,21 g de acido e fornecendo 24,8% de rendimento, com

produtividade de 0,13 g/Lh. Enquanto na presenca de 1-octanol, na concentracdo de

solubilidade em agua, obteve-se 8,43 g de acido itaconico, consumindo 16,12 g de glicose,

apresentando rendimento de 72,4% e produtividade de 0,88 g/Lh. Assim, a presenca do 1-

octanol no meio aumentou a produtividade em &cido itacénico, quando a fermentagédo ocorreu

em biorreator com controle online de parametros.
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Figura 15: Perfil de consumo de glicose e producdo de acido itacbnico em batelada em
biorreator, na presenca e auséncia de 1-octanol.

Para o acido glucénico os resultados obtidos estdo descritos na Figura 16, onde observa-
se que a producdo de acido pelo Aspergillus niger ATCC 9029 na auséncia de 1-octanol foi de
2,88 g, com consumo de glicose de 2,64 g, rendimento quantitativo e produtividade de 0,38
g/Lh. Enquanto, na presenca de 1-octanol na concentragdo de solubilidade em &gua, obteve-se
2,54 g de acido glucénico, consumindo 2,33 g de glicose, apresentando rendimento quantitativo
e produtividade de 0,28 g/Lh. Neste caso o 1-octanol ndo inibiu nem impulsionou a produgéo
de &cido glucbnico.
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Figura 16: Perfil de consumo de glicose e producdo de acido glucénico em batelada em
biorreator, na presenca e auséncia de 1-octanol.

Os resultados de producdo de acido levulinico pelo Penicillium funiculosum NRRL
3503 em biorreator estdo descritos na Figura 17, onde é possivel notar que na auséncia de 1-
octanol o consumo de glicose foi de 3,50 g, produzindo 0,70 g de &cido e fornecendo 30% de
rendimento, com produtividade de 0,08 g/Lh. Enquanto na presenca de 1-octanol, na
concentracdo de solubilidade em agua, obteve-se 1,67 g de &cido levulinico, consumindo 3,75
g de glicose, apresentando rendimento de 69% e produtividade de 0,17 g/Lh. Sendo assim, foi

possivel notar que, mais uma vez, o 1-octanol atuou causando um aumento na producéo de
acido.
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Figura 17: Perfil de consumo de glicose e producdo de acido levulinico em batelada em

biorreator, na presenca e auséncia de 1-octanol.

A Tabela 9 resume as informacdes de rendimento de produto em substrato (Qacido/Jglicose)

e produtividade (Qacido/Lh) para os &cidos citrico, itacénico, glucdnico e levulinico, obtidos via

fermentacdo em batelada com células livres, na presenca de 1-octanol.

Tabela 9: Resultados de rendimento e produtividade obtidos pela fermentacdo em batelada em

biorreator, na presenca de 1-octanol.

o ) Yris Prod
Acido Organico
(gécido/gglicose) (gécido/Lh)
Citrico 0,447 0,434
Itaconico 0,522 0,880
Glucodnico 1,000 0,280
Levulinico 0,446 0,170

Nos processos fermentativos em batelada em biorreator com controle online de

pardmetros, para a producdo dos 4cidos citrico, itacdnico e levulinico nota-se que o 1-octanol,

na concentracdo de solubilidade em agua (540 mg/L), atuou como um indutor na producao

destes acidos. Entretanto, é possivel observar que este solvente ndo causou efeito significativo
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sobre a producdo de &cido gluconico, que diferente dos outros acidos estudados, é produzido
diretamente no meio extracelular.

Na literatura, ja foram reportados casos em que o uso de solventes organicos, como o
metanol e o etanol, intensificou a producdo de acido citrico. No caso do metanol, este pode
aumentar a permeabilidade da membrana celular ao citrato, ja o etanol causa alteracdo nas
atividades das enzimas citrato sintase e aconitase durante o Ciclo de Krebs. Sabe-se também
que o Aspergillus niger pode converter o etanol disponivel no meio em Acetil-CoA, molécula
precursora para a sintese de acido citrico (CAMPANHOL, 2018; DHILLON et al., 2010;
BARRINGTON e KIM, 2008). Neste projeto, o 1-octanol, na concentracdo de 540 mg/L, ndo

provocou toxicidade aos microrganismos.

5.4 Rendimento Percentual da Perstracéo

Para a avaliacdo de rendimento do processo de extracdo de &cidos utilizando a
perstracdo, foram realizados testes com solucGes padrdo de cada um dos &cidos. Os resultados
estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10: Rendimento obtido na perstracdo com solucdo padrdo de cada acido em 24h.

Acidos Organicos Rendimento da Perstracéo (%)
Acido Citrico 98
Acido Itaconico Quantitativo (>99%)
Acido Gluconico 52
Acido Levulinico 85

A Figura 18 demonstra a eficiéncia de extracdo, com o decaimento da concentragdo dos
padrdes utilizados e a Figura 19 retrata 0 aumento da concentracdo dos acidos extraidos, na
solucdo de NaOH. E possivel notar que na Figura 19, a concentracdo de 4cidos existente na
solucdo de NaOH é diferente da concentracdo extraida, o que significa que estes ainda se
encontram na forma de complexos dentro da membrana de separacdo e que levariam mais

algumas horas até serem desfeitos na solucdo de NaOH.
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Figura 18: Decaimento da concentracdo de padrdes de acidos utilizados na perstracéo.
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Figura 19: Aumento da concentracdo de acidos extraidos na perstracéo.

Assim, e possivel notar que o rendimento de extracdo € variavel entre os acidos, no
periodo de 24 horas. 1sso ocorre devido ao fato destes acidos possuirem estruturas diferentes
entre si, como o tamanho da cadeia e niamero de grupos acidos que o formam. Sendo assim,
ressalta-se que a extragdo do 4cido itaconico, por exemplo, foi completa no periodo de 24 horas,

enquanto a do acido glucdnico necessitaria de mais tempo de processo, devido a sua estrutura.
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5.5 Sistema de Producédo Acoplado a Extragdo com Células Imobilizadas

Com o objetivo de aumentar a produtividade dos acidos organicos analisados, o sistema
composto por um biorreator acoplado a uma membrana de perstracdo (Figura 13, pagina 44)
foi testado. As células utilizadas foram imobilizadas conforme reporta o item 4.9 da sesséo

Materiais e Métodos e estdo representadas na Figura 20.

Figura 20: Foto representando células de fungo filamentoso imobilizadas em alginato de sédio.

Devido a pandemia enfrentada no ano de 2020 pelo novo coronavirus, que
impossibilitou 0 acesso a Universidade, foi determinada a escolha do &cido levulinico para os
testes de producdo acoplada a extracdo utilizando a sacarose como fonte de carbono, visto sua
atuacdo na sintese de diversos outros compostos, sendo que os demais acidos também serdo
testados e divulgados sob a forma de publicacBes posteriormente.

O perfil de producéo de &cido levulinico e consumo de carboidratos esta representado
na Figura 21. Foram produzidos 8,87 g de acido em 96 horas, com consumo de 3,96 g de frutose,
4,76 g de glicose e 5,26 g de sacarose, apresentando um rendimento total de 94% e
produtividade de 0,3 g/Lh. As inflexdes nas curvas dos carboidratos representam a adi¢éo de
novo meio de cultura. Nota-se que houve um residual de sacarose em 96 horas, isso demonstra
que o microrganismo ainda ndo havia convertido totalmente este dissacarideo, ao final do
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Figura 21: Perfil de producéo de &cido levulinico e consumo de carboidratos (sacarose, glicose
e frutose) em 96h de sistema de producdo acoplado a extracao.

A Figura 22 demonstra o perfil de extracdo de acido levulinico, através da perstracao.
Ao decorrer do processo, foi possivel extrair aproximadamente 35% do acido levulinico
produzido em 96 horas, o que indicou alguma perda de presséo e/ou desestabilizacdo no sistema
de extracdo, visto que no teste de rendimento percentual da perstracdo, esse valor havia sido de
85%. Entretanto, o perfil de extracdo apresentou um crescimento exponencial, 0 que poderia

indicar um maior rendimento, caso a fermentagao ocorresse por mais tempo.
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Figura 22: Perfil de extracdo de &cido levulinico através da perstracdo, em sistema de producédo

acoplado a extracao.

A Tabela 11 resume as informacdes de rendimento de produto em substrato
(Qacido/Usacarose) € produtividade (gacido/Lh) para o acido levulinico, obtido via sistema de

producdo acoplado a extracgdo.

Tabela 11: Resultados de rendimento e produtividade obtidos no sistema de producédo acoplado
a perstracdo.

Acido Organico Y pis (Qacido/Gsacarose) Prod (gacido/LLh)

Levulinico 0,635 0,3
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6. CONCLUSOES

Como conclusdes deste trabalho, primeiramente, destaca-se que foram construidos
bancos de células de forma uniforme para todos os microrganismos estudados, o que
possibilitou reprodutibilidade dos resultados.

Os testes de toxicidade indicaram que o solvente 1-octanol pode apresentar efeito
indutor ou inibitdrio na producéo dos &cidos ao se variar sua concentragdo no meio de cultura,
quando os ensaios foram realizados em frascos do tipo Erlenmeyer, sem controle online de
pardmetros. Sendo assim, a concentracdo de solubilidade do 1-octanol em agua 540 mg/L,
testada nas fermentacGes, ndo apresentou toxicidade aos microrganismos, impulsionando a
producdo dos acidos citrico, itacbnico e levulinico.

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstraram que foi possivel produzir os acidos
citrico, itaconico, gluconico e levulinico a partir de processos biotecnolégicos, com bons
rendimentos. Nos processos fermentativos em batelada em biorreator utilizando células livres
e glicose como fonte de carbono, na presenca de 1-octanol, os rendimentos de producdo dos
acidos citrico itaconico, glucdnico e levulinico foram, respectivamente, de 44,7%, 72,4%,
>99% e 69%.

Na realizacdo de ensaios para os testes de rendimento percentual da técnica de extracdo
utilizada, a perstracdo demonstrou ser viavel para a separacao de todos os acidos analisados,
variando-se apenas 0 tempo necessario para total extracdo de cada produto, de acordo com a
sua estrutura quimica, sendo os rendimentos para os acidos citrico, itacénico, glucdnico e
levulinico de 98%, >99%, 52% e 85%, respectivamente.

A técnica de imobilizacdo de células desenvolvida se demonstrou eficaz, sendo possivel
de ser aplicada e ampliada para os proximos projetos, com foco na redugdo de operacdes
unitarias necessarias para a purificacdo dos produtos e consequentemente, a reducao de custos
para producdo industrial.

O sistema de producdo acoplado a perstracdo se mostrou eficiente para a obtencéo de
acido levulinico, com rendimento de producdo de >90%, encorajando 0 grupo de pesquisa a
desenvolver processos de obtencdo dos demais &cidos pretendidos, que precisaram ser
interrompidos devido a pandemia pelo novo coronavirus. Ainda, espera-se aprimorar a técnica
de separacdo avaliada em relagdo ao tempo necessério para total extragdo, visto que esta
demonstrou uma possivel desestabilizacdo e atingiu 35%, quando a fermentag&o ocorreu por 96

horas.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros, a partir dos resultados obtidos na presente
pesquisa, pode-se citar:

a) As realizacdes do sistema de producdo acoplado a extracdo para os acidos citrico,
itaconico e gluconico;

b) A utilizag&o de resinas do tipo Amberlite XAD, para a separacéo dos acidos organicos
e comparacdo com a técnica de perstracao, determinando o processo mais rentavel e passivel
de ser utilizado em escala industrial;

¢) O &cido levulinico poderia ser testado para a producdo a partir da fermentacdo em
cultivo em estado sélido, como por exemplo, fazendo o uso de residuos industriais, como o
bagaco de cana;

d) O aumento de escala para todos os processos fermentativos analisados.
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9. APENDICE A — CURVAS DE CALIBRACAO E CROMATOGRAMAS

Abaixo podem ser visualizadas as curvas de calibracdo e exemplos de cromatogramas
obtidos ao decorrer do projeto, Figuras de A-1 a A-8. Nos cromatogramas, o primeiro pico foi

determinado como &cido sulfurico (H2SOs), utilizado para a neutralizagao das amostras.
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Figura A-1: Exemplo de curva de calibracdo para o acido citrico.
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Figura A-2: Exemplo de cromatograma obtido na producdo de &cido citrico.
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Figura A-3: Exemplo de curva de calibracdo para o &cido itaconico.
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Figura A-4: Exemplo de cromatograma obtido na produgéo de acido itaconico.
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Figura A-5: Exemplo de curva de calibragdo para o &cido glucénico.
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Figura A-6: Exemplo de cromatograma obtido na producéo de &cido gluconico. Neste caso, as
amostras foram analisadas por dois detectores, pois como o acido glucénico possui 0 mesmo
tempo de retencdo da glicose quando utilizado o indice de refracdo (RID), estas também foram
quantificadas por ultravioleta (UV). Dessa forma, é possivel se obter o valor de area para a
glicose através do indice de refracdo, descontando-se a area obtida para o acido glucdnico no

ultravioleta.
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Figura A-7: Exemplo de cromatograma obtido na producéo de &cido glucénico, analisado por
detector UV.
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Figura A-8: Exemplo de curva de calibragéo para o &cido levulinico.
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Figura A-9: Exemplo de cromatograma obtido na producao de acido levulinico.



