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RESUMO

CASTRO, Patrycia Garcia de Melo. Desenvolvimento de Processo Fermentativo
para a Producdo de Acido Propiénico a Partir da Fracdo Hemicelulésica de
Bagaco de Sorgo Sacarino [Sorghum bicolor (L.) Moench]. Dissertacdo de
Mestrado Profissional. Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2014.

Orientador: Nei Pereira Jr., PhD.

Com a crise do petrdleo, a atencdo tem sido voltada para as Biorrefinarias
visando a obtencdo de biocombustiveis, de outros produtos quimicos e de energia a
partir de recursos renovaveis. A producao de acidos organicos a partir de biomassa tem
sido reportada como de grande interesse industrial. O acido propiénico € um importante
acido orgéanico, que atualmente é produzido por processo petroquimico e tem ampla
utiizacdo em diferentes setores industriais (alimentos, cosméticos, agricola). Sua
producdo por processo fermentativo em larga escala apresenta alguns gargalos, em
especial a baixa produtividade volumétrica. Neste contexto, o presente trabalho
objetivou produzir acido propibnico por rota bioquimica a partir de hidrolisado
hemicelulésico do bagaco de sorgo utilizando uma linhagem da bactéria
Propionibacterium acidipropionici, visando estabelecer condicdes que aumentassem a
produtividade e a eficiéncia do processo. Em uma primeira etapa, verificou-se que a
bactéria era capaz de consumir xilose e glicose. Na sequéncia, foi realizado um
planejamento fatorial 2° e um Delineamento Central Composto Rotacional para se
otimizar o meio de fermentacéo, tendo sido verificado que o extrato de levedura é a
variavel mais importante. Com o meio otimizado, foram realizados experimentos com
meio sintético em batelada simples e batelada alimentada com células livres, tendo sido
constatado que a batelada alimentada foi melhor forma de conducdo do processo,
resultando em uma producdo de 38 g/L de &acido propidnico e uma produtividade
volumétrica de 0,22 g/L.h. A estratégia de imobilizagdo das células bacterianas no
bagaco de sorgo e a fermentacdo conduzida em batelada alimentada foram empregadas
para contornar os classicos fendbmenos de inibicdo e avaliar a imprescindibilidade do
controle da temperatura. Nestes experimentos com meio sintético, ficou evidenciado a
importancia do controle da temperatura, tendo este ensaio resultando em uma
concentracdo de acido propidnico de 37 g/L com uma produtividade de 0,51 g/L.h. O
bagaco de sorgo foi caracterizado antes e depois do pré-tratamento acido e o
hidrolisado hemiceluldsico obtido com este pré- tratamento foi utilizado em bateladas
sequenciais, totalizando 3 ciclos de fermentacdo. Observou-se nesta estratégia de
processo uma consideravel melhoria no desempenho da bactéria que produziu uma
concentracdo média de &cido propidnico de 31,13 g/L, resultando em um fator de
rendimento de produto por xilose consumida que variou de 0,48 g/g a 0,61 g/g, do
primeiro ao ultimo ciclo. No tocante a produtividade volumétrica também se observou
melhoria no desempenho da bactéria ao longo dos ciclos, tendo resultado em valores
que variaram de 0,35 a 1,16 g/L.h, do primeiro ao ultimo ciclo. Os resultados foram
altamente promissores e sinalizam para maiores desdobramentos, no sentido de se dar
continuidade aos estudos da producdo deste importante acido organico.
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Abstract

CASTRO, Patrycia Garcia de Melo. Development of Fermentation Process for the
Production of Propionic Acid from Hemicellulose Fraction of Sorghum
Bagasse [Sorghum bicolor (L.) Moench]. Master Thesis. School of Chemistry,

Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Supervisor: Nei Pereira Jr., PhD

With the oll crisis, the attention has been focused on the Biorefineries aiming at
obtaining biofuels, other chemicals and energy from renewable resources. The
organic acid production from biomass has been reported as of great industrial
interest. Propionic acid is an important organic acid, which is currently produced by
petrochemical process and has extensive use in different industrial sectors (food,
cosmetics, agricultural).lts production by large-scale fermentation process presents
some bottlenecks, in particular the low volumetric productivity. In this context, the
present work aimed to produce propionic acid by biochemical route from the
hemicellulose hydrolysate of sorghum bagasse using a strain of Propionibacterium
acidipropionici as for establishing conditions that increase the volumetric productivity
and process efficiency. Preliminary, it was found that the bacterium was able to
consume xylose and glucose. In the sequence, a 2 factorial design and a central
composite rotational design was performed to optimize the fermentation medium,
depicting that the yeast extract is the most important variable. With the optimized
medium, batchwise and fed batch experiments were carried out in synthetic medium
with free bacterium cells. The fed bach process was shown to be the best way to
operate the acid fermentation, resulting in a propionic acid production of 38 g/L and a
volumetric productivity of 0.22 g/L.h. The strategy of immobilization of bacterial cells
in sorghum bagasse and the fed batch fermentations were adopted to circumvent the
classic substrate inhibition phenomena and to evaluate the essentialness of the
temperature control. In these experiments with synthetic medium it was evidenced
the importance of the temperature control. The maximum concentration of propionic
acid achieved was 37 g/L, corresponding to a volumetric productivity of 0.51 g/L.h.
The sorghum bagasse was characterized before and after acid pretreatment and the
hemicellulose hydrolysate obtained with this pretreatment was utilized in sequential
batches with 3 fermentation cycles. The adoption of this process strategy resulted in
a considerable improvement in the bacterium performance, which produced an
average concentration of propionic acid of 31,13 g/L, corresponding to a yield factor
of product on xylose consumed that ranged from 0,48 g/g to 0,61 g/g, from the first to
the last cycle. Concerning the volumetric productivity, it was also observed an
improvement in the bacterium performance over the cycles, which resulted in values
that ranged from 0.35 to 1.16 g/L.h, from the first to the last cycle. The results were
highly promising and signal for further developments, in order to give continuity to the
studies of the production of this important organic acid.
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CAPITULO 1

1 APRESENTACAO DO TEMA DA DISSERTACAO

O desenvolvimento tecnoldgico tem levado ao expressivo aumento da
demanda por energia, sem que, todavia, haja o acompanhamento da oferta da
mesma, diminuindo-se, assim, de forma acelerada as reservas energéticas

tradicionais, principalmente as de petroleo.

A gueima de combustiveis fosseis provoca impactos ambientais com 0s quais
a humanidade tem que conviver e se adaptar. Com isso, muitos habitos de consumo
e comportamento vém se modificando. E fundamental para o desenvolvimento
sustentavel de uma sociedade a mudanca desta realidade para uma com o uso cada

vez mais abundante de recursos renovaveis (PEREIRA Jr, 2010).

A preocupacdo com fatores como a economia, a seguranca energética, a
emissado de gases poluentes e a mudanca climatica global vem impulsionando uma

revolucdo na area energética (MENON e RAO, 2012).

Neste contexto, a busca por alternativas ao uso de petroleo e fontes

renovaveis de energia esta mobilizando diversos setores, dentre eles, o industrial,
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social, académico e governamental, com énfase no desenvolvimento de processos

biotecnolégicos que causam menor impacto ambiental (PEREIRA Jr. et al.,2008).

Baseado nestas razdes, as matérias-primas renovaveis (denominadas
biomassa) tém que se enquadrar em trés aspectos: disponibilidade para a geracao
de energia, sustentabilidade e viabilidade econdmica (de MELO e PEDRO, 2010).

Perante essa realidade, os materiais lignoceluldésicos vém sendo estudados
como fontes de acucares fermentaveis para a producdo de acidos organicos devido
a sua alta disponibilidade. S&o compostos majoritariamente por celulose,

hemicelulose e lignina.

Dentro do conceito de biorrefinaria, as fracbes devem ser separadas
seletivamente de acordo com suas caracteristicas e as do produto desejado. Assim,
faz-se necessario o desenvolvimento de processos eficientes para disponibilizar os
mondmeros (agUcares). E desta forma transforma-los através de rota quimica ou
biotecnoldgica com taxas elevadas de producdo (PEREIRA Jr. et al.,, 2008). Ha,
também, o desenvolvimento de biorrefinarias integradas, assemelhando-se, desta
forma, as refinarias de petrdleo (MARVIN et al., 2011). Neste caso, porém, o sistema
é fechado, ou seja, a geracdo de residuos € minima ou inexistente, o que caracteriza
este sistema como sustentavel e “verde” (JIBY et al., 2013). Por tudo reportado,
alguns acidos como o propibnico, latico e succinico, tém sido estudados com o
objetivo de producdo em escala industrial utilizando microrganismos (BORGES et
al., 2010; SAUER et al,2008).

O bagaco de sorgo apresenta-se, entdo, como um dos materiais
lignocelulésicos com maior potencial para a producdo de &cido propibnico, por ter
capacidade de se adaptar a uma ampla gama de ambientes, principalmente em
condicdes de seca, que sao desfavoraveis a maioria dos outros cereais (WILLIANS
et al., 1999).

A producéo de acido propidnico tomando por base a biomassa lignocelulosica
lanca méo de pré-tratamentos objetivando clivar seletivamente as ligacdes que unem
macroestruturas, separando, deste modo, as fragdes lignocelulésicas e adequando a
matéria-prima as condi¢cdes de transformacdo requeridas a acao eficiente dos
microrganismos utilizados (ADSUL et al., 2005). O pré-tratamento acido tem se

mostrado uma alternativa interessante para desorganizar o complexo, uma vez que
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além de o desestruturar, provoca a hidrolise da hemicelulose, fragdo liquida
composta majoritariamente por xilose (BETANCUR e PEREIRA JR, 2010), que foi o

principal substrato utilizado neste trabalho.

O Departamento de Energia dos Estados Unidos elegeu 10 acidos organicos
como blocos de constru¢do, os chamados building blocks, que sdo capazes de
serem gerados a partir da biomassa vegetal (SAUER et al., 2008). Na mesma linha,
0 grupo europeu BREW selecionou 21 compostos-chave, em sua maioria acidos
organicos, com alto potencial de producdo a partir destes materiais renovaveis
(PATEL et al.,, 2006). Estes acidos organicos sdo considerados precursores de
diversas moléculas de interesse industrial como aditivos para racdes e alimentos,

conservantes alimentares, plasticos, solventes e lubrificantes.

As bactérias do género Propionibacterium sdo capazes de produzir o acido
propidnico em quantidades expressivas (ZHU et al., 2012). Sdo gram positivas,
imoveis, ndo formadoras de esporos, anaer6bias ou anaerobias facultativas,
catalase-positivas e apresentam-se sob a forma de bastonetes curtos ou de cocos,
de acordo com o meio em que se encontram. Classifica-se este género em dois
grupos: bactérias propibnicas classicas ou laticas e bactérias propidnicas cutaneas
(CORAL et al., 2008). A linhagem utilizada neste trabalho foi Propionibacterium

acidipropionici CIP 53164 por utilizar um amplo espectro de substratos.

Para a producdo economicamente viavel destas biomoléculas, o0s
microrganismos precisam possuir algumas caracteristicas, dentre elas: resisténcia a
altas concentragbes do produto, alto rendimento, robustez e alta produtividade.
Estas caracteristicas, aliadas a utilizacdo de matérias-primas renovaveis,
possibilitam uma alta producdo da biomolécula associada a baixos custos, gerando
produtos que podem competir com os produzidos pela rota petroquimica (Borges &
Pereira Jr, 2010).

Para proporcionar uma exposicdo mais ordenada, esta dissertacdo de
mestrado foi dividida em seis capitulos, incluindo este, intitulado Apresentagcédo do

Tema de Dissertagao.

Apls o presente capitulo, de cunho introdutério, realizou-se a Revisédo
Bibliografica (Capitulo 2) dessa tematica, discorrendo-se sobre o0s aspectos

relevantes ao assunto tratado, ressaltando-se a importancia da producéo de &cido
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propidnico e suas potenciais utilizacbes além de abordar aspectos econémicos,
cientificos e tecnoldgicos, ressaltando os principais resultados reportados na
literatura. Apresentou-se, também, um levantamento bibliografico das caracteristicas
e aplicacbes da matéria-prima empregada neste trabalho, o bagaco de sorgo, como:
0S principais conceitos relacionados a pré-tratamentos; processos de fermentacao;

agentes fermentativos e otimizag&o de processo.

No Capitulo 3, Justificativas e Objetivos, definiu-se o objetivo geral e o0s

especificos, bem como as justificativas para a consecucao do presente trabalho.

O Capitulo 4 refere-se a descricdo de Materiais e Métodos utilizados para a
execucdo da pesquisa como o detalhamento das metodologias experimentais e
analiticas adotadas, além das técnicas de planejamento experimental para a analise

dos resultados.

Os Resultados e Discussdo, Capitulo 5, foram expostos os dados
encontrados experimentalmente e as discussdes a estes referentes. Foram,
também, realizadas comparacdes entre os resultados da literatura e os obtidos neste

trabalho.

Finalmente, as Conclusbes e Sugestdes para trabalhos futuros contidas no
Capitulo 6, indicam os avancos decorrentes no desenvolvimento desta pesquisa.

As referéncias bibliograficas, pelas quais todas as informacdes contidas neste
texto poderdo ser localizadas e obtidas mais detalhadamente, estdo apresentadas

ao final.



CAPITULO 2

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo, brevemente, apresentados diferentes aspectos tedricos
da tematica abordada, destacando-se: os acidos organicos de interesse industrial;
as aplicacbes mercadolégicas do acido propidnico; os materiais lignoceluldsicos; os
processos de aproveitamento deste material; o bagaco de sorgo como matéria-prima
e as consideracdes sobre os acidos organicos como blocos de construcdo para a

producado de substancias quimicas de interesse comercial.

Aborda-se, ainda, o processo de conversdo de biomassa em substrato para
producdo de acido propiénico, bem como assuntos relacionados, tais como pré-

tratamentos e os agentes fermentativos.
2.1 Acidos Organicos

Os acidos organicos sédo de extrema importancia nas industrias quimica, de

alimentos e farmacéutica. Os mais importantes dentre eles sdo os acidos
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carboxilicos, que se caracterizam pela presenca de um grupo funcional, a carboxila
(~COOH) (SNYDER, 1995).

A presenca deste grupo confere a propriedade aos acidos de serem mais
fracos em meio aquoso, apresentarem altos pontos de ebulicdo por possuirem a
facilidade de formarem interacdes intermoleculares do tipo ligagbes de hidrogénio
(Tabela 2-1) (SOLOMONS, 1996; HARRIS, 1999). Ademais, possuem propriedades
organolépticas, ja que o sabor azedo foi o primeiro critério para a classificacdo
destes compostos (SHREVE e BRINK, 1980).

Os processos de producdo destes acidos s6 se iniciaram nos ultimos cem
anos (LIMA et.al.,2001). A primeira fabrica para a producédo em larga escala de uma
substancia quimica por fermentacdo comecou a operar em 1881(Massachusetts-

EUA) para a producao de lactato de calcio, empregando bactérias (BORGES, 2010).

Tabela 2-1: Caracteristicas de alguns acidos carboxilicos

Acido Formula Po_ntf) de
Molecular Ebulicéo (°C)

Metanoico HCOOH 100,5
Etanoico CH3;COOH 118
Propanoico C,HsCOOH 141
Butanoico C3;H,COOH 164
Pentandico C,HyCOOH 187
Hexanoico CsH,,COOH 205
Octanoico C;H;sCOOH 239
Decandico (PF= 31° C) CoH1sCOOH 269

Fonte: HARRIS (1999).

Uma das grandes aplicacdes de acidos organicos é a sua utilizacdo como
intermediario na producédo de plasticos biodegradaveis. A diferenca deste tipo de
plastico para os de origem de petréleo esta no tempo de degradagédo. O tempo de
degradacéo depende do que foi adicionado a resina. Se a resina vem de um material
considerado biodegradavel, a ordem de grandeza de decomposicéo é de meses (6 a
12 meses) contra 40 a 200 anos, no caso de politereftalato de etileno (PET). Ja o
bioplastico séo plasticos que sao feitos de matéria-prima organica. Além disso, nem

todo bioplastico é biodegradavel.



CAPITULO 2: Revisao Bibliogréafica

Grande parte dos &cidos organicos, oriundos de microrganismos, pode
contribuir para os avangos da biotecnologia a partir fontes renovaveis. Eles séo
amplamente utilizados na industria de alimentos como aditivos. Como conservantes
podem atuar como antioxidantes e antimicrobianos e como agentes de
processamento sao adicionados para controlar a alcalinidade de diversos produtos,
podendo agir como tampdes ou agentes neutralizantes (WERPY e PETERSEN,
2004).

2.1.1 Blocos de Construcao

Os compostos pelos quais se obtém inimeros subprodutos e apresentam
uma ampla aplicacdo industrial sdo inseridos no conceito de blocos de construcéao.
Sao moléculas com varios grupos funcionais que podem ser transformados em
novas familias de moléculas utilizaveis. Estes constituem a base para o fornecimento
de uma série de substancias intermediarias e produtos finais importantes na
industria quimica (DELHOMME et al., 2009). A disponibilidade e o baixo custo sao
pré-requisitos para estes compostos serem consideradas substancias quimicas.

Um dos derivados do petréleo mais estudados atualmente para a producao
através de matérias-primas renovaveis é o grupo de acidos organicos (SAUER et al.,
2008). Constituem um grupo de ligacéo entre os blocos de constru¢do quimicos, que

podem ser produzidos por processos microbianos.

Em razado de seus grupos funcionais, os acidos organicos sédo precursores de
diversas moléculas de interesse industrial, como plastico, aditivos para alimentos e

racOes, lubrificantes, cosméticos, medicamentos e solventes.

Foram eleitos, pelo Departamento de Energia dos Estados Unidos, dez acidos
organicos como blocos de construcdo capazes de ser gerados por meio da
biomassa vegetal. Da mesma forma, BREW, um grupo europeu, selecionou 21
compostos-chave, em sua maioria acidos organicos com alto potencial de producéo,
a partir de matérias-primas renovaveis (WERPY e PETERSEN, 2004; BREW, 2006).
A Tabela 2-2 apresenta alguns candidatos em potencial para os blocos de

construcdo. Cabe observar que o acido propidnico esta inserido neste contexto.
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Tabela 2-2: Candidatos como blocos de construgéo

Numero de . .
Candidatos em potencial
Carbonos
1 Gas de sintese
2 Nenhum
3 Acido propidnico, &cido latico, glicerol, acido 3-hidroxipropiénico
4 Acetoina, acido aspartico, acido fumérico, 3-hidroxibutirolactona, acido
malbnico, acido succinico, treonina
5 Arabinotil, furfural, acido glutdmico, acido itacénico, acido levulinico,
prolina, xilitol, &cido xilénico
6 Acido 2,5 furanodicarboxilico, acido glucérico, lisina, sorbitol

Fonte: Top Value Added Chemicals from Biomass (DOE/GO- 2006). U.S. Department of
Energy

2.2 Acido Propiénico

O acido propibnico foi descrito, pela primeira vez, em 1844, por John Gottlieb
gue observou a ocorréncia deste em meios contendo produtos de degradacao de
acucares. Nos anos seguintes, outros quimicos produziram este acido por diversas
maneiras diferentes. Em 1847, o quimico francés Jean Baptiste Dumas definiu que
todos os acidos organicos seriam o mesmo componente, e 0s batizou como acido
propidnico (CORAL, 2008).

Este acido (CAS N° 79-09-4), cuja férmula quimica é CH3CH,COOH, (Figura
2-1) caracteriza-se como um liquido incolor de odor desagradavel (LIU et al., 2012).
Também chamado de acido propilico, sua nomenclatura oficial de acordo com a
IUPAC é &cido propandico, € um monocarboxilico, saturado e de cadeia aberta.
Pode ser convertido em sais chamados de propanoatos ou propionatos. Seu nome
vem da palavra grega protos = primeiro e pion = gordura, isto porque este é o menor
acido que possui propriedades de acidos graxos como a formacédo de uma camada
oleosa superfifical quando separado de meio aquoso. Quando no estado liquido puro
€ transparente e apresenta consideravel corrosividade e odor ligeiramente doce
(PLAYNE, 1985).
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Figura 2-1: Formula estrutural do acido propidnico

Possui propriedades fisicas intermediarias aos menores acidos organicos
(férmico e acético) e os maiores acidos graxos. Apesar da elevada solubilidade em
agua, conforme mencionado anteriormente, pode ser facilmente separado do meio
aquoso através da adicdo de sais (salting out). Seu vapor viola fortemente a lei dos
gases ideais ja que suas moléculas se atraem por ligacbes de hidrogénio, o que
agrupa as moléculas de maneira a formar pares ou agregados maiores (CORAL,
2008). Abaixo, na Tabela 2-3, seguem, de forma resumida, as principais

caracteristicas do acido propionico.

Tabela 2-3: Principais propriedades do acido propibnico

Propriedades Valores
Massa Molar 74,08 g/mol
Ponto de Fuséo -21°C
Ponto de ebulicdo 141°C
Densidade 0,992 g/cm?®
Viscosidade 10 mPa.s
pKa 4.8

Fonte: http://www.cdc.gov

2.2.1 Aplicacdes do Acido Propidnico

Recentemente, este acido tem chamado a atencdo por ser um importante
bloco de construgdo quimico de trés atomos de carbono. Dentre as suas mais
variadas aplicagfes, destacam-se seu papel como conservante na inddstria de
alimentos, aromatizante na inddstria de cosméticos, além de aplicacbes
farmacéuticas e na producdo de plasticos e herbicidas (SUWANNAKHAM et al.,

2006). Um relatério do Departamento de Energia dos EUA elegeu o acido propidnico

9
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como uma das 30 substancias quimicas com maior potencial para producdo em
escala industrial por vias biotecnolégicas, o que ressalta a importancia da
elaboracdo de um bioprocesso de baixo custo para a producdo deste importante
acido organico (WERPY e PETERSEN, 2004).

Possui inUmeras aplicacbes em diversas areas da industria quimica,
alimenticia e farmacéutica. Pode ser usado na fabricagdo de varios propionatos, que
sdo utilizados em produtos farmacéuticos, plasticos, agrotoxicos, antifingicos,
plastificantes (por exemplo, tripropionato de glicerol e fenil propionato), corantes,
produtos quimicos de borracha, sabores artificiais e perfumaria (ZHANG e YANG,
2009 a,b). Serve na sua forma direta ou na forma de sal (propionato de amonio e
propionato de calcio e so6dio) como conservantes para queijos e panificacdo e, na
conservacao de feno, silagem e graos (LIND, 2005; HIGGINBOTHAM, 1998). Esses
sais foram listados como seguros pelo FDA (Food and Drug Administration) além de
poderem, muitas vezes, ser usados como solvente (BOYAVAL et al . 1995). O
propionato de sodio também € utilizado em terapia de animais: dermatoses,
infeccbes de feridas, anti-artriticas, e conjuntivite (ROBERTO e MAYRA, 2002). Na
industria farmacéutica € utilizado principalmente contra artrite (BABU, 2006s). Como
resultado de uma atividade anti-microbiana, especialmente como um inibidor do
crescimento de fungos filamentosos, os sais de acido propidnico sdo principalmente
utilizados na formulacdo de alimentos e em rac¢des animais (CORAL, 2008). A
utilizacao global do acido propiénico segundo Zang (2009) encontra-se representado

na Figura 2-2.

Utilizacao Global do Acido Propiénico

1.5% 0.6%
[}0 3% ®m Conservantes de graos

1.6%

® Conservantes de racdo
animal

m Herbicidas

m CAP

® Fungicidas

® Fragancias e sabores

Produtos farmacéuticos

Figura 2-2: Grafico da utilizacdo global do &cido propidnico
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2.2.2 Aspectos Mercadoldgicos do Acido Propidnico

As maiores empresas produtoras de acido propiénico no mundo séo: BASF
(Alemanha em Verbund Ludwigshafen e China), Chemische Werke Hiils (Alemanha),
USSR (Russia), Distillers Company (Reino Unido), Celanese Chemical Company
(USA) e Eastman Chemical (USA). Atualmente, o preco do acido propibnico esta
sendo comercializado a cerca de 1-2 euros/kg (TUFVESSON et al., 2013) diferindo
de acordo com a pureza. Sua producdo anual em 2012 foi de cerca de 181 mil
toneladas nos Estados Unidos (WANG, 2013). Ja a BASF até 2010 produziu, em 50
anos, 2,4 milhdes de toneladas. De acordo com o banco de dados ALICEWEB, em
2013, o Brasil importou quase 3 mil toneladas de acido propidnico, sendo utilizado
principalmente como conservantes de graos, o que pode ser observado na Tabela
2-4.

Tabela 2-4: Dados relativos a importagéo do acido propiénico pelo Brasil

Periodo FOB* US Peso liquido (kg)
2013 3.149.665 2.621.919
2012 2.948.894 2.632.863
2011 3.041.246 2.602.716
2010 3.376.753 2.849.107
2009 2.251.670 1.685.846

Fonte: ALICEWEB (2013). *: valor livre de taxas

Apesar de ndo atingir ainda um preco competitivo, a producéo biotecnoldgica
possui vantagens como a reducdo no impacto ambiental, a ndo dependéncia das
variagcdes no preco do petroleo e a possibilidade de utilizar as matérias-primas da
condicdo de residuos para substratos em potencial, como glicerol e 0 melaco da
cana-de-acucar (FENG et al., 2011). Por isso, diversas pesquisas vém sendo

desenvolvidas com o intuito de tornar competitivo este tipo de processo.
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2.3  Processos para a Producéo de Acido Propiénico

Atualmente, muitos acidos carboxilicos (incluindo os &acidos propibnico,
butirico e acético) sdo produzidos, principalmente, por sintese quimica baseada no
petrdleo (YANG, 2008). Todavia, a preocupagdo com 0 esgotamento das reservas
mundiais de matérias-primas fosseis estimulou a busca por fontes alternativas de
producdo de produtos petroquimicos e, neste contexto, estd inserido o acido

propidnico.

2.3.1 Rota Quimica

A producao de acido propiénico por via petroquimica é realizada de trés maneiras

diferentes:

1. Oxidacao do propanal:

Processo oxidativo que pode ser catalisado por agentes fracos, como sais e
oxidos de prata sob temperaturas variando de 40 a 50°C (SOLOMONS, 1996).

KMnO,

C3HL0 + [n]( ) — CH, — CH, — COOH

2 4
2. Hidrdlise de ésteres:

CH; —CH, — CO0—X 4+ H,0 -+ CH; — CH, —COOH + X — OH
3. Oxidacao do 1-propanol:

CH; —CH, — CH, — OH + 0, — CH; — CH, — COOH

12
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2.3.2 Rota Fermentativa

Embora a rota quimica seja comercialmente utilizada, o fato de ser
empregada uma matéria-prima ndo renovavel e 0s riscos ambientais que isso
acarreta, tém provocado uma preocupacao na fabricacdo de acido propidnico. As
rotas biolégicas que valem-se de fontes renovaveis e de baixo custo poderiam ser
aplicadas para a producdo do &cido e esta poderia se tornar economicamente

competitiva, oferecendo algumas vantagens sobre a sintese quimica (ZANG, 2009).

Como outros acidos organicos fracos, o acido propioénico é capaz de inibir o
crescimento celular (ANASTASIOU, 2006). Esta substancia quimica nao dissociada
pode se difundir através da membrana celular no citoplasma e em seguida, libertar
H* dentro das células (GU et al. 1998). Assim, um actmulo de prétons é criado.
Portanto, o gradiente de pH através da membrana celular é perturbado e, em
seguida, o transporte de nutrientes e metabolitos é limitada (GU et al. 1998). De
forma a manter o gradiente de prétons através da membrana funcional, um ATP
extra deve ser consumido para expelir o préton, diminuindo o nimero de ATPs

disponiveis para o metabolismo celular (GU, 1998; HETTINGA, 1972a).

A fim de produzir &cido propibnico por meio de processo biotecnoldgico
economicamente atraente, € necessario o desenvolvimento de novos processos de
fermentacao. Além disso, a producao por rota biotecnoldgica diminuiria em cerca de
20 a 25% o potencial de aquecimento global (TUFVESSON, 2013). Neste contexto,
muitos materiais como os residuos agricolas estdo sendo avaliados para a producéo

de acido propibnico, dentre eles podemos citar os materiais lignocelulésicos.

2.4  Materiais Lignocelulosicos

Os materiais lignoceluldsicos sdo 0s compostos organicos mais abundantes

na biosfera.

O termo estrutura lignoceluldsica (Figura 2-3) refere-se a parte do vegetal

que forma a parede celular (paredes primarias, secundarias e mela-lamela),
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composta por estruturas fibrosas que sao constituidas basicamente por
polissacarideos (SANTOS e PEREIRA JR, 2009). Estes materiais sdo formados por
estruturas duras e fibrosas, compostas fundamentalmente de hemicelulose e
celulose, que se encontram unidas por ligacdes de hidrogénio e covalentes,
infiltradas por outra estrutura formada por alcoois aromaticos, a lignina (LEE, 1997).
Em menores propor¢gbes, podem ser encontrados, igualmente, acidos graxos,
taninos, resinas, fendis, compostos nitrogenados e sais minerais principalmente de

calcio, potassio e de magneésio (VASSILEV et al., 2010).

Figura 2-3: Esquema estrutural simplificado das fibras do material lignocelulésico.

A composicao basica depende do vegetal de origem e no caso dos materiais
agroindustriais depende, também, da idade, do periodo do ano no momento da
colheita e da regidao (JEFFREIS e JIN, 2000). Pode-se afirmar que estes materiais
possuem em sua composicdo entre 65 e 75 % de polissacarideos em base seca,
gue contém valiosos glicidios em suas unidades monoméricas (PEREIRA JR, 2008).
Na Tabela 2-5, apresentam-se algumas fontes de materiais lignoceluldsicos e sua
composicdo basica. Estes fatores tém forte influéncia na natureza e nos fatores de
rendimentos dos processos de hidrolise e fermentagcdo. A proporcdo destes
componentes na maioria das vezes é de 35 a 50% de celulose, 20 a 35 % de
hemicelulose e a lignina encontra-se entre 10 e 25% (SAHA, 2003) O estudo de

cada componente presente na estrutura do bagaco de sorgo leva a uma melhor
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compreensao de sua complexidade enquanto matéria-prima para a producdo de
acido propiénico.
Por tudo acima explicitado, faz-se necessario conhecer de forma mais

detalhada as principais caracteristicas dos componentes majoritarios da biomassa:

celulose, hemicelulose e lignina.

Tabela 2-5: Composi¢éo quimica de materiais lignocelulésicos em base seca

Celulose (%)

Matéria-prima Hemicelulose (%) Lignina (%)

Coniferas
(Softwoods)
Douglas 50 24a34 28,3
Pinheiro 44 .6 5.3 27,7
Espruce 45 8,8 27,9
Folhosas
(Hardwoods)
Eucalipto 49,5 13,1 27,7
Populus tristis 40 a 49,9 13al7,4 18,1a20
Residuos
Industriais
Gramineas (bagago
dii;‘;ﬁ?j’el?:ggggn 25 a 50 25 a 50 10230
etc)

Sabugo de milho 45 35 15
Palha de milho 36,8 a 39 14,8 a 25 15,1a23,1
Casca de arroz 36,1 14 19,4

Herbé&ceas
Grama bermuda 25 35,7 6,4
Switchgrass 31a32 20,4 a 25,2 14,5 a 18,1
Residuos
Celulosicos
Jornal 40a 64,4 4,6 a40 18,3a21
Papel 85a99 0 0ail5

Fonte: Modificado de Aita e Kim (2010).

2.4.1 Celulose
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A celulose (Figura 2-4) (CeH100s)n, € o principal componente da parede celular
da fibra vegetal. E a matéria organica mais abundante sobre a Terra, consistindo
aproximadamente em 50% de toda a biomassa e em uma producéo anual de cerca
de 100 bilhdes de toneladas (YANG et al., 2007). E um homopolissacarideo linear
composto por unidades de B-D-glicose (até 15000 unidades), unidas por ligacdes
glicosidicas [(1-4) carbono-carbono e por ligagbes de hidrogénio inter e
intramoleculares (ARANTES & SADDLER, 2010).

Parede Celular

Célula Vegetal

Microfibra
H OH CH,OH HoOM CH,OH M OH CH,OH
Q 1+ {+]
-0 oM W M H 8“ o oM H H g" 0 g" M H H o o~
- o N 0 M Ny 0 v &=
CH,OM H OH  CH0M H OH  CH,OM H O

Celulose

Figura 2-4: Fibra de celulose na parede das células vegetais.
Fonte: Moor, et al.,1998

As ligacbes intermoleculares (03-H-O5") sdo responsaveis pela rigidez da
celulose e as intramoleculares (06-H-O2'e 06-H-O3") sdo responsaveis pela
formacao de estruturas ordenadas chamadas fibrilas que se associam formando as
fibras de celulose (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). As fibrilas apresentam regides
com elevado grau de cristalinidade, nas quais cadeias de glicana estdo ligadas em
paralelo e regides amorfas, com menor grau de ordenacao. As fibras possuem maior
resisténcia a tracdo, a solvatacdo (absorcdo de solvente) e ao alongamento na

regi&o cristalina que na regido amorfa (VASQUEZ et al, 2007).

O grau de polimerizacdo e o indice de cristalinidade s&o propriedades
classificatorias dos polimeros celulosicos. O indice de cristalinidade pode ser
quantificado pelo método de difracdo de raios X e esta associado a reatividade do
substrato. Ja o grau de polimerizacdo informa a frequéncia relativa de ligagbes

glicosidicas internas e terminais, disponiveis para a atuacao de celulases. Este grau
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pode ser determinado pelo numero médio de mondmeros e peso médio do polimero,
assim como inferido a partir de sua viscosidade (D" ALMEIDA, 1998).

Este homopolimero, dependendo da fonte de celulose, possui entre 8000 e
14000 unidades de glicose, correspondendo a uma massa molecular de cerca de 2,3
milhdes de unidades de massa atomica (SHLESER, 1994). O tamanho pode ser
expresso em termos do grau de polimerizacdo. A unidade de repeticao € a celobiose
(RAMOS, 2003). Isto se deve as ligacdes B pelas quais os mondémeros de glicose
sao unidos fazendo com que moléculas adjacentes encontrem-se arranjadas com
uma rotacéo de 180° C entre si (STRYER, 1996).

A celulose, por sua estrutura cristalina altamente organizada e pela barreira
fisica de lignina que circunda suas fibras, é resistente a hidrélise, 0 que consiste em
um grande desafio para a utilizacdo deste material (ARANTES e SADDLER, 2010).

2.4.2 Hemicelulose

A hemicelulose (Figura 2-5) é uma macromolécula em cuja composi¢ao
podem aparecer condensadas e, em propor¢des variadas, as seguintes pentoses e
hexoses: B-D-manose, [B-D-glicose, a-L-arabinose, a-D-galactose e [-D-xilose,
dependendo da origem da matéria-prima. Adicionalmente, podem ser encontrados
acidos como B-D-glucurénico, B-D-galacturénico e a-D-4-O-metilglucurénico, além
de alguns grupos acetil. (KOOTSTRA et al., 2009).

Figura 2-5: Estrutura tipica da hemicelulose.
Fonte: Mussato (2002)
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A variedade de ramificagcbes e ligacbes, bem como a presenca de diferentes
unidades monomeéricas, contribui para a complexidade da hemicelulose e de suas
diferentes conformacgfes. Esta fracdo possui grau de polimerizacdo de 100 a 200
unidades de acucares (LIMA e RODRIGUES, 2007). Sem regides cristalinas, devido
ao seu grau de ramificacdo, esta constituida, majoritariamente, por uma mistura de
polissacarideos de baixa massa molecular como xilanas, arabinanas e mananas,

mas podem ser encontrados polissacarideos mais complexos (FOGEL, 2004).

A xilana é o componente em maior quantidade do complexo hemicelulésico,
constituindo entre 15 e 30% da massa seca total nas madeiras duras, formadas
sobretudo por glucouranoxilanas e 7-12% das madeiras macias, formadas por

arabinoglucouranoxilana e galactoglucomananas, principalmente (NAIR et al., 2010).

Devido ao menor grau de cristalinidade e a baixa estabilidade das ligacbes
glicosidicas (comparando-se a celulose), os mondmeros constituintes das xilanas
podem ser recuperados utilizando acidos diluidos (PEREIRA Jr., 1991; DU PREEZ,
1994; HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).

O entendimento das caracteristicas (Tabela 2-6) da celulose e da

hemicelulose € importante para definir a estratégia de aproveitamento das

biomassas.

Tabela 2-6: Resumo das caracteristicas das fragdes de celulose e hemicelulose

Celulose Hemicelulose

Unidades de glicose ligadas entre si Unidades de hexoses e pentoses ligadas

entre si
Alto grau de polimerizacdo Baixo grau de polimerizacéo
Insoluvel em &lcalis Solavel em alcalis
Arranjo fibroso N&o possui arranjo fibroso
Regides amorfas e cristalinas N&o possui regides cristalinas
Atacada por acido inorganico diluido a Atacada por acido inorganico diluido a
quente quente
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2.4.3 Lignina

A lignina € um composto quimico que confere rigidez a parede celular e, nas
paredes da madeira age como um agente permanente de ligacdo entre as células,
gerando uma estrutura resistente ao impacto, compressao e dobra. Cabe ressaltar
gue a lignina quando liberada dificulta os processos fermentativos, uma vez que nao
facilita o acesso a celulose (READING et al., 2003).

A fracéo é formada pela polimerizacao desidrogenativa (iniciada por enzimas)
do alcool trans-coniferilico, alcool trans-p-cumarilico e &lcool trans-sinapilico (Figura
2-6), os quais produzem uma molécula heterogénea, opticamente inativa, hidrofébica
e com muitas ligacdes cruzadas. A proporcdo dos trés compostos resulta em
diferentes ligninas: as formadas pelos alcoois coniferilico e sinapilico (s&o menos
complexas) e as formadas pela combinacdo dos alcoois coniferilico e p-cumarilico.
(FENGEL & WEGENER, 1991; ABREU & OERTEL, 1999).

HO— =m0 —
— —CHsOH  HO— —_—
H1CO —_ —CHOM
H.CO
alcool trans-coniferilico alcool trans-sinapilico

HO— R

— —CH,OH

alcool trans-para-cumarilico

Figura 2-6: Alcodis precursores da lignina.
Fonte: D Almeida (1988)

A macromolécula de lignina ndo pode ser descrita como uma combinacéo
simples de algumas unidades monoméricas, como no caso da celulose e da
hemicelulose. Esta dificuldade reside no fato de que a polimerizacdo dos
constituintes da lignina apresenta uma alta variedade de ligacdes (aproximadamente

10 tipos de ligagdes). A mais importante € 3-O-4, que representa 50% das ligacoes,
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vista entre as unidades 1-2, 2-4, 4-5, 6-7, 7-8 e 13-14 da molécula (HENDRIKS e
ZEEMAN, 2009).

A lignina constitui uma fonte potencial de valiosos insumos para a industria
quimica por ser o maior depdsito de estruturas quimicas aromaticas e por
representar um dos maiores estoques de carbono/energia da natureza. Nos dias
atuais, o foco dos estudos com este material tem se voltado para o uso da lignina
como fonte de energia para 0s processos, 0 que garantiria uma eventual auto
eficiéncia. Essa situacdo seria positiva por reduzir a dependéncia por recursos

energéticos fosseis externos (PEREIRA Jr. et al., 2008).

2.4.4 Outros Compostos

Os materiais lignocelulésicos podem conter uma gama de extrativos
organicos, os quais podem ser extraidos (compostos intermediarios do metabolismo
vegetal) por solventes polares e apolares. Dentre esses componentes que possuem
carater inibitério nos processos de conversado da biomassa cabe citar: acidos graxos,
ceras, alcaloides, 6leos essenciais, proteinas, gomas, resinas entre outros (OCTAVE
e THOMAS, 2009).

A biomassa vegetal, devido aos nutrientes absorvidos durante o seu
crescimento, contém uma pequena quantidade de matérias inorganicas, tais como,

sédio, célcio dentre outros (YU et al., 2008).

2.5 Materiais Lignocelulésicos e o Conceito de Biorrefinaria

Matérias-primas lignocelulésicas para a producdo de biomateriais e
bioenergia incluem o uso de residuos agricolas e hortalicas; residuos florestais;
sélidos urbanos; esterco; gramineas; culturas energéticas; plantas aquaticas e
residuos de papel e de algoddo (RUMANE et al., 2010; FAHD, 2012).

A selecdo de matérias-primas para as operacdes em biorrefinarias depende
de vérios critérios, dentre os quais podemos citar: potencial de rendimento por
hectare, adaptacdo as condi¢des climaticas, caracteristicas da biomassa, insumos

agricolas necessarios e 0s usos potenciais (FAHD et al., 2012). Dentre os materiais
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que ja estdo sendo usados em paises desenvolvidos, somos capazes de citar 0os
residuos agricolas, a madeira e o esterco animal (KCS et al., 2011). Na Tabela 2-7,
€ possivel observar algumas das principais matérias-primas que podem ser

utilizadas em biorrefinarias.

Tabela 2-7: Principais matérias-primas para o uso em biorrefinaria

Matérias-primas Estimativa de produc¢édo em 2025
Palha de arroz 1267 milhdes de ton/ano em 2025
Palha de trigo 1639 milhdes de ton/ano em 2025
Palha de milho 1413 milhdes de ton/ano em 2025

Bagaco de cana 666 milhdes de ton/ano em 2025

Bagaco de sorgo 108 milhdes de ton/ano em 2025

Residuos florestais e de

X 2,6 bilhdes de ton/ano em 2025
madeira

Fonte: KCS et al,. 2011

O termo biorrefinaria se refere ao uso de matérias-primas renovaveis e de
seus residuos, de maneira mais integral e diversificada, para a producdo por rota
guimica ou biotecnolégica de uma variedade de substancias e energia com minima

geracao de residuos e emissfes (PEREIRA Jr et al., 2008).

Y

Este conceito esta intimamente ligado a definicdo de desenvolvimento
sustentavel. A definicho mais aceita para desenvolvimento sustentavel € o
desenvolvimento capaz de suprir as necessidades da geracdo atual sem
comprometer a capacidade de atender as necessidades das geracées futuras. E o
desenvolvimento que ndo esgota os recursos no futuro (MARVIN et al., 2011). Essa
definicdo surgiu na Comissdo Mundial sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento
criada pelas Nacdes Unidas para discutir e propor meios de harmonizar dois
objetivos: o desenvolvimento econdmico e a conservagdo ambiental (MCKONE et
al.,2011).

A utilizacdo de biomassas lignocelulésicas dentro do conceito de biorrefinaria
encontra-se fundamentada em dois pilares (Figura 2-7): bioquimica e termoquimica.
A bioquimica embasa-se na transformacédo bioquimica e ou quimica das unidades

constituintes do material lignocelulésico, maxime de aclUcares que foram
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previamente extraidos por meio de processos quimicos e enzimatico. Ja na
termoquimica o material é transformado por processos que envolvem altas
temperaturas em sistemas que permitem o controle de oxigénio para a producao de
bio-6leo ou gas de sintese (PEREIRA Jr., 2008). Ambos os pilares visam fornecer

blocos de construcéo para a obtencéo de diferentes produtos.

PLATAFORMA BIOQUIMICA
® Hidralise (quimica/enzimatica) intermediarios

* Fermentacdo glicidicos ou
derivados de lignina

* Conversao da lignina

PRODUTOS
BIOMASSAS * combustiveis
* Cultivos energéticos * substancias quimicas
* Residuos agricolas/agroindustriais * energia

Intermediarios

PLATAFORMA TERMOQUIMICA gasosos ou liquidos

* Pirolise (bio-dlea)
* Gaseificacdao (BTL; GTL)

Figura 2-7: Esquema simplificado para a formagé&o das biorrefinarias (Fonte: PEREIRA Jr.,
2008)

2.6 Sorgo

A planta de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) é uma planta que pertence a
familia Poaceae, pode atingir de 1 a 4 metros de altura (MAGALHAES et al., 2000) e
na atualidade esta entre os cinco cereais mais cultivados no mundo. Somente arroz,
trigo, milho e batata o superam em termos de quantidade de alimento consumido.
Sua origem se deu na Africa por volta de 3.000 A.C. entretanto, a india, hoje em dia,
possui a maior area de cultivo de sorgo do mundo, enquanto que os Estados Unidos
€ 0 maior produtor de graos de sorgo. O Brasil, onde o sorgo foi mais recentemente
introduzido (meados do século XX), ja configura entre os 10 maiores produtores. As
plantas de sorgo possuem, aproximadamente, os mesmos niveis de proteinas,
amido e lipideos, porém, em relagdo a alguns compostos fendlicos, temos os que
podem ou ndo ocorrer, principalmente o tanino (MAGALHAES e DURAES, apud
PINEDO, 2009).
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O fato de o sorgo conseguir se adaptar a diferentes tipos de ambientes, em
especial em condi¢des de seca, onde a producdo de outros cereais é antieconémica,
tornou esta cultura muito popular em varias partes do mundo e, por isso ele € téo
difundido (WILLIAMS et al., 1999). Sua principal utilizacdo é como fonte de alimento,
tanto humano quanto animal. Na Austrédlia, América do Sul, Estados Unidos e
Europa sua principal utilizacdo € a racdo animal e na Asia, Africa, América Central,
Russia, e China o utilizam como fonte de alimento (BARCELOS, 2012).

Sua reconhecida versatilidade se estende até o seu uso como matéria-prima
para a extracdo de acucares de seus colmos, producdo de bebidas alcodlicas, uso
de suas paniculas para confeccdo de vassouras, alcool anidro, colas, tintas e
forragem na nutricdo de ruminantes (BARCELOS, 2012).

Entre as espécies alimentares ele é um dos mais eficientes tanto do ponto de
vista fotossintético, pois usa o ciclo C4, que é a forma mais eficiente de fotossintese,
quanto do ponto de vista de velocidade de maturagcdo, uma vez que alguns hidricos
chegam ao grau de maturidade em 75 dias ou menos (BARCELOS, 2012). Além
disso, sédo resistentes a seca, acidez e salinidade do solo e toxicidade (PAZIANI e
DUARTE, 2006; SANTOS, 2007; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996). Pode
ser cultivado tanto em zonas tropicais quanto em temperadas, possuindo uma
producdo de massa verde de 28 a 138 ton/ha e de 9 a 40 ton/ha de massa seca. A
cultura do sorgo pode ser manual ou mecanizada, onde em geral sao utilizados os
mesmos equipamentos de colheitas como arroz e milho (EMBRAPA MILHO E
SORGO, 2008).

Na safra de 2010/2011, a producdo mundial de sorgo foi estimada em 65
milhdes de toneladas e a area de plantio de aproximadamente 41 milhdes de
hectares. O Brasil, que ocupou o nono lugar no ranking mundial, com 2,6% da
producdo (USDA, 2011), tem este cereal produzido em diversas regides sendo que
as duas principais sdo Sudeste e o Sul, mais especificamente na area do Rio
Grande do Sul. Esta cultura esta se solidificando no Centro-Oeste e em lugares de
Minas Gerais e S&o Paulo como plantio de sucessdo a culturas de verdo
(EMBRAPA, 2011), e a producéo brasileira foi de 2,240 milhdes de toneladas em
uma area de 789 mil hectares (CONAB, 2013).

O sorgo é classificado em 4 grupos (Figura 2-8): sorgo granifero, forrageiro,
vassoura e sorgo sacarino.
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O sorgo granifero € um tipo de porte baixo, com altura méxima de 1,7 metros
que produz na extremidade superior uma panicula (cacho) compacta de gréos. O
grao é o produto principal. ApGs a colheita o resto da planta ainda pode ser usada
como feno ou pastejo. E 0 sorgo com a maior expressdo econdmica no Brasil. E
utilizado como ragéo para bovinos, aves e suinos e produz farinha a partir do cereal.
O gréo ainda pode ser reaproveitado para a racédo animal (BARCELOS, 2012).

Figura 2-8: Culturas de sorgo no brasil: a)sorgo sacarino, b)sorgo vassoura, c)sorgo
forrageiro e d)sorgo granifero. Fonte: http://www.acessorural.com.br e

http://www.asbraer.org.br

O forrageiro é um sorgo de porte alto (cerca de 2 metros). Melhor adaptado
ao agreste e a Pernambuco, possui muitas folhas, poucas sementes, paniculas
abertas e também pode possuir um colmo doce. Quando isso acontece, ele pode ser
chamado de sorgo sacarineo (DIPAP, 2010). Serve para uma elevada producao de
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forragem e tem seu consumo quase total feito dentro da propriedade, uma vez que o

custo para o transporte deste material ndo deve ser compensador (DUARTE, 2003).

J& 0 sorgo vassoura apresenta como particular caracteristica a panicula em
forma de vassoura, e sua principal producdo no Brasil € no Rio Grande do Sul, onde
€ usado no artesanato e na confec¢cdo de vassouras, dai a sua denominacgao
popular (ABOISSA, 2013).

O sorgo sacarineo é o unico que fornece graos e colmos, estes podendo
chegar a cerca de 5 metros de altura e ser utilizados como substrato para a
producdo de xarope, combustivel, acucar, cercas, telhado e papel (CERES, 2010).
Com o uso de sementes, este sorgo pode ser plantado em rotacdo com outras
culturas. Além disso, como ja dito anteriormente, o alto teor de aglcares contidos no
colmo, elevada producdo de biomassa, antecipacdo da colheita em relacdo a cana-
de-acUcar e a facilidade de mecanizacdo de cultura colocaram o sorgo como uma

excelente matéria-prima derivada de fontes renovaveis (MAPA, 2011).

Na Tabela 2-8, se pode observar a composicdo média do bagaco, caldo e
graos de sorgo sacarino. Os graos diferem pela dureza, textura, tamanho, estrutura,
pigmentacdo e caracteristicas bioquimicas (NOVELLIE, 1962; ROONEY, 1969,
SWATSON et al., 1994).

Tabela 2-8: Composi¢do média dos gréos, caldo e bagaco de sorgo

Graos (% base iumida) Caldo (% base imida) Bagaco (% base seca)
Amido 70,1 Sondos 18 Celulose 38,5
Proteinas 11,2 Sacarose 8,5-12,4 Hemicelulose 21,4
Cinzas 1,8 Frutose 1,2 Lignina 17,6
Umidade 11.6 Amido 0,5 Proteinas 1,1
Fibras 1,82 Agua 84 Extrativos 13,7
Lipideos 3,54 Glicose 2,1 Cinzas 3,7

Fonte: Wu et al., 2007; Rossell (2011)

O sorgo € uma cultura neutra de emissdes de gases (CO, neutral) e a
composicdo do bagaco e do caldo é semelhante ao da cana-de-agucar, assim como

a eficiéncia energética do bagaco para a cogeracao que € de 2,20 kcal/kg para o
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bagaco de sorgo e 2,15 kcal/kg para o bagaco de cana (ALMODARES e HADI,
2009).

Com todas as qualidades demonstradas anteriormente, o sorgo se mostra um
material lignocelulésico bastante promissor para o desenvolvimento de substancias
quimicas por rota biotecnoldgica, e por isso o bagaco de sorgo sacarino foi escolhido

como matéria-prima a ser estudada nesta pesquisa.

2.7 Pré-Tratamentos para os Materiais Lignocelulésicos

O pré-tratamento (Figura 2-9) € um processo que tem como objetivo clivar
seletivamente as ligagdes que unem as macroestruturas, separando assim, as
fracOes lignoceluldsicas, adequando a matéria-prima as condi¢des de transformacao
requeridas para uma acao eficiente dos microrganismos ou enzimas a serem
empregados. Outrossim, devem reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a
porosidade dos materiais (SUN e CHENG, 2005), sem grande formacdo de
compostos inibitérios de fermentacéo (LASER, 2001).

Lignocellulose Hemicellulose
S AN PR b
/ Cellulose
Lignin
Pretreatment

Figura 2-9: Efeito do pré-tratamento quimico em materiais lignoceluldsicos.
Fonte: Mosier et al, 2005.
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Para ser considerado adequado e eficiente, o pré-tratamento deve estar de
acordo com os itens a seguir (SUN e CHENG, 2002):

> baixos custos operacionais;

> poder ser realizado em escala industrial;

> gerar pouco ou nenhum produto de degradacgdo de acucares e lignina;
> alta recuperacao de todos os carboidratos;

> alta digestibilidade da celulose;

> altas concentracfes de acuUcares liberados na fracao liquida;

> demandar pouca energia.

Os processos de pré-tratamento podem ser classificados como fisicos, fisico-
qguimicos, quimicos e biolégicos, conforme o agente que atua na alteracao estrutural
(ALVIRA et al., 2010). Todos os pré-tratamentos aumentam a bioconversdo da
biomassa e a digestibilidade, mas a deslignificacdo varia de acordo com o pré-

tratamento desenvolvido.

Como pré-tratamentos fisicos sdo conhecidos os processos de pirdlise e
trituracdo mecanica. No primeiro, o material € submetido a altas temperaturas para
permitir uma hidrélise quimica posterior. Ja 0 segundo processo € caracterizado pela
cominuicdo do material por fragmentacdo, moagem ou esfarelamento (SUN e
CHENG, 2002).

Os fisico-quimicos séo utilizados para aumentar a suscetibilidade do material
lignocelulésico ao ataque enzimatico e separar a fracdo hemicelulésica.
Caracterizam-se pelo tratamento do material em elevadas pressodes e temperaturas,

e o posterior resfriamento rapido. Entre os pré-tratamentos deste tipo destacam-se:

> explosao por 002 — neste caso, o material é impregnado com CO2 que

se transforma no correspondente acido e incrementa o processo hidrolitico;

> explosdo a vapor ou auto-hidrélise - neste processo o material é
tratado com vapor de &gua saturado em alta pressdo, seguido de uma
despressurizacdo quase instantanea, permitindo a solubilizacdo de alguns
mondmeros e variados polissacarideos da fragdo hemicelulésica, a transformacgéo
da lignina e o aumento da susceptibilidade da celulose & posterior hidrélise (GIRIO et
al., 2010; SASSNER et al., 2006);
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> explosdo com aménia - neste caso, 0 material € impregnado ou
embebido numa solugcédo de amodnia durante o processo com o intuito de aumentar a
taxa de sacarificagdo da celulose. (FERRER et al., 2002; MOSIER et al., 2005);

> pré-tratamento com agua superaquecida - altas pressdes sao
utiizadas para manter a &gua, em fase liquida, em contato com o material
lignocelulésico com caracteristicas de hidrélise semelhantes ao processo com
explosdo com vapor. A hidrdlise da fracdo hemicelulésica € catalisada,
principalmente pelos ions hidrogénio liberados pelo acido acético provenientes do
grupo acetil presentes na estrutura. A vantagem deste processo é a reducdo de

insumos necessarios para a reducao do hidrolisado (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).

No caso dos pré-tratamentos quimicos, as caracteristicas de cada processo

sao variadas. Alguns desses processos sdo descritos a seguir:

> pré-tratamento acido - neste processo sdo utlizados éacidos como
catalisadores do rompimento entre as fracdes, e/ou das proprias fracdes, em
condicbes que variam desde as mais drasticas, com o objetivo de hidrolisar a
celulose, até moderadas, para a solubilizacdo seletiva os monémeros constituintes
da fracdo hemicelulolésica (MOSIER et al., 2005);

> ozondlise: o 0zdnio é utilizado neste processo para retirar a lignina do
material lignocelulésico, deixando-o mais acessivel ao ataque enzimatico (ALVIRA et
al., 2010);

> pré-tratamento alcalino - a presenca de alcalis durante o processo de
hidrélise permite a saponificacdo de ligacGes éster que ocorrem entre xilanas e entre
xilana e lignina, permitindo a extracdo de uma parte dessas fracdes (lignina e
hemicelulose), ao mesmo tempo em que é reduzida a cristalinidade das fibras do
complexo celulésico (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009);

> deslignificagdo oxidativa - neste processo enzimas peroxidases s&o

utilizadas para biodegradar a lignina em presenca de H,0, aumentando a

susceptibilidade das fibras a posteriores processos de hidrolises (HENDRIKS e
ZEEMAN, 2009) e

> processo organosolv - uma mistura de acido e solvente orgéanico
(geralmente etanol) é utilizada neste processo para o rompimento das ligacdes
internas da lignina e da hemicelulose (SOARES, 2011).
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Nos pré-tratamentos bioldgicos sao utilizados biocatalisadores (enzimas) para
clivar seletivamente as ligacdes presentes no material lignocelulésico. Em outros
casos, sdo utilizados microrganismos, especialmente, actinomicetos e fungos
basidiomicetos, para tornar o material mais acessivel aos tratamentos subsequentes
(SUN e CHENG, 2002).

Os pré-tratamentos para o uso de solidos super-acidos e liquidos ibnicos,
além de dependerem de produtos derivados do petroleo, apresentam uma
complexidade técnica ainda inviavel para a aplicacdao industrial (ZAVREL et al.,
2009; ALVIRA et al., 2010).

A explosdo de vapor, apesar de ser o pré-tratamento mais comum, ndo atinge
os valores de rendimento em recuperacdo de xilose descritos para o processo de
pré-tratamento acido, que superam 95% (FOGEL, 2005). E por essa razdo que o
pré-tratamento &cido escolhido para o desenvolvimento do presente trabalho seré

descrito com maior detalhe na sequéncia.

2.7.1 Pré-Tratamento com Acido Diluido

A hidrélise da fragdo hemicelulésica de materiais lignocelulésicas com &cido
diluido tem sido considerada um dos melhores pré-tratamento para residuos
industriais, uma vez que € bastante eficiente, rapida e simples (SILVERSTEIN et
al.,2007).

Esta técnica é especialmente util na solubilizacdo e separacdo da fracdo
hemicelulosica, quando realizada com &acidos diluidos, permitindo, igualmente, o
aumento da susceptibilidade da celulose a futuros processos de pré-tratamento sem
afetar, de forma notavel, sua estrutura base. Esta caracteristica do processo
possibilita a obtencédo de hidrolisados com maior conteddo de xilose em relagéo a
outros glicideos (BAUDEL, 2006).

Durante este processo, os catalisadores liberam prétons que clivam as
ligagbes heterociclicas de éter entre os monémeros das cadeias poliméricas da
hemicelulose e no da celulose, como acontece quando utilizados &cidos

concentrados. Nesta clivagem séo liberadas diversas substancias, sendo
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predominantes xilose, glicose e arabinose. Entre os acidos utilizados para este tipo
de processo encontram-se: H,SO4, HNOj3;, HF, HCI, e CH3COOH (Aguilar et al.,
2002; Sun e Cheng, 2002; Cuzens e Miller, 1997; Rodriguez-Chong et al., 2004).
Existem dois tipos de pré-tratamento: o acido concentrado a baixa temperatura e o

diluido a altas temperaturas.

Os processos utilizando acidos concentrados permitem a hidrolise da celulose
e da hemicelulose, tendo como vantagem a conducdo em temperaturas moderadas
e independéncia de enzimas. Ja as desvantagens sdo inumeras: degradacdo de
acucares sendo necessario a recuperacdo dos acidos para viabilizar o processo e
corrosdo dos equipamentos utilizados(GIRIO et al., 2010).

Por outro, os tratamentos com acidos diluidos podem ser de dois tipos:
temperaturas de até 160° C em processo em batelada e alto teor de sdlidos (10-
40%) e temperaturas mais elevadas, acima de 160° C, em processo de fluxo
continuo para baixas concentracdes de solidos (5 -10 % peso de substrato/peso de
mistura de reacao) (MCMILLAN, 1994).

O tratamento com acidos diluidos tem como vantagem permitir igualmente
aumentar a susceptibilidade da celulose sem afetar sua estrutura basica. Tal
caracteristica permite a obtencdo de hidrolisados com alto contetdo de xilose em
relagdo a outros glicidios. O acido sulfarico € amplamente utilizado neste tipo de
processo com faixas entre 0,5% e 1,5%, com temperaturas que variam entre 121° C
a 160° C (GIRIO et al., 2010).

Como desvantagem do processo de pré-tratamento &cido, cabe destacar a
formacdo de inibidores do crescimento celular e da fermentagdo de xilose. Por
exemplo, a presenca de hexoses como manose, galactose e glicose, e/ou de
pentoses, pode promover uma diminuicdo na utilizacdo da xilose, por preferéncia
metabodlica por esses glicideos, e/ou a inibicdo das enzimas responsaveis pelo
metabolismo desta pentose. Apesar disso, o consumo de xilose € restabelecido
guando esgotados esses glicideos fermentaveis (DU PREEZ, 1994). Outros tipos de
inibidores podem limitar ou até impedir o consumo da fonte de carbono e/ou reduzir
a cinética de crescimento, prejudicando o desempenho da fermentacdo. A inibicdo
pode também ser resultado da sinergia entre as varias substancias presentes no
hidrolisado. Entre os inibidores mais comuns, gerados no pré-tratamento acido,
destacam-se: acido acético, furfural, hidroxi-metil-furfural (HMF) e substancias
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fendlicas (PALMQVIST et al., 1999). O acido acético formado pela desacetilacdo da
hemicelulose em concentra¢cdes acima de 3g/L configura-se como um téxico aos
microrganismos, enquanto os compostos fendlicos, produtos de degradacdo da
lignina, sdo toxicos mesmo em baixas concentracdes (FELIPE et al., 1995;
ROBERTO et al., 1991, PARAJO et al., 1998).

Além das substancias provenientes da degradacdo das fracdes do material
lignoceluldsico, alguns ions de metais gerados de corrosdo de equipamentos podem
ser inibidores. Por exemplo, os fons Zn*?, Co*™ e Cd* s&o inibidores da enzima
xilose desidrogenase, de destacada importancia no metabolismo da xilose
(LARSSON et al.,1998).

Logo, os métodos para a destoxificagcdo do hidrolisado, a ser utilizados como
meio de fermentacdo, variam de acordo com o tipo de inibidor presente. Entre os
métodos mais conhecidos encontram-se mudancas de pH com CaO, Ca(OH),
utilizacdo de carvao ativo, colunas de troca ibnica, precipitacdo, extracdo com
solventes organicos, evaporacao, peneiras moleculares, polieletrélitos e até enzimas
(OLSSON e HAHN-HAGERDAL, 1996; POUTANEN et al., 1990; HAHN-HAGERDAL
etal., 1991 e RUNQUIST et al., 2010).

O pH do hidrolisado hemicelulésico obtido no processo de pré-tratamento
acido diluido deve ser corrigido para a sua utilizacdo nos processos fermentativos.

2.8  Microrganismos Produtores de Acido Propiénico

Diversos géneros de bactérias anaerobias produzem &acido propiénico como
produto principal. A esse grupo pertencem Propionibacterium, Clostridium,
Fusobacterium entre outras (BOYAVAL, 1995; SESHADRI, 1993; PLAYNE, 1985).
Algumas, como por exemplo a Veillonela, podem utilizar um espectro mais limitado
de substratos (SUWANNAKHAM, 2006). Por este motivo, a espécie
Propionibacterium sp. foi mais amplamente estudada para a producdo de acido
propidnico por via fermentativa (THIERRY et al., 2011).

O acido propibnico produzido por essas bactérias foi observado pela primeira

vez na fabricacdo de queijo, no inicio do século XIX, com Freudenreich e Orla
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Jensen, Van Niel , Werkman e Kendall. Eles nomearam cerca de 11 espécies deste
microrganismo. As principais espécies capazes de produzir sdo P. acidipropionici, P.
freudenreichii, P. freudenreichii subsp. shermanii, P. jensenii e P. thoenii. Outra
classe de bactérias deste género ocorre tipicamente na pele de animais, inclusive
humanos, principalmente as espécies P. acnes e P. acidifaciens (THIERRY et al.,
2011).

Devido a auséncia de toxicidade e por possuir grandes propriedades
biotecnolégicas esse microrganismo recebeu do American Food and Drug
Administration (FDA) o titulo de GRAS (Generally Recognized as Safe). As bactérias
propidnicas desempenham um papel importante numa variedade de aplicacbes
industriais e seus requisitos de nutrientes, condi¢cdes de crescimento, e propriedades
do seu metabolismo sdo amplamente estudadas (DORNER, 1939; MOGENSEN et
al., 2002).

As bactérias Propionibacterium sp. sdo, em geral, ndo apresentam
mobilidade, gram-positivas, ndo formam esporos, catalase positivas, tém forma de
bastonetes e sdo anaerdbias facultativas (LIU et al., 2011). Uma ampla variedade de
fontes de carbono pode ser utilizada, tais como, glicose, lactose, xilose, sacarose,
glicerol e lactato. A principal fonte de nitrogénio para o crescimento da bactéria vem
de extrato de levedura e tripticase. Um ambiente anaerdbico para o crescimento do
microrganismo pode ser obtido pela introducdo do gas nitrogénio no headspace de
fermentadores. Os fons. Mg?* e Mn?** no meio tem um papel importante na eficiéncia
de converséo do metabolismo celular (BALAMURUGAN et al. , 1999)

As condic¢des 6timas de crescimento deste tipo de bactéria sdo: temperatura
variando na faixa de 30 a 37°C (CORAL, 2008), uma vez que sdo mesodfilas e pH
entre 6 e 7(SESHADRI, 1993; HSU, 1991; NANBA, 1983). Se o pH estiver abaixo de
4,5, ndo existe quase nenhum crescimento e a formacédo de acido é muito baixa
(HSU , 1991; PLAYNE , 1985).

Propionibacterium acidipropionici foi a espécie estudada nesta pesquisa, por
ser uma das espécies mais utilizadas para a producdo de acido propiénico por via
fermentativa. Esta bactéria foi também considerada segura pelo European Food
Safety Authority (EFSA) (EFSA, 2009).
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2.9 Metabolismo Propionibacterium

As bactérias propibnicas utilizam a via dos acidos dicarboxilicos para produzir
acido propibnico através das fontes de carbono. A glicélise € a via metabdlica
responsavel por catabolizar glicose em fosfoenolpiruvato (PEP), um intermediario da
via glicolitica. As bactérias propidnicas possuem a maior parte das enzimas do ciclo
das hexoses-monofosfato (HMP) que proporciona a conversao de glicose a piruvato,
catabolizando a glicose por uma combinacao dos ciclos Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) e HMP (Figura 2-10). Entretanto, o grau de envolvimento em cada ciclo ndo é
ainda totalmente conhecido (CHOI & MATHEWS, 1994).

Glicose + Xilose

MADH MADH

E;?\:u \HAMF"
NADH‘//, | “NADH+CO;

Fosfoenolpiruvato

ADP.
ATP
MAD* Piruvat
MADH Oxaloacetato
Co: . Propionil-CoA WA .
Acetil-Cof NZ "
. P Metilmalonil-CoA
| Coh Ma"am
Acetil fosfato H ADP=NADH |, FP
ADP ATP=MNALH PH:
(4] ”"_H_._’:-:. Succinil-[‘mlﬁ. .
TP — Succinato - Fumarato
Acetato F"rnpinl::atn FP FPH:z

Figura 2-10: Via metabdlica das Propionibacterium sp. Seguem a representacdo das
enzimas por nameros: (1) piruvato quinase, (2) complexo piruvato desidrogenase, (3) , (4)
acetato quinase, (5) PEP carboxilase, (6) oxaloacetato transcarboxilase, (7) malato
desidrogenase, (8) fumarase, (9) succinato desidrogenase, (10) propionil CoA: succinil CoA
transferase e (11) metil malonil isomerase. Fonte: adaptada de SUWANNAKHAM, 2005.
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Através da via EMP, um mol de glicose é convertido em 2 mols de PEP e gera
2 mols de NADH, enquanto que pela via HMP fornece 5 mols de PEP e 11 de NADH
a partir de 3 mols de glicose. Abaixo seguem as equacdes estequimétricas da
fermentacdo do &cido propibnico por P. acidipropionici utilizando glicose e xilose

como substratos.

Glicose +2 NAD® — 2 PEP + 2 NADH
3 Glicose + 11 NAD" — 5 PEP + 3C0, + 11 NADH
PEP + CO, + 2 NADH+ 2ADP — Succinato + 2 NAD® + 2ATP
PEP + ADP — Piruvato + ATP
Piruvate + NAD* + ADP — Acetato + NADH + ATP + CO,

Piruvato + 2NADH+ ADP — Propionato + 2NAD™ + ATP

Xilose + °/3 NAD* - 5/; PEP + °/; NADH
Xilose + ATP+ 10 NAD" - 5C0, + 10 NADH+ ADP
PEP + ADP - Piruvato + ATP
PEP + CO, + 2 NADH+ 2ADP — Succinato + 2 NAD* + 2ATP
Piruvate + NAD* + ADP — Acetato + NADH + ATP + CO,

Piruvato + 2NADH+ ADP — Propionato + 2NAD™ + ATP

Apo6s a glicdlise, o PEP é convertido em 2 intermediarios: o piruvato e
oxaloacetato. O oxaloacetato é utilizado na via do succinato e forma succinato como
um subproduto (SUWANNAKHAM e YANG, 2005).

O piruvato é direcionado para as 3 maiores vias. Grande parte dele é
convertido em &cido propidnico por meio do ciclo de Wood-Werkman. Algumas
moléculas de piruvato sdo transformados em acetato e outros sédo incorporados na
biomassa, através da biossintese de precursores que proporcionam 0 crescimento

celular. Depois que o piruvato entra no ciclo Wood-Werkman para a formagéo do
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propionato, ocorre a reacao de piruvato a oxalacetato e metilmalonil CoA a propionil
CoA. Nestas reacgfes, o grupo carboxil é transferido do metilmalonil CoA para o
piruvato com o intuito de formar o propionil CoA. Logo apds, o oxaloacetato €&
covertido pela enzima malato desidrogenase a malato e este passa a fumarato pela
enzima fumarase. A succinato desidrogenase converte o fumarato a succinato que é
convertido a succinil CoA e este a metilmalonil CoA. Este € novamente convertido a
propionil CoA que se transforma a propionato junto com a reacdo de succinato a
succinil CoA. Estas reacfGes sao catalisadas por propionil CoA: succinil CoA
transferase. A via do acetato é uma fonte geradora de ATP para a bactéria. Assim, a
producéo de &cido propidnico geralmente € acompanhada pela formacéo de acetato,
0 que gera o ATP para o fornecimento de energia para o metabolismo celular
(GOSWAMI e SRIVASTAVA, 2000).

Na formacdo do acetato, a conversdo de piruvato a acetil CoA e CO, é
catalisada pelo complexo piruvato desidrogenase. Eventualmente a conversao de
acetil fosfato em acetil é catalisado pela enzima acetato quinase. Nesta via, 1 mol de
piruvato gera 1 mol de acetato, de CO,, de NADH e de ATP. Neste ciclo, além do
acido propidnico, ocorre regeneracdo do NAD® através da glicdlise. Esta
regeneracao € necessaria para a glicolise e o ciclo Wood-Werkman € a Unica fonte
de NAD" produzido no metabolismo celular (SUWANNAKHAM e YANG, 2005).

Vale destacar que a producdo de coprodutos na fermentacdo do acido
propidnico a partir de xilose e glicose se da pelo fato de a glicose e xilose (grau de
redutibilidade= 4,67) possuir um grau de redutibilidade diferente do acido propidnico
(grau de redutibilidade=4) e por esse motivo para se manter o equilibrio da reacéo

sdo formadas subprodutos.

2.10 Processos de Fermentac&o para a Producéo de Acido Propiénico

O &cido propidnico € o produto principal da fermentac&o por P. acidipropionici,

tendo como produtos secundarios o acido acético, acido succinico e o COa,.

Fitz (1878) foi o primeiro a determinar a equacgdo estequiométrica de
formacdo de acido propibnico por bactéria propionica e, por isso, ela é conhecida
como equacéo de Fitz (LARGADORA et al., 1955; BOYAVAL et al., 1995).
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2 CgHy50g = 3C3H0; + 1 C,H,0; + CO; + Hi0 (Equacdo 2.1)

2 CsHyp05 = 2C3H,0; + 1,5 C,H,0;, + CO; + Hy0 (Equacdo 2.2)

3 C3H.0; = 2C3H,0, + 1 C,H,0, + €O, + H,0 (Equacdo 2.3)

Teoricamente, 2 mols de glicose produzem 3 mols de &cido propidnico, 1 mol
de acido acético, 1 mol de agua e 1 mol de CO,.(Equacao 2.1) (LIU et al., 2012). Ja
2 mols de xilose geram 2 mols de acido propidnico, 1,5 mol de &cido acético, 1 mol
de agua e 1 mol de CO, (Equacédo 2.2) (TORRE, 1998). Por sua vez, 3 mols de
acido latico produzem 2 de acido propibnico, 1 de acético, 1 de CO, e 1 de H,O
(Equacéo 2.3). Por fim, 1 mol de glicerol produz 1 mol de &cido propidnico e 1 mol de
agua (Equacédo 2.4), o que é interessante pois a auséncia na producdo de outros
acidos como subprodutos facilita as etapas posteriores de purificacdo (ZHU et al.,
2010).

A producdo do acido acético e do succinico ocorre de forma simultanea a
producdo do acido propibnico devido a caracteristicas metabdlicas da espécie. Os
principais gargalos na producdo de acido propibnico por via fermentativa sao:
crescimento lento da bactéria, inibicdo da fermentacdo pela formacdo dos produtos
finais e a dificuldade em processos de purificacdo de produtos devido a baixa
seletividade e a baixa concentracdo de acido propiodnico produzido (OSSENKOPP et
al., 2012).

Esforcos vém sendo feitos para eliminar tais dificuldades e melhorar o
rendimento do processo. Cepas tolerantes a acido propibnico, reatores com ceélulas
imobilizadas e reatores com reciclo tém sido desenvolvidos para melhorar o
rendimento e a produtividade da fermentacdo (HUANG et al., 2002). Estudos com

células imobilizadas resultaram em sucesso na reducéo do tempo de fermentacéo, ja
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que foi possivel se trabalhar com elevadas concentracbes de biomassa ativa
(CHAMPAGNE et al., 1989; JAIN et al., 1991; BEGIN et al., 1992).

Recentemente, tém sido relatados, na literatura, avancos importantes na
producéo do acido propidnico por Propionibacterium. Estudos avaliam a produgé&o do
acido por diferentes tipos de conducéo (batelada, batelada alimentada, células livres,
imobilizadas e por reciclo) e substratos (glicose, lactose, glicerol, melago da cana-
de-acucar e combinacfes destes). A utilizacdo de materiais renovaveis como fonte
de carbono, entre eles o glicerol e o bagaco/melaco da cana-de-acucar, parece ser o
caminho ideal para a obtencdo de um bioprocesso eficaz e economicamente
competitivo. Apesar disso, importantes avancos ainda sdo necessarios para a
geracdo de acido propibnico, principalmente no que diz respeito a obtencdo de
maiores produtividades e rendimentos na conversao do agucar (substrato) em acido
propionico (produto). Coral et al., (2008) obtiveram, com o glicerol (20g/L) uma
producédo de cerca de 9 g/L de acido propiénico conduzindo o processo em batelada.
Jéa Liang et al. (2011) partindo de uma mistura de 40g/L de frutose e 20g/L de glicose

obtiveram 23 g/L de acido propibénico.

Diversos trabalhos tém demonstrado uma maior produtividade de acido
propidnico através de métodos de imobilizacdo celular (PAIK et al.,, 1994;
SUWANNAKHAM et al., 2006; FENG et al., 2010). Os materiais mais utilizados na
imobilizacdo celular sdo o alginato de calcio, poli-vinil alcool e poligalacturonato.
Apesar de apresentarem um grande potencial para producdo do acido propibnico,
estes materiais representam altos custos que dificultam a utilizacdo em escala
industrial (FENG et al., 2011). Recentemente, FENG e colaboradores criaram um
biorreator que utiliza bagaco de cana-de-acUcar para imobilizacdo celular, chamado
de plant fibrous-bed bioreactor (PFB) (FENG et al., 2011). Utilizando a espécie P.
freudenreichii e hidrolisado de melaco de cana-de-aclicar como fonte de glicose, a
concentracéo de acido propidnico produzida foi de 92 g/L. Em que pese o alto tempo
de fermentacao (254 h) e consequentemente a baixa produtividade (0,36 g/L.h), este
trabalho demonstrou a possibilidade de utilizagdo de matéria-prima barata e

renovavel para a producéo de acido propiénico em biorreator.

Em 2005, Suwannakham et al obtiveram o acido propibnico em uma
concentragéo de 72 g/L com um reator do tipo fibrous-bed em batelada alimentada
(SUWANNAKHAM et al., 2005). Utilizando a espécie P. acidipropionici e glicose
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como fonte de carbono, os autores obtiveram uma produtividade relativamente alta
(1 a 5 g/L.dia) e um fator de rendimento em produto de 0,4 a 0,65 g/g. O reator
fibrous-bed teve um papel fundamental para a obtencao destes resultados, visto que
este é capaz de reter as células, aumentando sua densidade celular, a0 mesmo
tempo em que possibilita a obtencdo de meio fermentado com reduzida
concentracéo celular a ser encaminhado a secéo de separacdo de produtos.

Outros trabalhos fizeram uso de engenharia metabdlica para otimizacdo do
processo. Para isso, foram geradas linhagens knockout para o gene que codifica a
enzima acetato kinase, com o objetivo de minimizar a produ¢édo do acido acético e
favorecer a producdo do acido propibnico (SUWANNAKHAM et al., 2006).
Resultados modestos foram obtidos, nos quais houve a reducdo na producédo do
acido acético em 14 %, ao passo que a producao de acido propibnico foi aumentada
em 13 %. A delecdo do gene que codifica a enzima acetato kinase também levou a
uma diminuicdo no crescimento celular em cerca de 25%. Provavelmente, isto
ocorreu devido a reducdo na producédo de ATP, ja que a reacdo catalisada por esta
enzima gera acetato e 1 ATP. Em outro trabalho, igualmente com o reator fibrous-
bed e engenharia genética, obteve-se cerca de 100g/L de acido propiénico utilizando
glicose, todavia, baixos valores de produtividade e taxa especifica de crescimento
foram obtidos (0,41 g/L.h e 0,25 h*, respectivamente) (ZHANG e YANG, 2009).

Em outro trabalho que tem como fonte de carbono uma matéria-prima barata
e renovavel, ZHU e colaboradores utilizaram bagaco de cana-de-acucar
suplementado com glicose e obtiveram o acido propiénico na concentracdo de 59
g/L (ZHU et al., 2012).

O bom desempenho do uso de sistema de imobilizagdo de células para
aumentar a producdo de &cido propidnico indica um potencial de processos de
fermentacao desenvolvidos para fornecer acido propiénico de forma econémica para

0 mercado em crescimento.

2.10.1 Efeitos da Inibic&o pelo Acido Propifnico

O problema crucial no processo de producdo via fermentativa é a forte

inibicdo que o produto causa no crescimento da bactéria propiénica (YANG, 2008).
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Uma concentracao de 10g/L de acido propidnico no meio j& provoca a diminui¢do do
crescimento celular (GOSWAMI et al., 2001; HSU et al., 1991; NANBA et al., 1983).

Primeiramente, a reducdo no pH promovida pela geracdo do acido reduz
significativamente o crescimento celular, o que acarreta de forma expressiva o

aumento do tempo de fermentacgéo (LIU et al., 2012).

O decréscimo da produtividade com o aumento da concentracdo de &cido
pode ser explicado por uma combinacdo entre o metabolismo celular e a baixa
seletividade de producao do acido propiénico (GU et al., 1998). Ademais, uma maior
concentracdo de subprodutos é formada quando ha excesso de acido propidnico no
meio (DISHISHA et al., 2013).

A inibicdo pelo acido propiénico € causada pelo efeito de pertubacdo do
gradiente de pH, que € importante no transporte de nutrientes para dentro e para
fora das células. A membrana citoplasmatica impede compostos ionizantes de
entrarem nas células bacterianas (OBAYA et al., 1994). Desta forma, apenas o acido
propiénico ndo dissociado penetra no interior da célula e com isso € liberado um
préton H*. Logo, o gradiente de pH através da membrana celular é interrompido e
para ser reestabelecido, uma molécula de ATP extra é consumida, diminuindo o
namero de moléculas de ATP livres para o metabolismo celular, o que faz com que o

metabolismo e transporte de nutrientes fique comprometido (CORAL et al., 2008).

2.10.2 Efeito das Diferentes Fontes de Carbono na Fermentacao de Acido

Propibdnico

Na producéo de acido propidnico, a escolha das fontes de carbono € de suma
importancia, uma vez que influenciam na formacao de subprodutos, no consumo de

substrato e no crescimento celular (ZHANG, 2009).

As bactérias propionicas valem-se da via dos acidos dicarboxilicos, em que o
substrato ou fonte de carbono é primeiro oxidado a piruvato por geracdo de NADH
pela via glicolitica. A fonte de carbono com um estado de oxidagdo mais baixo, tal
como o glicerol, pode gerar mais NADH para a mesma quantidade de piruvato

produzida, como por exemplo, a partir de piruvato 2 mols de NADH séao oxidados
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com formacédo de 1 mol de &cido propibnico , enquanto 1 mol de NADH é produzido
a sintese de 1 mol de &cido acético . O particionamento de fluxos de carbono torna a
bactéria bem flexivel para utilizar um amplo espectro de fontes de carbono, que
inclui glicose, frutose, xilose, lactose, lactato e glicerol entre outras (LIU et al., 2012;
LEWIS e YANG, 1992a.; RICKERT et al, 1998; CARRONDO et al, 1988; QUESADA-
CHANTO et al, 1994.). Como a glicdlise ndo fornece NADH suficiente para a
producdo de &acido propiénico, o acido acético € formado como metabdlito
compensador para manter o balanco redox. Por isso, a producdo de &acido
propidnico a partir da glicose, que possui um estado redox (grau de redutibilidade=
4) menor que o do &cido propidnico (grau de redutibilidade= 4,67) requer a formacéo
de um metabdlito mais oxidado. A xilose, que possui 0 mesmo grau de redutibilidade

da glicose, também deve produzir o 4cido acético para manter o balanco redox.

Pelo explanado, a aplicacdo do glicerol apresenta algumas vantagens em
relacdo aos outros substratos (ZHU et al., 2010), uma vez que reduz a formacao de
metabdlitos secundarios, incluindo o acido acético e o acido succinico. (ITO et al.,
2005; MALAVIYA et al., 2012; ZENG e BIEBL, 2002). Este fenbmeno ocorre devido
ao estado redox semelhante entre o &cido propidnico que possui X = 4,67
igualmente ao glicerol e isso diminui a necessidade de produgdo de metabdlitos mais
oxidados, como o acido acético, para a manutencdo do balanco na célula
(ERICKSON et al., 1979; VANBRIESEN et al., 2002). O fator de rendimento de acido
propiénico em glicerol é de 0,80 g/g, no entanto seu tempo de fermentacdo € maior
do que quando se utiliza xilose ou glicose, por estas serem mais repressoras que 0
glicerol. O fator de rendimento tedrico em produto destes substrato € de 0,49 g/g
guando utilizada a xilose (LIANG et al., 2012) e de 0,55 g/g quando utilizada a
glicose glicose (ZHU et al., 2012). O fator de rendimento experimental de acido
propionico, entretanto, € muito inferior a 50% (g/g) por causa do consumo de
substrato para crescimento de células (ZHANG, 2009).

Fontes de carbono mistas podem aumentar a producdo de &cido propibnico
através de alteracdes na cinética de fermentacdo do &cido e na composicdo de
produtos finais (LIU et al.,2012). Uma unica fonte muitas vezes nao consegue
satisfazer os requisitos para o crescimento da P.acidipropionici e producéo de &cido
(ZHANG, 2009).
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A utilizacdo do glicerol de forma concomitante a glicose apresentou vantagens
devido a reducéo na formacédo de metabdlitos secundérios, incluindo acido acético e
succinico. Ja foi reportado na literatura que a utilizacdo destas duas fontes de
carbono juntas proporciona um efeito sinérgico tanto no rendimento quanto na

producdo de acido propibnico (LIU et al., 2011).

O baixo custo de matéria-prima para a fermentacdo de acido propidnico
permite o fornecimento de um produto com baixo preco de mercado, o que torna o
processo competitivo com a rota quimica e economicamente viavel. Neste contexto,
uma variedade de residuos de biomassa esta sendo utilizada para a producdo de
acidos orgéanicos. Para reduzir o custo de producdo do &cido por via fermentativa,
substratos renovaveis e de baixo custo como hidrolisado hemicelulésico, melago e
milho tém sido estudados (LIANG et al., 2012).

Com isso, o emprego do bagaco de sorgo (rico em xilose e glicose)
possivelmente apresentaria melhores rendimentos quando comparado com 0 seu
aproveitamento individual. Outra vantagem desta abordagem € a presenca de xilose
no hidrolisado hemicelulésico, visto que recentemente foi demonstrado que a
bactéria P. acidipropionici pode utiliza-la como fonte de carbono (ZHU et al., 2012).
Espera-se também que a co-fermentacédo leve a menor geracao de subprodutos, que

incluem o acido acético e o acido succinico.

2.10.3Processos de Fermentacdo para Melhorar a Razdo entre Acido

Propidnico e Acido Acético (P/A)

A razdo entre o acido propiénico e o acido acético é controlada por reacdes
termodinamicas, producdo de ATP e geracdo de entropia (HIMMI et al., 2000;
LEWIS e YANG, 1992b).

Teoricamente a razdo molar entre P/A quando o substrato € a glicose é de
2:1, porém, j& foram reportadas proporcdes de 2,1 a 14,7 (WOOD, 1981; MADEIRA
e WERKMAN, 1936). J& a propor¢ao P/A quando o substrato é a xilose é de 2:1,5.
N&o obstante, esta propor¢éo diminui com o aumento da temperatura (SESHADRI e
MUKHOPADHYAY, 1993), uma vez que esta influencia as reacdes enzimaticas, a

permeabilidade da membrana celular e 0 mecanismo de regulacdo metabdlica da
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célula (FORAGE et al, 1985). Além da temperatura, foi observado que o pH é um
outro parametro que influencia a proporgéo de P/A, pois esta aumenta quando o pH
diminui, porém com o decaimento deste, 0 crescimento celular e a produtividade sao
significativamente sacrificados (HSU e YANG, 1991).

Além disso, a concentracdo e o tipo de substrato também influenciam nesta
relacdo. Fermentacdes utilizando substratos mistos com a bactéria P. acidipropionici,
como lactato e glicose na propor¢cdo molar de 4:1 proporcionou uma razao entre
acido propibnico e acético de 7,63, enquanto que ao ser utilizado apenas a glicose
como substrato, na mesma concentracdo da mistura, a razdo ficou em 1,85
(MARTINEZ CAMPOS e de LA TORRE, 2002), mostrando mais uma vez a

importancia da utilizacdo de mais de uma fonte de carbono.

2.10.4 Imobilizag&o Celular

As células podem ser imobilizadas por diversos métodos que em principio sao
classificados em duas categorias: imobilizacdo passiva e ativa. A imobilizacao
passiva ocorre quando filmes biol6gicos aderem de forma natural na superficie ou no
interior de suportes inertes ou, ainda, quando flocos de células sdo formados. Ja a
imobilizacdo ativa requer o uso de agentes quimicos, que possibilitardo a criacao de
uma matriz porosa ou ativardo a superficie do suporte, na qual o agente bioldgico
fica aprisionado (PEREIRA et al., 2008).

A imobilizag&o ativa pode ser realizada de acordo com trés métodos: ligacéo
cruzada, ligacdo covalente e envolvimento. No método do envolvimento, existe um
confinamento do fisico do material biolégico em uma matriz polimérica formado de
gel. JA& na técnica de ligacdo covalente, o0s suportes sao especialmente
funcionalizados para conter um grupamento quimico que sera responsavel pela
imobilizacdo do material no suporte (PEREIRA et al., 2008). Na técnica de
imobilizac@o cruzada as moléculas de enzima s&o covalentemente ligadas umas as
outras por meio de reagentes bifuncionais (por exemplo o glutaraldeido), que atuam
agregando as moléculas entre si até a formacdo de agregados insolaveis
(ADLERCREUTZ, 1993).
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A técnica de imobilizacdo passiva pode ser dividida em trés métodos:
adsorcao, floculacdo e colonizacdo. Na floculagdo, as células isoladas, suspensas
em um liquido agregam-se para formar flocos resultando em rapida sedimentacéo ou
floculacdo. Na adsorcdo, o material biologico adere a suportes que nao foram
funcionalizados (PEREIRA et al., 2008).

Varios sistemas com células imobilizadas estdo sendo amplamente estudados

por terem algumas caracteristicas, dentre elas podemos citar (HUANG et al., 2002):

> elevada densidade celular obtida no reator de células imobilizadas a

fim de melhorar a produtividade volumétrica;

> facilidade de separacgdo entre as células e os produtos;

> auséncia de problemas de wash-out;

> rendimento e produtividade elevados;

> produtos podem ser facilmente separados da bioparticula catalitica;

> oferecer uma protecdo a célula no biorreator contra pH ou

temperaturas extremas e

> técnica recomendada para fermentacdes em que o0s produtos sao

inibitérios a célula microbiana.

Porém, as formas comuns de imobilizacdo celular possuem algumas
desvantagens como: producdo instavel a longo prazo e perda da produtividade;
entupimento da coluna; reducdo de volume de trabalho do reator e desprendimento

células e enzimas do suporte

Neste contexto, surguem dois conceitos de reator: o fibrous-bed bioreactor
(FBB), desenvolvido por Yang, 2009, e outros pesquisadores e o plant fibrous-bed
bioreactor (PFB), nos quais a matriz para a imobilizacdo da célula € uma matéria-

prima renovavel (FENG et al., 2011).

O FBB e o PFB tém superado os problemas dos reatores de células
imobilizadas, pois a matriz fica porosa proporcionando grande volume vazio para o
aprisionamento de células e tem uma grande area de superficie para a fixagdo das
células, reduzindo os problemas de transferéncia de massa no biorreator (ZHANG,
2009).
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2.11 Planejamento Experimental

O planejamento experimental € uma ferramenta que busca facilitar o estudo
de um sistema, sendo representado por um conjunto de ensaios estabelecidos com
critérios estatisticos e cientificos para avaliar e otimizar o processo e assim,
determinar a influéncia de suas variaveis. O planejamento experimental fatorial
facilita a elaboracdo de modelos, fazendo comparagbes e buscando tendéncias,
diferencas e similaridades (BOX e HUNTER, 1987; RODRIGUES e IEMMA, 2010).

A metodologia de superficie de resposta (MSR) tem sido aplicada em muitas
areas da biotecnologia. Ela consiste em uma colecdo de técnicas para construcao
de modelos e para delinear experimentos avaliando os efeitos dos parametros e

fatores encontrando condi¢Bes 6timas para as desejaveis (WANG e LU, 2005).

A MSR é composta por duas etapas distintas: modelagem e deslocamento, as
quais sao repetidas quantas vezes forem necessarias até se obter a regido desejada
da superficie que estd sendo investigada. A modelagem é feita ajustando-se os
modelos lineares ou quadraticos a resultados experimentais obtidos no
planejamento. Ja o deslocamento ocorre ao longo do caminho de ascensdo maxima

de um modelo, isto é, a trajetéria na qual a resposta varia de forma mais
contundente (SOARES, 2000).

Como vantagens do uso de técnicas de planejamento experimental podemos

destacar:
> elaboracao de conclusdes a partir de resultados qualitativos;
> determinacao da confiabilidade dos resultados;
> selecdo das variaveis que influenciam um processo;
> realizacdo da pesquisa em etapas e
> redug&o do numero de experimentos.

2.12 Processos para a Recuperacio e Purificacdo do Acido Propidnico
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Um tipico processo para a producdo de um bioproduto por fermentacao
microbiana consiste no cultivo, fermentacéo, recuperagéo do produto, concentracao
e purificacdo. O impacto econdmico dos produtos provenientes da fermentacdo é
limitado em grande parte pela recuperacdo do produto. Para que o0s acidos
produzidos por fermentacdo sejam utilizados na industria, tecnologias mais baratas
para 0 processo de separacdo sdo necessdarias. O custo para a purificacdo e
separacdo do acido propiénico devido a pouca diferenca entre a volatilidade do
acido e da agua e a baixa razéo entre acido propidnico e acido acético (P/A) também
sdo entraves. No entanto, varias tentativas tém sido feitas para aumentar a producéo
de acido propionico através de varios processos de fermentacdo recentemente
melhorados (SUWANNAKHAM, 2005).

Na literatura existem inimeros processos de separacdo e purificacdo de
acidos organicos, sendo necesséaria uma avaliacao de diversos fatores, como custo-
beneficio e niveis de toxidez, durante a escolha do processo que melhor se adeque
a etapa de dowstream.

A precipitacdo com hidroxido de célcio € um método tradicional de separacao
de &cidos organicos obtidos por fermentacdo. Este método apresenta um grande
consumo de reagente e gera uma significativa quantidade de residuo sélido, o que
corresponde a cerca de 65% do custo do produto final (BANIEL e EYAL, 1995). Por
iSs0, a técnica mais estudada é a extracao liquido-liquido reativa, onde se utiliza, em
geral, uma amina como substrato (HESTEKIN et al., 2002). Porém a eficiéncia deste
método depende da escolha do extraente, além disso, esta técnica consome grande
quantidade de reagentes, além disso, a recuperacdo de compostos oriundos desta
fermentacao e a toxidez dos componentes de fase organica para a bactéria constitui
um problema (PAYNE e SMITH, 1993). Ha ainda, o processo de separacdo por
membranas que agem como uma barreira seletiva para a separagédo (HABERT et al.,
1999).

Ha algum tempo vém-se estudando técnicas mais modernas, € menos
onerosas, para a recuperacao do 4cido propibnico. As técnicas mais usadas podem
ser divididas em métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos. Dentre eles podemos
destacar:
> meétodos fisicos: spray-drying, extrusdo, cobertura por suspenséao a ar, spray

cooling e spray chilling, co-cristalizacéo e extrusao centrifuga;
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> métodos fisico-quimicos: coacervacdo (microencapsulagdo em geis),
aprisionamento por lipossoma e complexagao por incluséo e

> meétodo quimico: polimerizacéo interfacial.

A secagem em “spray-dryer” é o método de separagdo mais comum na
indUstria de alimentos devido ao baixo custo (JACKSON & LEE, 1991).

2.13 Considerac0des Finais

O avanco na éarea de aproveitamento das matérias-primas renovaveis,
incluindo os seus residuos, podera reverter a grande dependéncia do petréleo. Além
disso, a utilizacdo de biomassas residuais € de grande interesse, uma vez que nao
haveria a demanda por mais areas agricolas. Desta forma, essas matérias-primas
renovaveis deverao ter seu potencial avaliado e a producao de substancias quimicas
como o acido propidnico deverd ser inserida no contexto de biorrefinaria. Este
conceito baseia-se no aproveitamento integral das biomassas para a obtencdo de

produtos de alto e baixo valor agregado.

O amadurecimento das etapas que envolvem o aproveitamento das fracfes
dos materiais lignoceluldsicos, incluindo os pré-tratamentos, ainda nao foi alcancado
e por isso vem sendo amplamente estudado. No caso da separacao hemicelulésica,
0 pré-tratamento com acido diluido mostra-se como o mais apropriado por permitir

uma eficiente separacéo seletiva, com um alto grau de monomerizacao.

O sorgo vem sendo estudado por varios pesquisadores como fonte alternativa
altamente atraente para a producdo de etanol e de outras substancias quimicas

(BARCELOS, 2012) e, portanto, sera a matéria-prima utilizada nesta pesquisa.

Neste contexto, o0 presente trabalho pretende contribuir com o
desenvolvimento do conceito de biorefinaria, trazendo uma proposta inovadora que
visa 0 estudo da producédo de acido propidnico a partir de um resuduo oriundo do

processamento do sorgo sacarineo através da plataforma bioquimica.
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3 JUSTIFICATIVA & OBJETIVOS

Neste capitulo € apresentada a justificativa para o desenvolvimento do
presente trabalho, assim como o objetivo geral da pesquisa e 0s objetivos

especificos idealizados para que esse fosse alcancado.
3.1 Justificativa

Muitos &cidos carboxilicos sdo produzidos por rota quimica baseada no
petréleo, dentre eles se encontra o acido propionico. A industria petroquimica utiliza
quase que na sua totalidade os processos de oxidacdo de propanol e

hidrocarboxilacéo de etileno para a producao industrial deste acido.

Os riscos geopoliticos da dependéncia do petréleo, cujas reservas conhecidas
estdo predominantemente localizadas em regides “instaveis”, 0 aumento de preco e
as perspectivas de esgotamento das fontes fésseis de energia, além de

compromissos mais sélidos com as questdes ambientais tém levado as fontes
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renovaveis a constar de forma definitiva das agendas e politicas publicas de
praticamente todos os paises (BASTOS, 2007). O elevado preco do petréleo tem
obrigado as industrias a buscarem formas alternativas de producdo de acidos
carboxilicos. Por estas razbes, o mundo esta4 cada vez mais voltado para fontes

renovaveis de matérias-primas e energia.

O emprego de processos microbiolégicos para a sua produgdo comercial tem
sido visto como uma alternativa atraente. Por conseguinte, a fermentacdo sinaliza
como o caminho para a producéo de acidos carboxilicos, pois consiste de processos
tecnologicos mais limpos utilizando matérias-primas renovaveis. As bactérias do
género Propionibacterium sdo as capazes de produzir o acido propiénico em

guantidades expressivas.

Algumas matérias-primas alternativas consideradas para a producdo de acido
propiénico sdo subprodutos da agricultura e da industria, como melaco e bagaco de
cana (FENG et al.,, 2011). Neste contexto, surge como uma das alternativas mais
promissoras, 0 sorgo, para a producao de acido propiénico de segunda geracao,
pois este material lignocelulésico pode ser plantado em regides em que a cana-de-
aclcar ndo tem adaptacéo. E neste conceito que se realizou esta pesquisa, visando
estudar o aproveitamento da fragcdo hemicelulésica do bagaco de sorgo para a
producédo de acido propiénico de segunda geracgao.

3.2 Objetivo Geral

Dentro do contexto acima apresentado, o objetivo geral do presente trabalho
consiste no desenvolvimento de um processo fermentativo, para a sintese de acido
propidnico por Propionibacterium acidipropionici CIP 53164, a partir da fermentacao
do hidrolisado hemicelulosico do bagaco de sorgo.

3.3 Objetivos Especificos

Para alcancar os objetivos almejados, elencam-se o0s seguintes objetivos

especificos:
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> Caracterizar o bagaco de sorgo quanto ao teor de celulose,
hemicelulose, lignina e cinzas;

> Verificar a habilidade da P.acidipropionici face a utilizacdo de xilose e
glicose para a producédo de acido propidnico;

> Avaliar a influéncia dos componentes do meio de fermentagdo na
producéo de acido propibnico através do planejamento experimental;

> Otimizar as condi¢cbes do meio de fermentacéo do processo utilizando
a metodologia de planejamento experimental como ferramenta de trabalho tendo
como variavel de resposta a maxima producédo de acido propibnico;

> Validar os resultados obtidos nos planejamentos experimentais;

> Avaliar as diferentes formas de conducédo da fermentacdo (batelada e
batelada alimentada) em meio sintético com células livres e com células imobilizadas
no bagaco de sorgo para a producdo de acido propidnico;

> Investigar a técnica de imobilizacdo celular em bagaco de sorgo,
visando o desenvolvimento de uma configuracdo de biorreator ndo convencional e
posterior comparacdo com um processo desenvolvido com células livres;

> Estudar a fermentabilidade a partir do hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de sorgo, obtido em condi¢cdes otimizadas por Barcelos (2012), para a

producédo de acido propibnico;
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4 MATERIAIS & METODOS

Neste capitulo, sdo apresentados o0s materiais utilizados para o
desenvolvimento do presente trabalho, assim como as diversas metodologias
empregadas em cada experimento realizado. Inicialmente, foram estabelecidas as
condicbes ideais para a manipulacdo do microrganismo utilizado, ativagcdo e
crescimento da linhagem. A metodologia experimental empregada para a obtencéo
do acido propidnico foi inicialmente desenvolvida em frascos de penicilina com
posterior reproducdo das condi¢cdes Otimas em biorreator instrumentado. Para a
otimizacdo do meio de fermentacdo do processo, foram empregados planejamentos
experimentais e diferentes formas de conducéo das fermentacfes foram analisadas.
Por fim, o bagaco de sorgo foi submetido a pré-tratamento acido para facilitar o uso
da fracdo desejada para producdo do &cido propibnico. Foi realizada a
caracterizacao e microscopia eletronica de varredura da matéria-prima em diferentes
etapas do processo e a avaliacao da fermentabilidade do hidrolisado hemicelulésico
empregando a bactéria Propionibacterium acidipropionici.
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41 Matéria-Prima

O bagaco de sorgo lote 81198 (Figura 4-1) utilizado neste estudo foi fornecido
pela Monsanto do Brasil Ltda (Uberlandia — MG). Este foi lavado trés vezes para a
retirada de acucares livres e evitar a formacéo de inibidores pela degradacao destes
carboidratos. ApGs as lavagens, foi submetido a secagem a 65° C (BETANCUR,
2005) a fim de ser evitada a contaminacdo por fungos durante seu periodo de

estocagem em temperatura ambiente.

Figura 4-1: Bagago de sorgo cominuido e in natura.

4.2 Caracterizacdo da Biomassa

A caracterizacdo do material lignocelulésico (bagaco de sorgo in natura e
celulignina) foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Ververis et al.
(2007) e Sluiter et al. (2008).

Para a quantificacao das fracdes de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas, o
bagaco foi cominuido em moinho (MF10 Basic, marca IKA) e as particulas
padronizadas com o uso de peneira de abertura 0,5 mm. Apés a cominuigdo, uma
massa de 300 mg do bagaco foi pré-tratada com 3 mL de acido sulfarico 72% (m/m),
em frascos conicos por 1 hora de reacéo a 30° C. Posteriormente a concentracdo do
acido foi ajustada para 4% e o bagaco com a solucéo 4cida foi levado a autoclave
durante 1 hora a 121° C, visando monomerizar 0s acgucares provenientes das
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fracOes polissacarideas a serem quantificadas na fracéo liquida pés-neutralizacdo. O
hidrolisado foi filtrado em cadinhos tipo Gooch numero 3 (previamente calcinados a
550 °C/5 h e pesados). Lavou-se o residuo sélido, em seguida, com agua destilada a
fim de se remover todo o hidrolisado. Os sistemas (cadinho + fracdo soélida) foram
secos na estufa (Nova Etica) a 100° C, durante 24 horas e pesados posteriormente.
Apos a pesagem, foram novamente calcinados na mufla (Jung) a 550° C, durante 5

horas, resfriados e pesados para a quantificacdo de cinzas e lignina.

Quanto a fracao liquida, o pH foi ajustado entre 5,5 e 6,0 com hidroxido de
calcio e posteriormente filtrado. A partir desta fracdo, foram determinadas as
concentracbes de acUcares redutores totais pelo método de DNS (acido
dinitrosalicilico) (MILLER, 1959) e glicose pelo método de GOD (glicose oxidase).
(FOSTER E HIRATA, 1988). Todo o experimento foi realizado em triplicata. Os
percentuais de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas foram determinados de

acordo com as equacdes abaixo:

Celulose (%E) = (ﬂ[;fﬁ) * G, * (%) = (=100

Hemicelulose (% E) = (322) # (C,—C;) = {%) = =100

L m Wy — W,
Lignina (% E) = (T) = 100

-
=

Cinzas (%E} = (1':1 ) + 100

Onde:
0,90 = Coeficiente que resulta da relacdo entre massa molecular do polimero e do
mondmero de glicose;

0,96 = Rendimento de sacarificacdo da celulose a glicose;
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0,88 = Coeficiente que resulta da relacdo entre massa molecular do polimero e do
mondmero de glicose;

0,93 = Rendimento de sacarificacdo da xilana a xilose;

C1 = Concentracao de glicose (g/L);

C2 = Concentragéo de acgucares redutores (g/L);

W1 = Residuo seco da filtragem (Q);

W2 = Peso do residuo apoés calcinacao (g);

v = Volume total da solucéo de acucar (L);

m = massa da amostra seca (g) e

a = diluicdo da amostra (se houver).

4.3 Microrganismo e Meio de Ativacao

A linhagem de Propionibacterium acidipropionici CIP 53164 (Figura 4-2) foi
obtida do banco de cepas francés “Institut Pasteur Collection — CIP”, mantida sob a
forma liofilizada e armazenada em ampola, devidamente lacrada sobre abrigo de luz.
Esta linhagem foi reativada seguindo a recomendacéo do CIP em tubos de ensaio,
contendo aliquotas do meio BHI (Tabela 4-1) suplementado com hemina, para

promover a ativacao e o crescimento das células contidas nas ampolas.

Tabela 4-1: Composi¢éo do meio de ativagdo BHI.

Componente Concentragéao (g/L)
Hemina 0,1
Hidrolisado péptico de tecido animal 5
Hidrolisado pancreético de caseina 16

Cloreto de sodio

Glicose
Fosfato dissodico de hidrogénio 2,5
Agar 13,5
Infuséo de sdlidos (cérebro-coracao) 8
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De modo a proporcionar as condigbes adequadas para a reativagdo destas
células, uma mesa inoculadora (Figura 4-3) foi utilizada para o fornecimento e
injecdo de CO, diretamente dentro dos tubos tendo a finalidade de se ter atmosfera
anaerobia em seu interior, ideal para o crescimento desta linhagem. Apos o indculo
do microrganismo em condi¢gfes assépticas, 0s ensaios, com meio em pH 7, foram

incubados a 30° C por 48 horas.

A cultura estoque foi armazenada em tubos criogénicos contendo 25% de
glicerol e conservadas a - 20° C e - 80° C. Com o intuito de manter as células
metabolicamente ativas para diferentes experimentos, repiques, a partir da cultura
original, foram realizados a cada 2 meses, em condi¢cdes assépticas. Para garantir a
esterilidade, todo o procedimento foi realizado em camara asséptica. A pureza da

cultura em cada repique foi verificada através da técnica de GRAM (GRAM, 1884).

Figura 4-3: Mesa Inoculadora
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4.4  Pré-In6culo e In6culo: Composicdo dos Meios e Condi¢g8es de Cultivo

Nas etapas de ativacdo e propagacédo celular, apresentadas na Figura 4-4,
para a obtencdo do pré-inéculo e do indculo, respectivamente, foi utilizado o meio
sintético Reinforced Clostridial Broth da Difco (RCB) (CORAL, 2008), cuja
composicdo encontra-se na Tabela 4-2. No indéculo, no entanto, houve um
incremento de 10g/L da fonte de carbono a ser testada de acordo com cada
experimento e de 10% (v/v) do volume do pré-inéculo crescido pelo tempo
determinado a partir da cinética realizada. Estas etapas foram realizadas em frascos
de penicilina, onde gés nitrogénio foi injetado por 10 minutos com o auxilio da mesa
inoculadora com o intuito de proporcionar a condi¢cdo de anaerobiose dos ensaios.
Como medida de controle do método e para garantir esta condicdo, em todas as
etapas, utilizou-se a substancia rezazurina na concentracdo de 1 mL/L como
indicador colorimétrico de oxigénio (na auséncia de oxigénio, a solugcdo deve ficar
amarela). Previamente, os meios foram esterilizados em autoclave, a 121° C (1 atm),
por 20 minutos. ApOGs serem inoculados, em ambas as etapas (pré-inoculo e

indculo), o meio foi incubado a 30° C, por 24 horas.

Figura 4-4: Tubos de penicilina com pre-inoculo e inéculo
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Tabela 4-2: Composi¢do do meio RCM utilizado no pré-inéculo e no

indculo.
Componente Concentracéo (g/L)
Caseina Enzimatica Hidrolisada 10
Extrato de Carne Bovina 10
Extrato de Levedura 3
Dextrose 5
Cloreto de Sédio 5
Acetato de Sodio 3
Amido Solavel 1
Hidrocloreto de L-Cisteina 0,5

4.5 Meio de Fermentacdo em Experimentos Preliminares

Para o preparo do meio sintético utilizado nos ensaios preliminares de
fermentacdo que antecederam a etapa de otimizagdo do meio, mediante o uso de
planejamento experimental, foi adotada a mesma sistematica descrita para o preparo
do meio do in6culo (uso de frascos de penicilina e injecdo de N, no meio). Desta
forma, o meio de fermentacdo utilizado inicialmente, (Tabela 4-3) foi baseado no
descrito por Lewis e Yang (1992,a,b), alterando-se as concentracdes das fontes de
carbono suplementadas de acordo com os experimentos desenvolvidos no decorrer
do trabalho.

Tabela 4-3: Composi¢do do meio de fermentacao

Componente Concentragéao (g/L)
TSB*(Neogen) 5
Extrato de Levedura (Isofar) 10
KoHPO,(Vetec) 0,25
MnSQOy4(Sovereign) 0,05

TSB*: peptona de caseina (5g/L), peptona de soja (2g/l), cloreto de sbdio
(4g/L), dextrose (2,5g/L) e fosfato de potassio dibasico (2,5g/L)(concentracbes
para 30g/L).

O meio TSB, componente do meio de fermentacdo é composto por 5

substancias: a peptona de caseina e a de soja encontradas sdo fontes de
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aminoacidos e outras substancias nitrogenadas complexas; a dextrose fornece
energia; o cloreto de sédio mantém o equilibrio osmético e o fosfato de potassio
dibasico controla o pH do meio atuando como tampéo (SUWANNAKHAM, 2005).

4.6 Desempenho da Linhagem Propionibacterium acidipropionici Frente a
Utilizac&o de Xilose e Glicose Sintéticas

Inicialmente, para se verificar e avaliar a capacidade de utilizacdo de xilose e
glicose, por P. acidipropionici CIP 53164, foram realizados experimentos em meios
quimicamente definidos, analisando-se o consumo de substrato, producédo de acido

propidnico e crescimento celular, assim como as variaveis de resposta dos cultivos.

Esses experimentos foram realizados em frascos de penicilina de 100 mL
com 70 mL de meio total, contendo o meio de fermentacdo e xilose ou glicose,
separadamente, nas concentracdes de 40 g/L, sendo as concentracdes dos outros
nutrientes e as condi¢cdes operacionais as mesmas mencionadas previamente para o
preparo do meio de fermentacdo. Além disso, 10% do volume total foi constituido

pelo in6culo.

Diante disso, além do desempenho da linhagem de consumir xilose e glicose
para a producdo de acido propibnico, o modo de conducdo destes ensaios em
frascos agitados (batelada simples e alimentada) também foi avaliado. Para os
testes de batelada alimentada, foram utilizados frascos conicos de 500 mL com
volume util de 100 mL contendo os 2 substratos analisados, separadamente, nas
mesmas concentracdes do teste em batelada, sendo que a alimentacéo, realizada
por pulsos, constituiu-se de solugdes de glicose e xilose concentradas (400g/L), cujo
volume adicionado foi calculado a fim de manter a concentragdo de substrato do
meio em torno de 20,0 g/L. As alimentagdes foram feitas sob a injecao de nitrogénio
no meio e em condi¢cdes de assepsia adequadas, utilizando-se fluxo laminar. Todos

0s ensaios foram realizados em duplicata.

4.7 Otimizag&o do Meio de Fermentagéao
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A fim de otimizar o meio de fermentacgéo para a producéo de &cido propidnico,
foram realizados planejamentos de experimentos sequenciais: 0 primeiro sendo um

fatorial completo e o segundo um delineamento composto central rotacional (DCCR).

4.7.1 Planejamento Experimental Fatorial 2 Completo

O experimento foi conduzido em frascos de penicilina contendo 70 mL de
meio de fermentacdo adicionado de 40 g/L de xilose e indculo de 10% (v/v) a 30° C,
com pH inicial em 7, uma vez que este parametro nao foi controlado. Em todos os
ensaios houve purga de N, visando minimizar a existéncia de oxigénio no meio e

esterilizacdo a 121° C por 20 minutos.

O planejamento fatorial completo foi estruturado com duas variaveis
independentes (extrato de levedura e TSB) em dois niveis e com trés repeticdes do
ponto central. O planejamento foi desenvolvido para avaliar o efeito das diferentes
fontes de nitrogénio na fermentacao para producéo do &cido, sendo que o MnSO, e
K,HPO, foram fixados nos valores encontrados na literatura para a mesma espécie.
A matriz do planejamento pode ser observada na Tabela 4-4. Avaliou-se, portanto, a
concentracdo de acido propiénico como variavel de resposta deste planejamento.

Tabela 4-4: Fatores e niveis do planejamento fatorial 2° completo

Variaveis Limite Inferior Ponto Central Limite Superior
(-1) (0) (+1)
TSB (g/L) 2 5 8
Extrato de Levedura (g/L) 2 6 10

4.7.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Com o objetivo de encontrar a menor concentracdo possivel de componentes
do meio de fermentagédo que fornecesse a maior concentracdo de &cido propidnico
ao final da etapa de fermentacao, foi realizado um delineamento composto central

rotacional (DCCR) (Tabela 4-5) baseado na metodologia de superficie de resposta
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(RODRIGUES, 2010). O planejamento totalizou 11 ensaios, com triplicata, do ponto
central. Foram calculados os efeitos principais de cada varidvel e de suas
interacdes, assim como 0s respectivos coeficientes para o modelo matematico, bem
como a analise de variancia (ANOVA) para determinar a validade do modelo. O

resultado foi posteriormente validado.

Os ensaios foram conduzidos da mesma forma que os do planejamento

fatorial completo.

Tabela 4-5: Fatores e niveis do planejamento experimental DCCR para 2 variaveis com
triplicata do ponto central

Fatores -a Min. (-1) PC (0) Max. (+1) +a
TSB (g/L) 0,76 2 5 8 9,24
Ext. de lev. (g/L) 0 2 7 12 14

4.8 Pré-Tratamento Acido

O pré-tratamento acido foi realizado com o objetivo de desorganizar a matriz
lignocelulésica e solubilizar a fragdo hemiceluldsica do bagaco de sorgo. Inicialmente
a matéria-prima previamente seca e cominuida foi submetida a trés lavagens
consecutivas com agua destilada para a remocdo do excesso de acucares que
poderiam interferir transformando-se em inibidores para o processo de fermentacéo
do hidrolisado hemicelulésico. As condicbes para a realizacdo desta etapa foram
preconizadas por BARCELOS (2012) e detalhadas a seguir: concentracédo de H,SO,
de 1,39% (v/v), relacdo sélido/liquido de 1/4,52 g.mL™ e tempo de exposicéo de 46,7

min, a 121° C, em autoclave.

A hemicelulose (fase aquosa) foi retirada utilizando-se uma prensa hidraulica
(Figura 4-5), através de uma filtragdo simples, sendo a fase solida denominada
celulignina, pelo fato de sua fragdo ser composta majoritariamente por celulose e
lignina. O pH do hidrolisado foi corrigido para 6,5, mediante a adigdo de Ca(OH);, e
em seguida filtrado com o auxilio de uma bomba a vacuo, para a retirada do
precipitado formado resultando, assim, no material a ser utilizado como base para o
meio de fermentacdo (FOGEL, 2005).
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Figura 4-5: Reator utilizado para o pré-tratamento acido do bagaco de sorgo (a) e prensa
hidraulica para a extracéo do hidrolisado (b).

4.9 Avaliacdo de Diferentes Bioprocessos para Producdo de Acido

Propidnico em Biorreator Instrumentado

Inicialmente foram conduzidos experimentos preliminares em meio sintético
com ceélulas livres e conduzidos no modo de batelada e batelada alimentada. Em
seguida, se utilizou a estratégia de imobilizacao celular para maximizar a producao
de &cido propiénico e novamente a conducao do processo por batelada e batelada
alimentada por pulsos. Por fim, ap0s ser determinada a melhor forma de conducéo
da fermentacdo, houve a avaliagdo da fermentabilidade do hidrolisado
hemicelul6sico do bagaco de sorgo em um ensaio com células imobilizadas operado
no modo de batelada sequencial.

4.9.1 Ensaios em Biorreator para Avaliar o Consumo de Xilose pela Bactéria P.
acidipropionici em Meio Sintético

4.9.1.1 Batelada Simples com Células Livres
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A operacdao foi conduzida com as varidveis mais significativamente favoraveis
a maximizacdo da producdo de acido propidnico, de acordo com 0s experimentos
em frascos agitados realizados anteriormente. O meio de fermentacdo foi
esterilizado junto com o biorreator a 121° C (1 atm), por 30 minutos e 0o meio
contendo xilose (40 g/L) foi esterilizado a 111° C (0,5 atm) durante 20 minutos. A

concentracdo celular inicial utilizada foi de 0,5 g/L de P. acidipropionici.

O processo conduzido por batelada foi operado no Biorreator (Figura 4-6)
BioFlo (New Brunswick BioFlo 310®), agitado mecanicamente, com um volume
nominal de 1,5L e um volume reacional de 1,2 L, temperatura controlada em 30° C
+/- 1° C, agitacdo de 150 rpm e pH 7, +/- 0,5, controlado mediante a adicdo de
NaOH (6M). Para manter um ambiente anaerébio dentro do biorreator, foi injetado
gas nitrogénio a um fluxo constante de 0,06 vvm e a presenca de oxigénio dissolvido
foi monitorada pelo eletrodo polarografico do equipamento, e por isso nédo foi
necessario o uso da resazurina, como indicador. Todos os sensores foram
conectados a uma interface de controle PID (proporcional-integral-derivativo),

utilizando as condi¢des de sintonia determinadas pelo fabricante.

O bioprocesso também foi monitorado através da coleta de amostras em
intervalos regulares de tempo, para a obtencdo dos perfis cinéticos de consumo de
substrato e producdo de &cidos organicos. Centrifugou-se, posteriormente, estas
amostras a 8000 rpm por 9 minutos (Sigma Laborzentrifugen 2k15), para separar as
células do sobrenadante, tratado e enviado para analise de acucares redutores
totais e acidos organicos por CLAE ( as condi¢Bes sdo mostradas na se¢ao 4.12.2).
As células foram quantificadas de acordo com a técnica descrita em 4.12.1.
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Figura 4-6: Biorreator BioFlo para a fermentacao de acido propidnico

4.9.1.2 Batelada Alimentada por Pulsos com Células Livres

Com o objetivo de minimizar a inibicAo causada pelo produto neste
bioprocesso, foi realizada uma batelada alimentada por pulsos. Esta foi conduzida,
inicialmente, sob as mesmas condi¢des descritas em 4.9.1.1 e ap0s 0 esgotamento
do substrato, houve alimentac¢des que se constituiram de solu¢des de xilose sintética
(VETEC) concentradas (400g/L), cujo volume adicionado foi calculado a fim de
manter a concentracdo no meio em torno de 20 g/L (50% da concentracgéao inicial).

4.9.1.3 Imobilizac&o da P. acidipropicionici em Bagaco de Sorgo

Tendo como vantagem o aumento da produtividade volumétrica, a resisténcia
aos inibidores e o aumento das concentracdes do produto final, a tecnologia de
imobilizac@o de células no bagacgo de sorgo foi empregada na fermentagéo do acido
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propidnico, para superar os problemas encontrados na fermentagdo com células
livres (SUWANNAKHAM, 2005).

O bagaco de sorgo utilizado na imobilizacédo foi lavado com agua destilada e
seco em estufa de recirculacéo forcada a 65° C (BETANCUR, 2005) por 24 horas.
Colocou-se 8 gramas deste bagaco em um reator de imobilizagdo com volume
nominal de 0,2 L (Figura 4-7) usado para a imobilizagédo e este foi autoclavado por
30 minutos a 121°C (latm). O pré-inéculo e o inoculo foram realizados como nos
experimentos anteriores e o biorreator BioFlo contendo 1,2L de meio de fermentacao
estéril, foi inoculado com 10%(v/v) de P. acidipropionici proveniente da etapa de
propagacéo celular. Coletou-se amostras e quando a densidade celular atingiu 12
g/L, o reator de imobilizac&o foi, entdo, conectado ao BioFlo através de mangueiras
de silicone estéreis. A bomba do biorreator foi ativada e o sistema (Figura 4-8)
comecou a imobilizar as células no bagaco de sorgo em um fluxo constante de 1,0
mL/s, retornando ao BioFlo de forma ascendente. Quando o reator de imobilizacao
estava totalmente preenchido pelo meio, o fluxo foi interrompido e o bagaco ficou
embebido pelo meio por 24 horas. O bagaco, foi entdo lavado pela recirculacdo de
agua destilada esterilizada até o esgotamento das células livres, o que foi verificado
através da analise da concentracao de células por espectrofotometria.

Figura 4-7: Reator de imobilizag&o utilizado para a imobilizagéo da P. acidipropionici
utilizando o bagaco de sorgo.
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Figura 4-8: Esquema da imobilizacdo de P.acidipropionici em bagaco de sorgo

4.9.1.3.1 Batelada Simples com Células Imobilizadas em Bagaco de Sorgo

O sistema de fermentacao foi constituido de dois reatores: um BioFlo (New
Brunswick BioFlo 310®) com volume nominal de 1,5 L e um reator de imobilizag&o
com volume nominal de 0,12 L. As condi¢cdes operacionais do biorreator foram as
mesmas utilizadas para a fermentacdo com células livres (4.9.1.1). O reator de
imobilizacdo, jA com as células imobilizadas, foi conectado através de mangueiras
ao BioFlo, que continha 1,2 L de meio de fermentacéo ja esterilizado. A bomba do
biorreator foi ativada para funcionar 25% do tempo, o que corresponde a 40 minutos
para que todo o meio de fermentacéo passasse pelo bagaco imobilizado (1,8 L/h). A
circulacado do meio de fermentacédo no reator de imobilizacdo para o BioFLO ocorreu
de forma ascendente. Todo o procedimento foi realizado com a esterilizacdo dos
sistemas e meios, assim como, nos experimentos anteriores e amostras foram

retiradas com periodicidade até a exaustdo da fonte de carbono.

4.9.1.3.2 Batelada Alimentada com Células Imobilizadas em Bagaco de Sorgo

Com a finalidade de se obter a maxima producdo de acido propibnico,
evitando a inibi¢cdo caracteristica deste tipo de fermentacéo, foi realizada a estratégia

de conduzir uma batelada alimentada por pulsos em um reator com células
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imobilizadas no bagago de sorgo. A influéncia do parametro temperatura também foi
avaliada neste experimento, sendo entéo realizadas duas fermentagdes. A primeira
foi conduzida da mesma forma que a batelada simples com células imobilizadas
descrita anteriormente, s6 que com o controle da temperatura desligado; ja o
segundo ensaio, a batelada alimentada, correu exatamente como 0 experimento

descrito acima.

As alimentacdes foram realizadas quando houve esgotamento da fonte de
carbono, o que foi determinado através da analise de acucares redutores totais
(ART) pelo método de DNS. Todas as alimentagfes foram feitas no BioFlo com
solucao de xilose sintética estéril, de forma que a concentragao final deste aglcar no
meio fosse de 20 g/L. Foram coletadas amostras em intervalos de tempo regulares e
estas foram devidamente tratadas para se obter os resultados de concentracédo de

acidos organicos (acido propibnico, acético e succinico) e de células.

4.9.2 Avaliacdo da Fermentabilidade do Hidrolisado Hemicelulésico do
Bagaco de Sorgo na Producdo de Acido Propiénico utilizando P.

acidipropionici

Foi realizado nesta etapa do trabalho, um experimento em biorreator
instrumentado conduzido por batelada sequencial para investigar a viabilidade da
utilizacao do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de sorgo como fonte de substrato
para a fermentacdo e producdo de &cido propibnico por células imobilizadas em
bagaco de sorgo. O sistema utilizado composto pelo biorreator BioFlo (New
Brunswick BioFlo 310®) e reator de imobilizacdo (Figura 4-9) foi 0 mesmo dos
ensaios anteriores, nos quais se empregou a estratégia de imobilizacdo. O modo
batelada sequencial foi, entdo, escolhido para se verificar o desempenho desta
linhagem frente a utilizag&o do hidrolisado hemiceluldsico.

Neste experimento, a xilose sintética foi substituida pelo hidrolisado, desde a
producdo do inoculo (etapa de propagacao celular). O hidrolisado foi esterilizado a
0,5 atm por 20 minutos e suplementado com oligoelementos e fontes de nitrogénio
nas mesmas proporcbes em que foram empregados no meio de ativacdo de

Propionibacterium acidipropionici. O meio de fermentacao foi constituido por seus
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componentes, ja nas propor¢des otimizadas, diluidos no hidrolisado hemicelulésico e
também autoclavado.

Os controles do biorreator foram 0s mesmos ja utilizados nos outros
experimentos: pH 7 +/- 0,5, com controle através de NaOH 6M, temperatura de 30°
C +/-1° C, agitacdo de 150 rpm e injecdo de nitrogénio a 0,06 vwm para garantir um

ambiente anaeroébio.

Neste processo, quando houve esgotamento da fonte de carbono, o meio de
fermentacao foi totalmente retirado do biorreator através de diferenca de presséo e
substituido por um novo meio de fermentagéo ja esterilizado a 111° C (0,5 atm) por
20 minutos. As células imobilizadas, foram mantidas durante as seqiiéncias para se
verificar a influéncia deste reciclo de células para a producéo de &cido propiénico. A
amostragem foi feita em intervalos regulares para a analise das concentracfes
celulares, de substrato e de produto, desta forma, os perfis cinéticos puderam ser

construidos.

O fator de rendimento em &cido propibnico (Yps), a produtividade volumétrica
(Qp), 0 rendimento em células (Yxs) e a concentracdo de &cidos foram os

parametros utilizados para avaliar o processo fermentativo.

Figura 4-9: Fermentacéo do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de sorgo com
células de Propionibacterium acidipropionici CIP 53164 imobilizadas em bagaco.
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4.10 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) do bagaco de sorgo in natura e
apos o pré-tratamento acido, foi realizada no Laboratorio de Tecnologia em
Incrustacdes (CENPES-PETROBRAS S.A)).

Na técnica de MEV, a interagdo de um fino feixe de elétrons focalizado sobre
um micro volume ou uma area gera uma seérie de sinais que podem ser utilizados
para caracterizar as propriedades da amostra, tais como composi¢cdo e superficie

topogréfica.

Dentre suas varias aplicacbes, a técnica foi utilizada, neste estudo, para
avaliar a morfologia da matéria-prima em diferentes etapas do processo de producao
do acido propiénico. O bagaco de sorgo foi analisado na forma in natura, apds o pré-

tratamento acido e depois da imobilizacdo das células de P. acidipropionici.

Antes de serem levados a MEV, todas as amostras foram secas em estufa
por 3 horas a uma temperatura de 70° C. Os ensaios em microscopia eletrénica de
varredura foram realizados mediante o uso de um microscépio eletrdnico de
bancada acoplado ao EDS (TM 3000, HITACHI), com poténcia do feixe de elétrons
de 5a 15 kV.

4.11 Amostragem

Nos experimentos realizados utilizando P. acidipropionici para producao de
acido propibnico, foram retiradas aliquotas de 2 mL com pipetas ou seringas (no
caso dos frascos de penicilina). As amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 9
minutos em uma microcentrifuga (UNIVERSAR IGR HETTICH) sendo o
sobrenadante destinado a quantificagdo de acucares e produtos e o sedimentado a

quantificagcdo de células (Figura 4-10).
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Amostra
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m Centrifugacéo m

8000 rpm /9 minutos

Centrifugacéo Lavagem

8000rpm/9min ﬂ

Centrifugacéo

Diluigdo ﬂ
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Dosagem de aclcares e
produtos em HPLC

Figura 4-10: Organograma da metodologia de processamento das amostras para dosagem
de acucares e produtos.

412 Métodos Analiticos

4.12.1 Determinacdo da Massa Celular

A quantificacdo celular foi realizada por correlacdo da concentracdo de
células (g/L) em massa seca e densidade otica resultante da analise
espectrofotométrica com absorvancia a 600 nm, construindo-se, assim, uma curva
padrdo (Figura 4-11). As células utilizadas para a construcéo da curva padrao foram
cultivadas em frascos contendo 70 mL de meio de ativacdo, incubadas por 24 horas,
a 30° C em estufa. Para a elaboracéo da curva, foram preparadas diluicdes a partir
de uma suspensdo de células e as absorvancias foram lidas em espectrofotdmetro
(UVmini 1240 - SHIMADZU). A massa seca foi estimada a partir da mesma
suspensdo usada para a leitura das absorvancias, filtrando-se a suspensao e
realizando a pesagem do sistema até a obtencdo do peso constante das amostras

durante secagem a 70° C.
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Figura 4-11: Curva de calibracéo para a quantificacdo da massa celular da
bactéria P.acidipropionici CIP 53164.

4.12.2 Determinac¢des Quantitativas

A quantificacdo dos acucares redutores totais (ART) foi determinada
colorimetricamente, em triplicata, pelo método DNS (Acido 3,5 Dinitrosalicilico)
(MILLER, 1959).

A concentracdo dos substratos (xilose e glicose), e dos possiveis produtos
dos processos fermentativos (acido propidnico, acido acético e acido succinico)
foram quantificadas por cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE), em dois
cromatégrafos: Shimadzu e Waters, acoplado a uma coluna PL Hi-Plex. As
condicdes operacionais utilizadas para as analises foram: fase mével de 0,005 mol/L
de H,SOy; fluxo de 0,6 mL/min: volume de injecdo de 20 pL ; temperatura do forno
de 60° C e os detectores foram o indice de Refracdo (RID a 50° C) e o Ultra-Violeta
(UVIVIS).

As concentragcdes das substancias analisadas nas amostras foram calculadas
por comparagdo com padrbes externos com concentragbes conhecidas. A Figura
4-12 apresenta um cromatograma para um padrdo externo de acido propibnico,

acido acético e acido succinico.
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AU

MMMMMMM

Figura 4-12: Cromatograma padrdo para a determinacao de acido propidnico, acido acético
e 4cido succinico.

4.13 Variaveis de Resposta

Os parametros utilizados para interpretar e avaliar o0s resultados

experimentais encontram-se definidos na sequéncia:

a) Produtividade Volumétrica (g/L.h):

Qp=(P —Po)/t

Onde:
P: concentracao final de acido (g/L)
Po: concentracéo inicial de acido (g/L)

t: tempo de fermentagéo (h)

b) Fator de rendimento de producgéo de acido propidnico (g/9):

Yeis=- (AP / AS) = (P — Po) / (So — S)

Onde:

P: concentracao final de acido (g/L)

Po: concentracéo inicial de acido (g/L)
S: concentragdo final de substrato (g/L)

So: concentracgao inicial de substrato (g/L)
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C) Fator de rendimento de crescimento celular (g/g):

Yys = - (AX / AS) = (X = Xo) / (So — S)

Onde:

X: concentracgdo final de células (g/L)
Xo: concentracao inicial de células (g/L)
S: concentracgéo final de substrato (g/L)

So: concentragéo inicial de substrato (g/L)

4.14 Anédlise Estatistica

Os efeitos estimados das varidveis e condicdes de processo sobre a
concentracéo final de &cido propibnico (variavel de resposta) foram analisados em
um intervalo de 95% de confianca, mediante a Analise de Variancia (ANOVA) e

Metodologia de Superficie de Resposta, utilizando-se o software Statistic 6.0.
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5 RESULTADOS & DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos a partir
dos experimentos planejados para a elaboracdo desta dissertacdo, bem como
determinados quais substratos podem ser utilizados na fermentagdo com a bactéria

Propionibacterium acidipropionici.

Sdo apresentados os resultados da caracterizacdo da matéria-prima
empregada (bagaco de sorgo sacarino) e visualizacdo por microscopia eletrénica de
varredura. Nos estudos sobre a otimizacdo do meio de producado de acido propiénico
realizaram-se planejamentos experimentais sequenciais e o0s efeitos foram
analisados de acordo com o método de superficie de resposta (MSR). Séao
apresentados, também, estudos comparativos entre as diferentes formas de se
conduzir o processo fermentativo em biorreator: batelada alimentada por pulsos e
batelada simples, além da operacéo de reator com ceélulas livres e imobilizadas em
bagaco de sorgo. Na sequéncia, € discutido o uso do hidrolisado hemiceluldsico do
bagaco de sorgo como substrato para a producdo de &acido propiénico. Com o
objetivo de melhor visualizacdo dos estudos, perfis cinéticos de consumo de
substrato, crescimento celular e formacdo de produto e sub-produtos sé&o

apresentados.
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5.1 Composicdo Quimica do Bagago de Sorgo Sacarino

Utilizando a metodologia descrita na secdo de materiais e meétodos, foi

estabelecida a composicdo quimica do bagaco de sorgo in natura (Tabela 5-1).

Tabela 5-1: Composi¢ado quimica do bagaco de sorgo in natura

Componentes % base seca (m/m)
Celulose 39,44 + 0,94
Hemicelulose 24,96 + 0,49
Lignina 20,64 £ 0,29
Cinzas 2,22 +0,64
2 87,26

Como pode ser observado na Tabela 5-1, o teor de cinzas foi de 2,22%, o que
corresponde principalmente a quantidade de sulfatos e silicatos (BARCELOS, 2012).
Os 12,74% restantes refletem outros componentes como os lipideos e pectina, que
segundo DOGARIS et al. (2009) correspondem a aproximadamente 14 % da
composicdo total. Ja os teores de hemicelulose (24,96%), celulose (39,44%) e
lignina (20,64%) vé&o ao encontro de alguns valores descritos na literatura
(PANAGIOTOPOULOS et al.,, 2010). Ainda segundo AITA e KIM (2010), na
composicdo quimica do bagaco de sorgo em base seca encontra-se 25 a 50% de
celulose, 25 a 50 % de hemicelulose e de 10 a 30 % de lignina, demonstrando, desta
feita, a elevada qualidade dos resultados logrados na presente dissertacéo.
Ademais, a composicdo conseguida foi semelhante a descrita no trabalho de

Barcelos (2012), que obteve a composicao detalhada na Tabela 5-2.

Como o objetivo do trabalho foi o aproveitamento da fracdo hemicelul6sica do
bagaco de sorgo, necessitava-se analisar se 0 pré-tratamento empregado, 0 acido
diluido, havia sido bem realizado. Além da solubilizacdo da hemicelulose, esta etapa
promove a desorganizacdo do complexo lignocelulésico, deixando o material mais
acessivel a processos futuros. A composicdo do bagaco de sorgo apdés o pre-

tratamento acido esta apresentada na Tabela 5-3.
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Tabela 5-2: Composi¢édo quimica do bagaco de sorgo

Componentes % base seca (m/m)
Celulose 40,42 + 2,62
Hemicelulose 20,05 = 2,48
Lignina 19,79 + 0,31
Cinzas 0,49 £+ 0,006
> 85,24

Fonte: Barcelos (2012).

Tabela 5-3: Composi¢do quimica do bagaco de sorgo apds pré-tratamento acido

Componentes % base seca (m/m)
Celulose 50,82 + 0,82
Hemicelulose 10,11 £ 0,35
Lignina 32,65 £ 04
Cinzas 0,67 £ 0,3
2 94,25

Como pode ser constatado ao se observar a Tabela 5-3, o teor de
hemicelulose no bagaco diminuiu aproximadamente 60%, ja& a celulose aumentou
cerca de 30%. Os resultados alcancados expressam, claramente, a eficiéncia do
pré-tratamento empregado nesta pesquisa, uma vez que houve uma elevada
remocdo da hemicelulose da fragcdo solida. Na fracdo liquida, a fracéo
hemicelulosica, foi analisada por HPLC e verificou-se que esta possuia
aproximadamente 55 g/L de xilose, 25 g/L de glicose e 6 g/L de acido acético, além

de alguns inibidores como o hidroxi metil-furfural.

5.2 Cinética de Crescimento da Bactéria P. acidipropionici para a Obtencéo

do In6culo

Com o objetivo de padronizar o tempo utilizado na etapa do preparo do
inoculo, foi realizado o monitoramento do crescimento celular. As células ativadas
nas condi¢des descritas no capitulo de Materiais e Métodos foram utilizadas para a
obtencdo do inoculo. Os meios empregados também foram descritos anteriormente
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(secdo 4.4). A curva padrdo de massa seca versus absorvancia foi tracada para a
bactéria P. acidipropionici CIP 53164 e verificou-se que a concentracao celular
obtida foi de 4,2 g/L. Para garantir uma alta concentracéo de células em um estado

metabdlico adequado, escolheu-se um tempo de pré-inéculo de 24 horas.

A Figura 5-1 apresenta o perfil cinético do in6culo em meio sintético com
10g/L de xilose como fonte de carbono.
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Figura 5-1: Curva de cinética de crescimento em anaerobiose do inGculo da
P.acidipropionici CIP 53164 em meio sintético para xilose (10g/L).

Desenvolveu-se uma quantidade suficiente de experimentos para garantir a
confiabilidade e padronizar o tempo necesséario para o preparo do inéculo. De
acordo com a Figura 5-1, a fase lag foi de 6 horas, tendo a concentragédo celular
aumentada, atingindo a fase exponencial. Em aproximadamente 18 horas, o
crescimento celular atinguiu a fase de crescimento estacionario, tendo a
concentragéo de célula se estabilizado em 4 g/L.

O tempo de duplicagéo foi de 3,3 horas e a taxa especifica de crescimento
(1) de 0,21 h, estes valores estéo de acordo com os reportados na literatura, como

por exemplo, uma taxa especifica de crescimento de 0,25 h™ encontrada por
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ZHANG (2009) utilizando a mesma bactéria. Apés 18 horas de fermentacdo, a
cinética ficou caracterizada pelas fases de desaceleracdo e estacionaria do
crescimento. Com isso foi escolhido um tempo de indculo entre 18 e 24 horas, pois
neste periodo as células ja teriam saido da fase exponencial de crescimento.
Determinado o tempo de preparo do inéculo, fez-se necessério a avaliacdo da
utilizacdo de alguns substratos pela bactéria.

5.3 Avaliacédo da Utilizacédo de Xilose e Glicose como Fontes de Carbono em

Diferentes Estratégias de Conducao

Visando avaliar a capacidade de consumo dos principais acucares
encontrados na biomassa lignocelulésica de bagaco de sorgo (xilose e glicose)
procedeu-se a experimentos em meios quimicamente definidos com a linhagem P.
acidipropionici CIP 53164, analisando o consumo de substrato, crescimento celular,
producgédo de acido propidnico, bem como as principais variaveis de resposta (Yps,

Yx/s € Qp)

Estes experimentos foram realizados em frascos de penicilina de 100 mL,
contendo 70mL de meio de fermentacdo e as fontes xilose e glicose,
separadamente, nas concentracdes de 40 g/L, sendo as concentracbes dos outros
nutrientes e as condi¢cdes operacionais as mesmas especificadas em Materiais e
Métodos (secédo 4.5). Os perfis cinéticos que apresentam o desempenho da bactéria
frente aos acucares investigados, em batelada simples, encontram-se nas Figura 5-2
e Figura 5-3. Estes ensaios foram de fundamental importancia, pois em funcdo dos
resultados tornou-se possivel determinar a estratégia mais adequada para a

producédo do acido e o aproveitamento da fracdo hemiceluldsica do bagaco de sorgo.

Os ensaios em batelada ocorreram durante 72 horas, tendo sido consumido
45% dos respectivos substratos. O pH néo foi controlado, visto que néo seria viavel
fazé-lo dentro dos frascos de penicilina e garantir, a0 mesmo tempo, um ambiente
anaerobio. Apesar de ser utilizado o componente TSB no meio de fermentacdo e
este ser tamponado, o pH ndo permaneceu estabilizado durante o processo, sendo

medido apenas no inicio (pH 7) e no final (pH 4,8).
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Figura 5-2: Cinética de consumo de glicose, producéo dos acidos organicos e crescimento

celular da P. acidipropionici em frascos de penicilina a 30° C.
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Figura 5-3: Cinética de consumo de xilose, producédo dos acidos organicos e crescimento

celular da P. acidipropionici em frascos de penicilina a 30° C.
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Na Figura 5-2, que expressa 0 experimento com glicose como sustrato,
obtiveram 6,3 g/L de &cido propibnico e 0,97 g/L de &cido acético. A produtividade foi
de 0,09 g/L.h, o fator de rendimento em produto de 0,76 g/g e o fator de rendimento
em célula de 0,48 g/g, com uma razdo P/A de 6,5:1. Ja a cinética de consumo da
xilose (Figura 5-3) apresenta uma producdo de &cido propiénico levemente menor,
porém um pouco maior de &cido acético, 5,9 g/L e 1,2g/L, respectivamente. A
produtividade volumétrica foi de 0,08 g/L.h, e os fatores de rendimento Yys de 0,44
g/g e Ypis de 0,37 g/g, com uma razdo de P/A de 4,9:1. Ao serem analisadas as
razdes P/A encontradas no presente trabalho, verifica-se a relevancia dos resultados
aqui reportados, dado que a razdo tedrica P/A quando a fonte de carbono é a
glicose, € de 2:1 e, ainda ndo foram reportadas razdes P/A fora da faixa de 2:1 e
10:1, sendo esta a fonte de carbono (LIU, 2010). J& a razéo tedrica de acido
propibnico e &cido acético (P/A) quando a xilose é utilizada é de 2:1,5. Cabe
ressaltar que a razdo de producdo de acido propibnico para o acido acético é
controlada por termodinamica, producdo de ATP e geracdo de entropia (HIMMI
2000; LEWIS, 1992).

Os resultados aqui obtidos sé@o bastante promissores, uma vez que CORAL e
colaboradores (2008) avaliaram trés fontes de carbono, glicerol, lactato e melago de
cana e obtiveram sem o controle de pH, 6,77 g/L; 15,06 g/L e 8,23 g/L de &cido
propidnico e razao P/A de 100:1; 2,7:1 e 3,7:1 respectivamente. Cabe lembrar que o
consumo de glicerol devido a estequiometria para a manutencao do potencial redox
para o metabolismo, ndo incorre na produgéo de coprodutos, o que explica o fato da
razao P/A por estes autores encontrada ser de 100:1.

Com relacdo aos ensaios conduzidos em batelada alimentada, foi utilizado
inicialmente 20 g/L dos substratos avaliados e feitas 2 alimentagdes (24 h e 48 h).
Estes ensaios também correram sem o controle de pH e foram realizados em
frascos conicos de 500mL que tiveram seu headspace preenchido por gas nitrogénio
para garantir um ambiente anaerdbio e incubados a 30° C . Os perfis cinéticos que
representam o desempenho dos ensaios em batelada alimentada encontram-se

apresentados nas Figura 5-4 e Figura 5-5.
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Figura 5-4: Cinética de consumo de glicose, producdo dos acidos organicos e crescimento
celular da P. acidipropionici, conduzido por batelada alimentada em frascos conicos a 30° C.
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Figura 5-5: Cinética de consumo de xilose, producédo dos acidos organicos e crescimento
celular da P. acidipropionici, conduzido por batelada alimentada em frascos conicos a 30° C.

Os ensaios tiveram a duragéo de 110 horas, porém o acido propidnico parou
de ser produzido com 50 horas na fermentacéo utilizando glicose e com 40 horas no

ensaio que continha xilose como substrato. No ensaio com glicose (Figura 5-4), a
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producéo de &cido propibnico foi de 4,93 g/L e a de &cido acético foi de 0,88 g/L. A
razdo P/A (4cido propidnico/acido acético) foi de 5,6:1 e a produtividade foi de
0,1¢g/L.h. Ja na fermentacdo com xilose (Figura 5-5), obteve-se uma razédo P/A de
7,34:1, sendo as concentracdes de acido propidnico e acético de 5,8 g/L e 0,79 g/L

respectivamente e produtividade volumétrica para o acido propidnico de 0,15 g/L.h.

Observa-se que os dois substratos ndo alcancaram 50% de consumo,
acumulando-se, desta forma, no meio de fermentacdo, o que pode ser explicado
pela inibicdo sofrida pela bactéria, uma vez que devido a falta de controle do pH, o
meio ndo encontra-se na faixa de pH ideal para a bactéria. O intervalo de pH
considerado ideal para a formacdo de acidos organicos e crescimento celular das
bactérias propidnicas, em condicbes anaerdbias utilizando nitrogénio, é de 6 a 7,
segundo HSU e YANG (1993) e SESHADRI e MUKHOPADHYAY (1993). Destaca-
se, ainda, que a razao P/A nos 2 ensaios de batelada alimentada e nos de batelada
simples esta relativamente elevada. Isto se d& pela diminuicdo do pH ao longo do
processo, uma vez que esses fatores sdo inversamente proporcionais (ZHANG,
2009). Quando o pH é controlado, a célula é submetida a uma menor inibicdo e se
tem a melhoria de Yp;s em detrimento do Yyxs (LIND, 2005), porque o baixo pH reduz
o crescimento celular e a sintese do acetato. Por outro lado, a relacdo acido
propibnico: &cido succinico foi inexistente, pois ndo houve a producdo de acido
succinico nos experimentos sem controle de pH. Além disso, um substrato em
estado de oxidacdo mais elevado (xilose, glicose) gera apenas 1 NADH, que ndo é o

suficiente para producédo de acido succinico (LIU et al., 2012).

Os resultados indicaram claramente que a formacgdo de subprodutos,
principalmente acido acético, foi influenciada pelo pH (FENG et al., 2010). ZHUGE et
al., (2014) sugerem que para uma melhor producdo de &cido propiénico deve-se
utilizar duas faixas de pH: uma entre 6 e 7 para privilegiar o crescimento da bactéria
no inicio e outra mais baixa, entre 5 e 6 para privilegiar a producdo do &acido

propidnico.

Portanto, nos ensaios conduzidos em batelada e batelada alimentada, a
bactéria sofreu uma inibicdo pelo produto e pelo pH. Todavia, a conducdo em
batelada alimentada mostrou-se melhor, posto que as produtividades volumétricas
encontradas foram superiores as da batelada simples em ambos os substratos. Com

estes resultados iniciais, foi possivel demonstrar a capacidade da linhagem P.
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acidipropionici de consumir tanto glicose quanto xilose, abrindo a possibilidade do
aproveitamento e utilizacdo da fracdo hemicelulésica do bagaco de sorgo para a
producado de acido propidnico. Nas etapas seguintes estdo apresentados estudos de
otimizacdo do meio de fermentacdo para a realizacdo de um processo com a

maxima producéo de &cido propidnico.

5.4 Planejamento Sequencial para a Otimizacédo do Meio de Fermentacéo

Para desenvolver um processo com a maxima producao de acido propibnico,
fez-se necessério delinear um planejamento experimental e padronizar as condi¢cdes
do meio de producdo (ISAR et al., 2006a). Foram realizados planejamentos
sequenciais para avaliar a influéncia dos nutrientes complementares utilizados na
composicdo do meio de fermentacao, tais como extrato de levedura e TSB para a
producado de acido propidnico pela bactéria P.acidipropionici. Primeiramente, foi feito
um planejamento fatorial completo e este foi seguido de um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR).

5.4.1 Planejamento Fatorial Completo de 2 niveis

Inicialmente, foi realizado um planejamento fatorial completo 22 que gerou um
total de 7 experimentos, sendo 4 correspondentes a distribuicdo fatorial e 3 relativos
as réplicas do ponto central. Este planejamento (Tabela 5-4) objetivou encontrar qual
seria 0 componente mais importante do meio de fermentacdo. Para isso, a variavel
de resposta foi a producéo de acido propidnico e as variaveis dependentes foram o
extrato de levedura e o TSB, sendo o MnSO, e K,HPO, fixados ao longo do

planejamento em 0,05 g/L e 0,25 g/L, respectivamente.
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Tabela 5-4: Variavel de resposta do planejamento fatorial completo para
otimizagdo do meio de fermentacao.

Ensaio TSB (g/L) Lel\E/)é’gﬁ';g ((Jlge/L) Acido (Pgr/oL;;iénico
1 2 2 4,1
2 2 12 6,3
3 8 2 3,0
4 8 12 7,1
5(c) 5 6,8
6(c) 5 6,7
7(c) 5 7 6,4

A analise estatistica da variancia (ANOVA) (Tabela 5-5) obtida pelo
planejamento fatorial foi gerada a partir dos resultados obtidos no Statistica 6.0.

Tabela 5-5: Andlise da variancia da producédo de acido propiénico empregando
diferentes concentragdes de extrato de levedura e TSB. R?=0,98

Fator Soma dos Grau de Média Valor de F -level
Quadrados Liberdade Quadratica P
Curvatura 0,477815 1 0,477815 22,66633 0,041398
(1) TSB 0,440315 1 0,440315 20,88743 0,044691

(2) Ext. de 1,522318 1 1,522318 72,21488 0,013566
levedura
Ef'ldfz'”t' 0,007857 1 0,007857 0,3727 0,60367
Erro Puro 0,042161 2 0,02108

Total 2,490466 6

O ANOVA explicita importantes dados dos experimentos, como os valores de
probabilidade de Fisher, em que o valor indica a significancia dos fatores que foram
avaliados, seus erros e interacdes. A soma dos quadrados, as interacdes e 0s
residuos séao outros importantes indicadores na avaliagcdo do experimento e escolha
do modelo. Sabe-se que quanto maior o valor da soma dos quadrados, maior é o
efeito dos fatores avaliados (RODRIGUES e IEMMA, 2010).
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A andlise estatistica permitiu verificar que tanto o extrato de levedura quanto o
TSB apresentam efeitos significativos dentro do intervalo avaliado para cada fator.
Pdde-se verificar também, que além deste modelo ser significativo, ele representa
um bom ajuste dos resultados experimentais, 0 que pode ser comprovado pela
magnitude do coeficiente de correlagéo (R?=0,98). A variavel mais significativa para
a fermentacdo de acordo com o planejamento foi o extrato de levedura,
apresentando a maior soma dos quadrados. J& a interacdo entre as variaveis TSB e

extrato de levedura ndo mostrou significancia estatistica (p=0,60367).

Além do ANOVA, as magnitudes do efeito de cada varidvel independente,
assim como das suas interacdes estdo estimados no diagrama de Pareto (Figura
5-6) estabelecendo-se, desta forma, quais efeitos encontram-se dentro do grau de

confianca de 95%.

O diagrama de Pareto vai ao encontro da andlise de variancia ja feita,
mostrando que o extrato de levedura e o TSB sao significativos. O diagrama revela
gue o maior efeito positivo € gerado pelo extrato de levedura, sugerindo que esta
variavel pode ter sua concentracdo aumentada em um proximo planejamento. Em
seguida, o TSB apresentou um efeito positivo, proximo do limite estabelecido para o
modelo (p-level<0,05). Logo, o diagrama permitiu a confirmagdo de uma
dependéncia praticamente Unica do extrato de levedura, apesar de ter alguma
influéncia do TSB. A influéncia da interacdo TSB x extrato de levedura, como ja

mostrado anteriormente.
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Figura 5-6: Diagrama de Pareto para determinacdo do efeito de fatores de fermentacéo
sobre a producao de acido propidnico.

Os valores da concentracao final de acido propiénico podem ser aumentados
com o acréscimo de pontos axiais, na medida em que aumentam a tendéncia em
direcdo ao maximo absoluto. Como todas as variaveis individuais analisadas
mostraram-se significativas, elas foram mantidas no planejamento seguinte, porém,
a faixa de extrato de levedura foi aumentada, uma vez que foi essa a variavel mais

importante.

5.4.2 Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR)

O DCCR é uma das metodologias aplicadas em estudos de otimizacdo de
processos e, seu objetivo é desenvolver um modelo empirico para 0 processo
estudado e obter respostas com maior precisdo para determinacdo de condigbes
otimas (BRUNS, 1995). Desta forma, a metodologia estatistica de superficie de
resposta pelo DCCR foi usada para otimizar a producao de acido propidnico, atraves
do monitoramento dos efeitos entre as variaveis, acrescido de seus respectivos
pontos axiais, ja que os valores dos pontos centrais se encontram préximos dos
maximos obtidos na faixa estudada e, de trés repeticbes do ponto central,

totalizando onze experimentos. A Tabela 5-6 apresenta os resultados experimentais

84



CAPITULO 5: Resultados & Discusséo

do DCCR para a otimizagdo do meio de fermentacdo para producdo de &cido

propidnico.

Tabela 5-6: Variavel de resposta do DCCR para otimizacdo do meio de

fermentacéo.

Ensaio TSB (g/L) Lel\E/);’gﬁ';; ((jge/L) Acido (Pgr/cl)_;;iénico
1 2 2 4,84
2 2 12 6,47
3 8 2 3,56
4 8 12 7,87
5 0,76 7 4,83
6 9,24 7 8,36
7 5 0,12 3,65
8 5 14 7,94

9(c) 5 7,13
10(c) 5 7,0
11(c) 5 7,10

O ajuste do modelo foi expresso pelo coeficiente de correlacéo (R?) que foi de
0,883. O teste F para a regresséao foi muito significativo, para 95% de confianca. A
analise de variancia (Tabela 5-7) mostrou que todas as variaveis independentes sao
significativas, assim como suas influéncias lineares e quadraticas, sendo que a mais
significativa estatisticamente foi o extrato de levedura, tanto linear (L) quanto
guadraticamente (Q). A falta de ajuste (Lack of fit) ndo foi significativo, ou seja, o
modelo se ajustou bem aos pontos experimentais, representando com confiabilidade

0s resultados.

O diagrama de Pareto (Figura 5-7), assim como o0 ANOVA, revelou que todas
as variaveis estudadas tiveram efeito significativo estatisticamente (p<0,05). O
extrato de levedura (L) apresentou uma soma dos quadrados com ordem de
grandeza maior que a dos outros parametros. Os efeitos quadraticos do extrato de
levedura e do TSB mostram-se negativos, indicando que o0 aumento nestas
condicOes levaria a eficiéncias de fermentacbes menores. A interacdo das variaveis
também resultou em baixos valores de Fisher, o que aponta para um baixo

sinergismo entre os nutrientes na fermentacao.
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Tabela 5-7: ANOVA da produc¢éo de acido propiénico empregando diferentes
concentragdes de extrato de levedura e TSB, utilizando o DCCR. R?=0,88

Fator Soma dos Grau de Média Valor de F -level
Quadrados Liberdade Quadratica P
(1) TSB (L)  3,2583 1 3,2583 720,595 0,001385
TSB (Q) 0,76432 1 0,76432 169,035 0,005864
(Zl)e\'fxa_f'e 18,01598 1 18,01598 3984353  0,000251
Ext. de 3,32943 1 3,32943 736,325 0,001355
Lev. (Q)
le?2 1,79308 1 1,79308 396,552 0,002512
Falta de 3,50492 3 1,16831 258,379 0,05858
Ajuste
Erro Puro  0,00904 2 0,00452
Total 30,03551 10

A Figura 5-8 apresenta a superficie de resposta para o processo de
otimizacdo do meio de fermentacdo para a producédo de acido propiénico em torno
dos valores preditos. No grafico, observa-se uma maior curvatura da superficie
quando se varia a concentracdo de extrato de levedura, variavel considerada a mais
significativa na faixa do planejamento. Logo, conforme a tendéncia apresentada
nesta figura, para se atingir o ponto de maximo seria necessario o aumento do
extrato de levedura. A superficie ndo exibiu um maximo absoluto, mas foi verificada
uma estabilidade na &rea correspondente a regido das condi¢cdes mais altas das

duas variaveis. Este resultado vai ao encontro dos ja discutidos anteriormente.

Para encontrar os valores 6timos das variaveis independentes e satisfazer
todos os requisitos necessarios as variaveis dependentes, o programa estatistico
utiliza a abordagem da funcdo desirability. Com isto, a otimizagdo simultanea das
variaveis de resposta maximiza-se em um unico valor, a desejabilidade global. A
vantagem que se tem do uso desta definicdo € que a desejabilidade global sempre é
anulada quando uma resposta exprime um valor inaceitavel, mesmo que outras
respostas apresentem valores aceitaveis (BARROS NETO et al.,, 2007). Na Tabela
5-8 sdo expostos os valores codificados e experimentais necessarios para atingir o

valor maximo da funcao desirability 1,0.
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Figura 5-7: Diagrama de Pareto para os efeitos estimados pelo DCCR para produgéo de
acido propibénico
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Figura 5-8: Superficie de resposta mostrando a interacdo entre o extrato de levedura e o
TSB na maximizacdo da producao de acido propidnico.

Tabela 5-8: Valores preditos para a maximiza¢cdo da concentracao de acido propibnico,
utilizando o DCCR.

Variaveis Dependentes Valor Codificado Valor Experimental
TSB 0,9375 7,8 g/lL
Extrato de Levedura 1,2188 13 g/L
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Utilizando-se estes valores de fonte de nitrogénio, seriam obtidos 8,8 g/L de
acido propibnico. Todavia, analisando-se os valores obtidos e pensando na
viabilidade econbémica do processo, optou-se por restringir os resultados e, neste
caso, o valor da funcéo desirability para atingir o maximo foi de 0,7285, ou seja, a
otimizagdo do meio de fermentagéo atendeu em 72,85% o maximo obtenivel. Seus

valores codificados e preditos encontram-se na Tabela 5-9.

Tabela 5-9: Valores preditos para a maximizagédo da concentracéo de acido propionico,
apos a restricdo na faixa de resposta, utilizando o DCCR.

Variaveis Dependentes Valor Codificado Valor Experimental
TSB -0,2 4 g/L
Extrato de Levedura 0,5500 9g/L

Ao serem utilizados os valores da tabela 5.9, seriam alcancados 7,45 g/L de
acido propidnico. O extrato de levedura contendo proteina, lipideos, vitaminas e
outros é considerado um nutriente importante para o crescimento celular e producéo
de acido propidnico (JIANG et al., 2010). Entretanto, o uso pode aumentar 0s custos
do processo (URBANCE et al., 2003). No caso da presente pesquisa, seria
necessario um aumento de 77,5% na concentracdo de extrato de levedura e de
34,3% de TSB para se ter um incremento de apenas 18% na concentracdo de acido
propiénico, 0 que economicamente ndo seria interessante e, por isso, elegeu-se

trabalhar com os valores fornecidos na Tabela 5-9.

As variaveis e valores mais significantes para a producédo de acido propidnico,
segundo os experimentos conduzidos anteriormente em frascos de penicilina, foram
validados em biorreator instrumentado. E os resultados obtidos levaram a um meio
de fermentacdo com 4 g/L de TSB, 9 g/L de extrato de levedura, 0,25 de K;HPO, e
0,05 g/L de MnSOQO,.

55 Processos de Obtenc&o de Acido Propidnico Conduzidos em Biorreator

Nesta secdo sdo apresentados os resultados dos processos de producédo de

acido propibnico, conduzidos em biorreator instrumentado. Foram realizados 5
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ensaios utilizando meio sintético com os componentes ja nas condi¢des otimizadas.
Os dois primeiros ensaios valeram-se de células livres de P. acidipropionici, sendo
um conduzido em batelada e o outro em batelada alimentada por pulsos. A fim de se
verificar se seria possivel imobilizar o microrganismo no bagaco de sorgo, uma
batelada simples foi realizada usando a técnica de imobilizacdo celular. Apos ser
constatado que a batelada alimentada seria a melhor forma de condugdo do
processo, foram realizadas 2 fermentacdes com células imobilizadas no bagaco de

sorgo com o objetivo de avaliar o parametro temperatura.

Por fim, para examinar o potencial de utilizacdo do hidrolisado hemicelulésico
do bagaco de sorgo, foram executadas bateladas sequencias com o hidrolisado

suplementado como meio para o preparo do in6culo e para a fermentacao.

5.5.1 Conducio da Producdo de Acido Propidnico por Batelada e Batelada

Alimentada com Células Livres

Como a xilose é o acgucar predominante na fracdo hemicelulésica (JONES et
al., 1979), esta pentose foi escolhida para ser estudada como fonte de carbono nos
meios sintéticos empregados nos ensaios realizados em biorreator. Os experimentos
de fermentacdo com células livres foram conduzidos em meio sintético, com as
concentracdes iniciais de nutrientes determinadas anteriormente pelos estudos de
otimizacao. A concentracao utilizada de xilose para a conducao dos experimentos foi
de 40 g/L, para simular os valores de concentracdo inicial deste acucar na fracédo
hemicelulésica do bagaco de sorgo, obtida de acordo com a metodologia de
BARCELOS (2012).

A Figura 5-9 apresenta os perfis cinéticos para a producdo do &cido

propidnico por batelada simples em meio sintético utilizando células livres.
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Figura 5-9: Perfil cinético da batelada simples em biorreator empregando células livres de
P. acidipropionici, com 40 g/L de xilose (pH 7.0, 30° C, 150 rpm).

O ensaio foi executado por 168 horas, a temperatura de 30° C e pH de 7. A
xilose foi totalmente consumido, em 96 horas e a producdo dos &cidos organicos
estacionou igualmente neste tempo. A producéo final de acido propibénico foi 18 g/L,
de &cido acético 7 g/L e de acido succinico 6,5 g/L. A produtividade volumétrica
encontrada foi de 0,18 g/L.h, o fator de rendimento em produto (Yps) 0,48 g/g e 0
fator de rendimento em células (Yys) 0,15 g/g. A razdo P/A foi de 2,57:1, a P/S (acido
propibnico/acido succinico) foi de 2,77:1 e a producdo de acido propidnico
corresponde a 57,15% do total de acidos produzidos.

Com a intencdo de diminuir a inibicdo pelo substrato caracteristica do
processo de fermentacdo do acido propibnico, realizou-se um novo ensaio, porém,
conduzido em batelada alimentada por pulsos (Figura 5-10). Apesar de 0 ensaio ter
tido duracéo de 192 horas, ressalta-se que a xilose esgotou-se com 168 horas de
fermentacdo. Cabe destacar que a producdo dos acidos organicos continuou
crescente mesmo apos 0 crescimento bacteriano ter cessado. Além disso, para ser

melhor representados no gréafico, os valores encontram-se em massa.
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Figura 5-10: Perfil cinético da batelada alimentada por pulsos em biorreator empregando
células livres de P. acidipropionici, com 40 g/L de xilose inicial e alimentag6es de 20g/L (pH
7.0, 30° C, 150 rpm).

A producéo final de acido propidnico referente a 52,78 g foi de 38 g/L, a de
acido succinico foi de 12,1 g/L e a de &cido acético foi de 12,47 g/L. O fator de
rendimento Yys foi de 0,29 g/g, referente a batelada antes de comecarem as
alimentacdes, uma vez que o crescimento celular praticamente estabilizou com 58
horas de fermentagcdo. A produtividade global foi de 0,23 g/L.h, as razdes P/A e P/S
foram de 3,1:1 e 3,2:1 respectivamente. Além disso, houve uma producgéo de 61%
de acido propidnico em relacdo a todos os &cidos produzidos. Os fatores de
rendimentos em produto obtidos foram: 0,31 g/g; 0,32 g/g; 0,27 g/g e 0,42 g/g em
relacdo a batelada inicial e a primeira, segunda e terceira alimentacdes. Além disso,

a eficiéncia de fermentacao foi de 67%.

As duas formas de conducdo do processo aqui relatadas sao amplamente
estudadas na literatura. RAMSAY et al., (1998), foram um dos primeiro estudos
cinéticos de producdo de acido propidnico a partir de pentoses. Neste estudo foi
realizado uma batelada simples e obteve-se uma fase sem producdo de &cido
propidnico de 30 horas, o que foi muito elevada ao ser comparada a do presente

trabalho. Como explicacdo para uma menor producdo de acido propidnico na
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batelada simples, cabe ressaltar que uma concentracdo de &cido propidnico acima
de 10 g/L no meio provoca um crescimento microbiano muito lento comprometendo
a produtividade do processo (GOSWAHI et al., 2001).

LIU et al. (2012), utilizando 30 g/L de xilose comercial e a bactéria P.
acidipropionici, obtiveram 13,3 g/L em 72 horas, resultando em uma produtividade de
0,18 g/L.h. Quando empregaram a batelada alimentada obtiveram 0,23 g/L.h, que é
semelhante aos valores aqui encontrados, porém, a fonte de carbono do trabalho
por eles desenvolvido ndo foi consumida totalmente, acumulando-se no meio. Ja
LIANG et al., (2011) realizaram experimentos em batelada alimentada com 20 g/L de
glicose e 40 g/L de frutose e obtiveram produtividade volumétrica de 0,18 g/L.h e
uma producdo de acido propiénico de 40,6 g/L. Apesar da concentracdo final de
acido propiénico na pesquisa de Liang ter sido maior em relacdo ao encontrado
neste trabalho, cabe ressaltar que foi utilizado no trabalho por eles desenvolvido
duas fontes de carbono, o que é favoravel a producdo do acido organico e uma
concentracdo relativamente mais alta destas fontes em relacdo as do presente

trabalho.

LIU et al., (2010) fizeram um trabalho com glicerol em que ao final da batelada
se obteve um fator de rendimento em produto de 0,475 g/g, produtividade
volumétrica de 0,108 g/L.h e uma producdo final de 18 g/L. Esses valores
novamente se mostram abaixo dos aqui desenvolvidos, uma vez que o glicerol,
como ja dito anteriormente, ndo forma co-produtos, apenas o &cido propidnico,
devido seu grau de redutibilidade ser igual ao do acido propiénico e por isso nao
precisar de subprodutos para manter o balanco redox, logo sua conversado neste é
maior. Vale lembrar que 1 grama glicerol pode produzir 0,8 g de acido propidnico,
em detrimento da xilose com a qual gera-se no maximo 0,49 g de acido propidnico,
teoricamente. Realizou-se, também, uma co-fermentacdo (glicerol e glicose)
conduzida em batelada alimentada em que alcancaram valores de 29,2 g/L de acido

propidnico e 0, 152 g/L.h em 192 horas e estes estdo aquém dos aqui obtidos.

Autores como CORAL et al, (2008) e ZHU et al.,, (2010), igualmente,
realizaram bateladas com células de P. acidipropionici livres usando 20 g/L de
glicerol e conseguiram 6,77 g/L e 15,72 g/L de acido propibnico, e produtividade de
0,05 e 0,13 g/L.h respectivamente, 0 que, novamente mostra a importancia da

pesquisa aqui desenvolvida.
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Desta forma, analisando os dois experimentos aqui desenvolvidos (batelada
simples e batelada alimentada), constatou-se que a melhor forma para conduzir a
fermentacdo do &acido propidnico € a batelada alimentada, uma vez que a
concentracdo final de acido sofreu um incremento de mais de 2 vezes e a razao
entre a producdo de acido propidnico e acético também aumentou, além da
produtividade volumétrica global.

5.5.2 Conducédo da Producdo de Acido Propidnico por Batelada Simples

Utilizando Células Imobilizadas

A definigao de imobilizagao celular € “a limitacdo da mobilidade celular dentro
de um espago definido” (SHULER e KARGI, 1992). Pensando em um melhor
desempenho da producdo de &acidos organicos, verificou-se que a imobilizacao
celular é ideal quando h&d um processo inibitério do produto de fermentacéo
(KEWELOH et al., 1989). Por isso, pensou-se em aplicar essa estratégia na presente

pesquisa.

A fim de se verificar se seria possivel imobilizar as células de P. acidipropioni
nas fibras do bagaco de sorgo, foi feito um teste preliminar no qual foram utilizadas
as ceélulas da batelada alimentada com células livres realizada anteriormente,
apenas com o intuito de ver se era cabivel a producdo do &cido propiénico. A

cinética do processo encontra-se na Figura 5-11.

Este experimento resultou numa concentracdo de acido propidnico de 12 g/L
e 5,66 g/L de acido acético e 2,3 g/L de acido succinico. A razao P/A obtida foi de
2:1, Qp de 0,09 g/L.h, Yxs de 0,29 g/g, Ypisde 0,28 g/g e a eficiéncia de fermentacao
de 57%. Ao ser comparado com a batelada com células livres, observa-se que a
concentracdo de acido propiénico foi menor (12 g/L) que no sistema convencional
(18 g/L).
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Figura 5-11: Perfil cinético da batelada simples em biorreator empregando células
imobilizadas de P. acidipropionici em bagaco de sorgo com 40 g/L de xilose (pH 7.0, 30° C,
150 rpm).

Um dos fatores que explica a diminuicdo da produtividade nesta fermentacéo
com células imobilizadas foi o fato de que as células empregadas neste ensaio
foram as mesmas que haviam sido utilizadas para a batelada alimentada com
células livres realizada anteriormente, assim, elas podem ter tido sua bioatividade
diminuida devido ao fato de que ja tinha mais de 15 dias. Porém, através deste
ensaio foi possivel demonstrar que a bactéria P. acidipropionici seria capaz de, ao
ser imobilizada no bagaco de sorgo, produzir acido propibénico, além disso, a
manutencdo da alta concentracdo celular no reator por imobilizacdo é capaz de
compensar o crescimento lento da bactéria propidnica (GU et al., 1998) e permitir
uma melhoria na produtividade e na producdo do acido (LEWIS e YANG, 1992a,
PAIK e GLATZ, 1994). Logo, por todas as vantagens ja pontuadas, a imobilizacéo
das células bacterianas em bagaco de sorgo, foi escolhida para continuar a pesquisa

aliado a melhor forma de conducéo do bioprocesso: a batelada alimentada.
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5.5.3 Estudo do Paréametro Temperatura na Batelada Alimentada com Células
Imobilizadas

Apo6s ser definido utilizar a estratégia de imobilizar as células de P.
acidipropionici no bagaco de sorgo e conduzir a fermentagcdo por batelada
alimentada, fez-se um estudo sobre o efeito da temperatura, parametro este que é
considerado importante neste tipo de processo. Para isto, procedeu-se a dois
ensaios: um com o controlador de temperatura desativado e outro com a
temperatura controlada pelo controlador do BioFlo. As cinéticas estdo reportadas
nas Figura 5-12 e Figura 5-13, respectivamente. Cabe ressaltar que os valores estao
demonstrados em massa, para permitir uma melhor visualizacdo. Na fermentacéo
sem temperatura controlada (Figura 5-12), a temperatura iniciou em 30° C +/- 1° C e,
logo depois, o controlador de temperatura foi desligado, permitindo que rapidamente
a temperatura caisse para 21° C e se mantivesse em torno desta, com variacées de
+ 1°C. Em sua cinética, pode-se observar que houve a producdo de 26,2 g/L de
acido propibnico, 9,3 g/L de acido acético e 5,62 g/L de acido succinico. Além disso,
atingiu-se uma produtividade volumétrica global de 0,15 g/L.h, um Yyxs de 0,35 g/g
nas 75 primeiras horas e uma razdo P/A de 2,8:1. A razdo entre acido propibnico e
succinico foi de aproximadamente 5:1 e houve uma producdo de 64 % do &cido
propidnico em relacdo ao total de acidos. O tempo de fermentacao foi muito longo,
170 horas, e isto explica a baixa produtividade. O fator de rendimento em células foi
de 0,29 g/g, estabilizando-se apdés 99 horas, ja os fatores de rendimentos em
produtos foram 0,3 g/g (batelada inicial), 0,42 g/g (primeira alimenta¢éo), 0,61 g/g
(segunda alimentacédo) e 0,14 g/g (terceira alimentacdo) ao longo das alimentacdes,

sendo a média 0,37 g/g. Houve, também, uma eficiéncia de fermentacédo de 75%.
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Figura 5-12: Perfil cinético da batelada alimentada em biorreator empregando células
imobilizadas de P. acidipropionici em bagac¢o de sorgo com 40 g/L de xilose inicial e

alimentagdes de 20 g/L, sem temperatura controlada (pH 7.0, 150 rpm).
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Figura 5-13: Perfil cinético da batelada alimentada em biorreator empregando células
imobilizadas de P. acidipropionici em bagaco de sorgo com 40 g/L de xilose inicial e
alimentacgdes de 20 g/L, com temperatura controlada (pH 7.0, 30°C ,150 rpm).
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No ensaio em que se controlou a temperatura, o reator BioFlo (New
Brunswick BioFlo 310®) teve este parametro controlado a 30° C + 1° C do inicio ao
fim do processo. O processo teve uma duracdo de 72 horas e sua producdo de
acido propibnico foi de 37 g/L, ja a de acido acético e succinico foi de 17,05 g/L e
14,21 g/L, respectivamente. A produtividade volumétrica global foi de 0,51g/L.h e as
razdes P/A e P/S foram de 2,2:1 e 2,6:1, nessa ordem. Além disso, a eficiéncia do
processo foi de 83% e as médias dos fatores Yp/s foi de 0,41g/g e 0 Yy foi 0,18g/g.
Em ambos os ensaios, foram feitas 3 alimentacdes de 20 g/L de xilose cada uma.
Uma comparacgdo mais explicita dos dados encontrados nestes 2 experimentos pode
ser observada na Tabela 5-10 e na Figura 5-14, um gréfico de barras no qual é
mostrado a diferenca entre as produtividades volumétricas e as producdes de acido
propionico, evidenciando a importancia do controle da temperatura nesta

fermentacéao.

Tabela 5-10: Comparacao entre os resultados obtidos na batelada alimentada com células
imobilizadas com e sem controle de temperatura.

Variaveis Temperatura Controlada a Temperatura a 20°C

30°C
Tempo (h) 72 170
Acido propiénico (g/L) 37 26,21
Acido Acético (g/L) 17,05 9,27
Acido Succinico (g/L) 14,02 5,62
Produtividade (g/L.h) 0,51 0,15

Ao serem comparados o0s dois processos, pode-se observar que na
fermentacdo conduzida a 30°C, obteve-se um aumento de cerca de 41 % na
producéo de acido propionico com um decréscimo de 57 % no tempo. Este fato pode
ser explicado pela temperatura 6tima de crescimento da bactéria P.acidipropionici
que é de 30 a 32° C (ZHANG et al., 2009), portanto a uma menor temperatura o
crescimento da bactéria torna-se ainda mais lento prejudicando o processo como um

todo.
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Figura 5-14: Gréafico comparativo entre as bateladas alimentadas sem controle de
temperatura e com controle de temperatura

J& a proporcao de P/A diminuiu com o controle da temperatura e isto pode ser
explicado segundo SESHADRI e MUKHOPDHYAY (1993), que declaram que a
proporcao P/A diminui com o aumento da temperatura. A temperatura influencia a
especificidade das reacfes enzimaticas, 0 mecanismo de regulacdo metabdlica das
células e a permeabilidade da membrana celular (FORAGE et al.,, 1985). A
temperatura, desta feita, mostrou-se um parametro de extrema relevancia na
fermentacdo do &cido propidnico, sendo necessario o seu controle para uma

producao satisfatoria deste acido organico.

Alguns autores como CORAL et al. (2008) ja estudaram a influéncia da
temperatura na fermentacdo do acido propiénico a partir de lactato, melago de cana
e glicerol e, com uma temperatura de 30° C. Estes autores alcancam valores de
concentracdo de &cido propibnico de 15,06 g/L, 7,55 g/L e 6,77 g/L,
respectivamente, superiores aos encontrados em 36° C (13,32 g/L, 3,71 g/L e 4,87
g/L respectivamente), além de um aumento na razdo P/A com a temperatura de 36°
C em relagdo a de 30° C. Seus resultados vdo ao encontro dos conseguidos na

presente pesquisa e demonstram a importancia do controle de temperatura.

Em relacdo a batelada alimentada com células imobilizadas, outros autores

também desenvolveram trabalhos, como LIANG et al (2012), que realizaram
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experimento em batelada alimentada com células imobilizadas e conseguiram uma
producdo de &cido propidnico de 68,9 g/L em um tempo de 200 horas, com uma
produtividade volumétrica de 0,34 g/L.h. Cabe destacar aqui, que a produtividade do
presente trabalho foi de 0,51 g/L.h e com alimentacbes de 20 g/L de xilose em
contraste a um outro trabalho que utilizou 20 g/L de glicose e 40 g/L de frutose.
ZHANG e YANG (2009) conseguiram produzir 97 g/L de &cido propidnico, no entanto
usaram um mutante geneticamente modificado de P. acidipropionici 4875 (ACK-
TET), tendo alcancado valores de produtividade baixa (0,07 g/L.h). FENG et al.,
2011, obtiveram 92 g/L de &cido propidnico, utilizando a bactéria P.freudenreichii,
mas o tempo de fermentacdo foi de 254 horas, usando hidrolisado de bagaco de

cana e uma produtividade de 0,36 g/L.h.

Recentemente, foi realizado o primeiro trabalho relacionado ao
escalonamento da producao biotecnoldgica deste &cido organico. Foi verificado que,
utilizando o glicerol como Unica fonte de carbono em um biorreator de 10 m?*, P.
acidipropionici foi capaz de produzir 47 g/L de &cido propiénico em 240 h (Zhu et al.,
2010). Somando-se a isso, baixas concentracfes dos sub-produtos acido acético e
acido succinico foram detectadas, possivelmente devido a utilizagdo do glicerol
como fonte de carbono, uma vez que o glicerol por possuir 0 mesmo grau de
redutibilidade do acido propiénico ndo gera co-produtos para manter equilibrado o

balanco redox.

5.5.4 Batelada Sequencial Utilizando Hidrolisado Hemicelul6sico de Bagaco
de Sorgo com Células Imobilizadas

A viabilidade do uso do hidrolisado hemicelulésico do bagaco de sorgo como
um substrato para a producéo de acido propiénico foi avaliada através de bateladas
sequenciais com as ceélulas imobilizadas no baga¢co como o descrito anteriormente.
O in6culo utilizado neste experimento foi preparado aplicando o hidrolisado em
proporc¢des apropriadas para obter uma concentragdo de xilose proxima a da xilose

utilizada no meio sintético (10 g/L).

Depois de ter ocorrida a imobilizacdo celular, trés fermentacées consecutivas

foram realizadas com o hidrolisado hemicelulésico que continha cerca de 55 g/L de
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xilose e 25 g/L de glicose como fontes de carbono. Toda a xilose e glicose foram
esgotadas ao longo das bateladas. A cinética de fermentacdo mostrada na Figura
5-15, indica como tendéncia ao longo dos ciclos haver uma grande diminuicdo do
tempo de fermentacdo e um aumento de rendimento, producdo e produtividade do
primeiro ciclo para o ultimo, em resultado do crescimento celular e adaptagéo
continua da célula (LIANG et al., 2012; SUWANNAKHAM e YANG, 2005, ZHANG E
YANG, 2009 a,b).

O tempo de fermentagéo no primeiro ciclo foi de 80 horas, no segundo de 36 h
e no terceiro de 30 h, ou seja, entre o primeiro e o Ultimo houve uma diminuicdo em
mais de 50 % do fator tempo. A concentragcéo do acido propibnico foi de 28,1 g/L, 30
g/L e 35,3 g/L, respectivamente, com meédia de 31.13 g/L; a produtividade foi de 0,35
g/L.h, 0,83 g/L.h e 1,16 g/L.h, ou seja aumentou em 0,81 g/L.h entre os ciclos e com
um fator de rendimento em produto de 0,48g/g, 0,52g/g e 0,61g/g, a partir da xilose e
glicose, com média de 0,54 g/g. J& o fator de rendimento em células foi decaindo
como era o esperado ao longo do processo, sendo, nesta ordem, de 0,2 g/g, 0,17g/g
e 0,13 g/g. Estes resultados sugerem que o bagaco de sorgo tem potencial para ser
utilizado como substrato de baixo custo para a producédo de acido propidnico com
uma elevada produtividade.
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Figura 5-15: Cinética de producéo de acido propidnico a partir da fragdo hemicelulésica do
bagaco de sorgo com células imobilizadas (pH 7.0, 30° C, 150 rpm).

Na Figura 5-16, hd uma comparacdo entre as produtividades e fatores de
rendimento em produto em cada ciclo, evidenciando, claramente, a viabilidade da

conducao do processo por batelada sequencial.

14

17 +  WProdutividade (g/L"h)
B Rendimento (g/g)

1 2 3

Ciclos de Fermentagao

Figura 5-16: Comparacdo entre a produtividade volumétrica e o fator de rendimento em
produto ao longo dos 3 ciclos na batelada sequencial utilizando o hidrolisado hemicelulésico
do bagaco de sorgo com células imobilizadas (pH 7.0, 30° C, 150 rpm).
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Além do acido propibénico, houve producdo de acido acético nos ciclos de
11,23 g/L, 12,37 g/L e 12,97 g/L respectivamente, além de &cido succinico, que no
primeiro ciclo foi de 5,84 g/L e de 5,36 g/L e 4,69 g/L no segundo e terceiro ciclo
respectivamente. O valor de concentracdo de acido acético encontrado difere do
indicado no grafico, uma vez que como pode ser observado jA no inicio da
fermentacdo existe uma concentracdo de cerca de 6 g/L deste &cido, fato que se
deve ao hidrolisado hemicelulésico produzido j& possuir acido acético em sua
composicao. Isto se deve ao fato das xilanas de bagaco de sorgo serem altamente
acetiladas (STAMBUK et al., 2008). Observa-se que os valores de acido acético e
succinico sdo menores que os encontrados nas outras fermentacgfes, isto se deve
ao fato de a forma de conducdo ter sido por batelada sequencial, uma vez que uma
maior concentracdo de subprodutos é formada quando h& excesso de &cido
propiénico no meio (DISHISHA et al., 2013). Cabe aqui ressaltar que houve uma alta
razdo P/A entre as bateladas (2,5:1; 2,4:1; 2,7:1), e razdo P/S (4,8:1; 5,59:1; 7,5:1) o
que facilita o processo de separagéo do produto final, e a eficiéncia de conversao do
produto principal foi de 66,49%, 76% e 92% respectivamente, ja que lgrama de
xilose gera 0,49 gramas de &cido propidnico e 1 g de glicose gera 0,54 gramas de

acido, teoricamente.

Diversos trabalhos na literatura relatam a conducdo da fermentacdo por
batelada sequencial, porém os resultados ndo se mostraram tao promissores quanto
os alcancados neste trabalho: ZHU et al (2012), utilizaram o hidrolisado
hemiceluldsico do bagaco de cana, tendo sido realizadas 3 bateladas como nesta
pesquisa, porém a concentracdo de acido no primeiro ciclo foi de 13,7 g/L e de 12,1
g/L no ultimo, assim como a produtividade foi de 0,97 g/L.h para 0,81 g/Lh. Este
decaimento na produtividade pode devido ao fato de se acumularem no hidrolisado
alguns compostos téxicos a célula. Ademais, a xilose praticamente ndo € consumida
em relacdo a glicose. No presente estudo, a xilose foi totalmente consumida, junto
com a glicose, esgotando-se as fontes de carbono, além disso, a produtividade e a
producéo do &cido propibnico foram progressivamente aumentando, indicando que a

bactéria foi se adaptando ao meio.

LIANG et al., (2012) empregaram hidrolisado de alcachofra (glicose e frutose

como fontes de carbono) e obtiveram um fator de rendimento em produto que variou
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de 0,447 g/g a 0,522 g/g em oito ciclos, tendo uma variacdo de 0,075 g/g, jA com o
hidrolisado de sorgo, conseguiu-se, nesta pesquisa, um fator de rendimento em
produto de 0,48 g/g a 0,61 g/g em apenas 3 ciclos, mostrando uma variagao de 0,13
9/g.

WANG et al., (2013) utilizaram o glicerol e a glicose como fontes de carbono e
na ultima batelada o hidrolisado de mandioca. No entanto, a produtividade atingida
variou de 0,44 a 0,58 g/L.h e o fator de rendimento em produto de 0,52 a 0,58 g/g,
resultados abaixo dos aqui reportados. Enfatiza-se que no trabalho desenvolvido por
WANG et al., o glicerol ndo é totalmente consumido e a variacao de tempo de cada

ciclo € muito pequena.

Portanto, conforme indicado por diversos autores e comprovado neste
trabalho (Tabela 5-11), os resultados obtidos sdo bastante promissores e apontam o
grande potencial da utilizacdo do hidrolisado hemicelulésico do bagaco de sorgo

sacarino para a producao de acido propidnico.
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Tabela 5-11: Resumo dos principais resultados reportados na literatura e dos obtidos no presente trabalho

Acido Produtividade
Microrganismo Modo de Operacgéo Substrato Propidnico Referéncias
(g/L.h)
(/L)
P. acidpropionici ATCC 25562 batelada glicose + xilose (3:1) 22,9 0,30 Ca”z’lngdS%;et al.
P. acidpropionici ATCC 25562 CSTR+UF+rec.cél. glicose + xilose (3:1) 18 2.7 Ca”(olngds‘;ft al.
. . hemicelulose Ramsay et al.
P. acidpropionici ATCC 4875 batelada hidrolisado 18,3 0,23 (1998)
P. acidpropionici ATCC 4875 batelada xilose 18,5 0.24 Suw?2n0n0a5k)ham
P. aci ionici ATCC 487
acidpropionici ATCC 4875 batelada xilose 19,5 0,33 Suwannakham
mutantemente adaptada (2005)
P. acidpropionici ATCC 4875 batelada alimentada xilose 53,2 0,23 Liu et al. (2012)
P. acidpropionici ATCC 4875 batelada alimentada melaco de milho 71,8 0,28 Liu et al. (2012)
P. freudenreichi CCTCCM batelada alimentada em —
207015 PEB hidrolisado de melaco 91,9 0,36 Feng et al. (2011)
- . batelada sequencial em hidrolisado de ,
P. acidipropionici ATCC 4875 PEB alcachofra 68,9 0,34 Liang et al. (2012)
P. acidpropionici P200910 batelada (células glicose 14 0,39 Paik e Glatz (1994)
imobilizadas)
P. acidpropionici P200910 CSTR (celulas glicose 311 0,96 Paik e Glatz (1994)
imobilizadas)
P. acidpropionici 4875 (ACK-TET) batelada (células livres) glicose 15,6 0,37 Zang e Yang (2009)
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Tabela 5-11: Resumo dos principais resultados reportados na literatura e dos obtidos no presente trabalho

Acido Produtividade
Microrganismo Modo de Operacgéo Substrato Propidnico (@/L.h) Referéncias
(g/L)
P. acidpropionici 4875 (ACK-TET) batelada alimentada (FBB) glicose 97 0,53 Zang e Yang (2009)
P. freudenreichii CTCC M207015 batelada (células livres) glicose 14,6 0,37 Xu et al. (2011)
P. freudenreichii CTCC M207015 batelada (FBB mod.) melaco hidrolisado 41,2 0,41 Xu et al. (2011)
P. freudenreichii CTCC M207015  Patelada a'rin”;ff)tada' (FBB  helaco ndo tratado 91,9 0,46 Xu et al. (2011)
P. acidpropionici CGMCC 1.2225 batelada (células livres) glicose 18,9 0,45 Zhu et al. (2012)
P. acidpropionici CGMCC 1.2230 batelada (células livres) glicose 18,3 0,45 Zhu et al. (2012)
P. acidpropionici CGMCC 1.2230 batelada (FBB) glicose 22,9 0,51 Zhu et al. (2012)
P. acidpropionici CGMCC 1.2230 batelada alimentada (FBB) glicose 51,2 0,43 Zhu et al. (2012)
P. acidpropionici CGMCC 1.2230 batelada (FBB) bagaco cana hidrolis. 12,9 0,29 Zhu et al. (2012)
P. acidpropionici CGMCC 1.2230 batelada alimentada (FBB)  bagaco cana hidrolis. 58,8 0,37 Zhu et al. (2012)
P.acidipropionici CIP 53164 batelada (células livres) xilose 18 0,18 Este trabalho

P.acidipropionici CIP 53164 batelzflda allr_nentada xilose 38 0,23 Este trabalho
(células livres)
batelada alimentada sem
P.acidipropionici CIP 53164 temperatura controlada xilose 26 0,15 Este trabalho

(células imobilizadas)
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Tabela 5-11: Resumo dos principais resultados reportados na literatura e dos obtidos no presente trabalho

Acido

, . ~ Produtividade A
Microrganismo Modo de Operacgéo Substrato Propidnico Referéncias
(g/L.h)
(/L)
batelada alimentada sem
P.acidipropionici CIP 53164 temperatura controlada xilose 37 0,51 Este trabalho
(células imobilizadas)
o 31,13
- . batelada sequencial h_|droI|sa_do (média
P.acidipropionici CIP 53164 ! ; L hemicelulésico de 0,78 Este trabalho
(células imobilizadas) b entre os
agaco de sorgo ciclos)

ACK-TET: designacéao do organismo geneticamente modificado; UF: ultrafiltragcdo; PFB: plant-fibrous-bioreactor; FBB: fibrous-bed-bioreactor
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5.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) do Bagaco de Sorgo

Com o intuito de avaliar as alteracdes na superficie das fibras do bagaco de
sorgo antes e depois do pré-tratamento acido e apdés a imobilizacdo da P.
acidipropionici, foram realizadas analises de microscopia eletrénica de varredura.
Dentre as varias aplicacdes imputadas ao MEV e relatadas na revisédo bibliografica,
nesta pesquisa esta técnica foi utilizada apenas para analisar a morfologia do

bagaco nas diferentes etapas do processo.

Analisando de forma comparativa o bagaco de sorgo in natura e a celulignina
acida, que é o bagaco apds ter sido aplicado o pré-tratamento acido, Figura 5-17 e
Figura 5-18 respectivamente, observa-se uma mudanca significativa da estrutura da
fibra, com visivel desorganizacédo destas. Através das micrografias, pode-se ver que
a etapa de pré-tratamento acido foi bem realizada, pois enquanto as fibras do
bagaco de sorgo encontram-se inteiras, as da celulignina &cida estdo rompidas,
proporcionando uma disponibilidade das fibras celulésicas para os processos

subsequentes.

-

AL D82 x300 300um

201311727

Figura 5-17: Fotomicrografia do bagago de sorgo “in natura”
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201311727 AL D52 x300 300um

Figura 5-18: Fotomicrografia do bagaco de sorgo apds pré-tratamento acido

A Figura 5-19 retrata a imobilizacdo celular utilizada na fermentacdo para a
producdo do acido propidnico. Nela, foi possivel observar as células de P.
acidipropionici aderidas a fibras do bagaco, revelando, desta forma, que a

imobilizacéo celular ocorreu conforme o pretendido para o processo de fermentacao.

201311127 AL D4.0 x50 200 um

Figura 5-19: Fotomicrografia do bagaco de sorgo com células de P. acidipropionici.
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5.7 Consideracdes Finais

Através de estudos realizados neste trabalho, assim como o levantamento
bibliografico de diversas pesquisas cientificas sobre a producdo de acido propidnico
e do microrganismo Propionibacterium acidipropionici, concluiu-se que € possivel a
obtencdo de uma producdo robusta de acido propidnico por via fermentativa.
Sumariamente, o objetivo e desenho experimental adotado para a execucdo da
presente pesquisa, pautaram-se, no desenvolvimento de processos fermentativos
para a producdo de &cido propibnico a partir de um material lignocelulésico,
mediante o uso da linhagem P. acidipropionici CIP 53164, através de diferentes
formas de conducdo do processo, como batelada simples, batelada alimentanda e

batelada sequencial, além do emprego da técnica de imobilizacao.

Na Figura 5-20, pode ser visualizada de maneira bastante sumarizada a
evolucdo deste trabalho, relatando as condicfes de processo mais relevantes, com

suas produtividades volumétricas e concentracdes finais de acido propibnico.

Pode-se observar que a partir do planejamento experimental fatorial, onde
ficou evidenciado que o extrato de levedura era 0 componente mais importante e do
DCCR, onde obteve-se as concentracbes para a otimizacdo do meio de
fermentacdo, na faixa analisada, houve um incremento na producdo do acido
propiénico e na produtividade. Além disso, a imobilizacdo celular foi de extrema
importancia, aumentado a produtividade consideravelmente (0,22 g/L.h para 0,51
g/L.h) no processo conduzido por batelada alimentada. A utilizacdo do bagaco de
sorgo mostrou-se bastante eficaz para a producao do acido propiénico, uma vez que
as 3 bateladas sequenciais, tiveram a duracédo total de 140 horas e ao final deste
periodo havia sido produzido um total de 112 g de acido propidnico além de 19 g de
acido succinico e 44 g de acido acetico. A relevancia da utilizacdo do hidrolisado de
bagaco de sorgo e a condugéao do processo desta forma, pode ser observada pelo
aumento da produtividade volumétrica ao longo do processo, o que coloca em
evidéncia a adaptacdo da bactéria P.acidipropionici a0 meio, ocorrendo assim a

reducdo do tempo de duracdo de cada ciclo.
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Figura 5-20: Grafico comparativo entre as diferentes formas de condugéo do processo de
producéo de &cido propibnico utilizando a bactéria P.acidipropionici

7

O acido propidnico € um dos &cidos organicos mais importantes, sendo
amplamente utilizado em diversos segmentos da industria. Por isso, sua producéo a
partir de matéria-prima renovavel torna-se interessante, uma vez que a crise do
petréleo esta se agravando. Os parametros que determinam a viabilidade econémica
de um processo biotecnolégico sdo: magnitude da produtividade, concentracéo final
do produto e fator de rendimento e por todos estes parametros aqui reportados, o
processo de producdo biotecnolégica de acido propibnico mostrou-se bastante

promissor.

Por tudo reportado, pode-se constatar mais uma vez que a imobilizagao
celular utilizando bagaco de sorgo foi eficiente e que é uma boa estratégia para este
tipo de processo, além disso, ela € conduzida em batelada alimentada para
minimizar o carater inibitério deste tipo de processo. Visando explicitar esta
afirmacdo, observa-se a Figura 5-21, em que fica claro o ganho obtido com a

imobilizacéo da bactéria para a producéo de acido propidnico.
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Figura 5-21: Grafico comparativo entre a batelada alimentada com células imobilizadas e

com células livres (pH 7.0, 150 rpm e 30° C).
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6 CONCLUSOES & SUGESTOES

Neste capitulo, estdo apresentadas as conclusées que foram consideradas as
mais importantes do trabalho realizado. Apresentam-se, também, algumas
sugestbes para futuros trabalhos e pesquisas a serem desenvolvidas, provenientes

dos resultados aqui obtidos.

6.1 Conclusdes

> O bagaco de sorgo in natura possuia uma composi¢cao em base seca
de 24,96 % de hemicelulose, 39,44% de celulose, 20,64 % de lignina e 2,22 % em
cinzas. Ap0s o0 pré-tratamento, sua composicdo passou para 10,11 % de
hemicelulose, 50,82 % de celulose, 32,65 % de lignina e 0,67 % de cinzas. Estes
resultados demonstram que o pré-tratamento com acido diluido aplicado foi bem
realizado, pois a hemicelulose diminuiu consideravelmente na fragcdo solida do

bagaco;
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> A bactéria Propionibacterium acidipropionici CIP 53164 mostrou-se
capaz de consumir xilose e glicose, produzindo &cido propidnico. Na batelada em
frascos de penicilina com glicose como substrato, obteve-se 6,3 g/L de &cido
propidnico e 0,97 g/L de acido acético, além de um Yp;s de 0,76 g/g, Yxs de 0,48 g/g,
uma Qp de 0,09 g/L.h e uma razédo P/A de cerca de 7:1. Ja com xilose, obteve-se
uma P/A de 4,9:1, uma producédo de acido propidnico e acético de 5,9 g/L e 1,2 g/L,
respectivamente, aléem de uma Qp de 0,08 g/L.h, um Yxs de 0,44 g/g e um Yps de
0,37 g/g;

> Nas bateladas alimentadas em frascos conicos utilizando glicose como
substrato obteve-se 4,93 g/L de &cido propibnico e 0,88 g/L de acético, além de uma
produtividade global de 0,1 g/L.h e uma razdo P/A de cerca de 6:1. J4 na
fermentacdo contendo xilose, os valores obtidos foram de uma produtividade global
de 0,15 g/L.h e uma razdo P/A de 7:1, além de uma producéo de 5,8 g/L de acido
propidnico e de 0,79 g/L de acético. Observando-se as produtividades, constata-se
gue a melhor forma de conducédo dos ensaios preliminares em frascos foi a batelada
alimentada a fim de produzir a maior concentracdo de acido propiénico no menor
tempo possivel;

> Foi possivel concluir com o planejamento fatorial 2? que tanto o extrato
de levedura quanto o TSB influenciam de forma significativa a fermentacéo, porém a
maior importancia foi a do extrato de levedura, dentro da faixa analisada, com
valores de p-level abaixo do estabelecido para a anélise (0,05);

> Com o DCCR concluiu-se que o extrato de levedura tem o efeito mais
significativo sobre a concentracdo de acido propibnico na faixa analisada.
Restringuindo-se a faixa analisada as melhores condices do processo foram:
extrato de levedura de 9 g/L e TSB de 4 g/L, os quais permitiram a obtencao de
quase 8 g/L de acido propibnico, possibilitando a validacao das condi¢des otimas;

> A batelada simples conduzida em biorreator com o meio otimizado e
células livres utilizano xilose durou 96 horas e foram alcangados 18 g/L de &cido
propidnico, 7 g/L de acido acético e 6,5 g/L de &cido succinico. As razdes P/A e P/S
foram de 2,6:1 e 2,8:1, respectivamente, além de uma produtividade volumétrica de
0,18 g/L.h, um Yyxs de 0,15 g/g , um Ypss de 0,48 g/g e a producdo de acido
propiénico em relacdo ao total de acidos foi de 57,15%.

> A batelada alimentada com células livres valendo-se da xilose como

substrato foi desenvolvida em biorreator. A fermentacdo teve a duracdo de 170
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horas e as respostas alcancadas foram de: Yxs de 0,29 g/g, uma média de Yps de
0,33 g/g, 38 g/L de &cido propidnico, 12,47 g/L de &cido acético e 12,1 g/L de
succinico. Uma produtividade global de 0,23 g/L.h, uma producdo de 61 % de acido
propiénico em relacdo ao total de acidos e as razbes P/A e P/S foram de 3,04:1 e
3,14:1, respectivamente;

> A batelada simples com células imobilizadas da bactéria P.
acidipropionici no bagaco de sorgo realizada no biorreator, obteve 11,6 g/L de &cido
propidnico, 5,66 g/L de acido acético e 2,3 de succinico. As razdes P/A e P/S foram
2:1 e 5:1 respectivamente, além de uma producdo de 60% de acido propidnico no
total de &cidos. A produtividade de 0,09 g/L.h foi baixa devido ao tempo de utilizagédo
destas células;

> A batelada alimentada com células imobilizadas no bagaco e sem
controle de temperatura teve como resultados: Yy de 0,29 g/g, uma média de Yp/s
de 0,37 g/g, 26,21 g/L de acido propibnico, 9,27 g/L de acido acético e 5,62 g/L de
acido succinico em 170 horas. Uma produtividade volumétrica global de 0,15 g/L.h
foi obtida além de uma razéo P/S e P/A de 4,66:1 e 2,8:1, respectivamente, e uma
producéo de 64 % de acido propidnico em relagcdo ao total de 4cidos;

> J& no ensaio com a temperatura controlada a 30° C, a fermentacdo
durou apenas 72 horas e resultou em uma producao de 37 g/L de &cido propidnico
(54,14% do total de acidos produzidos), 17 g/L de acido acético e 14,2 g/L de acido
succinico. Além disso, obteve-se uma produtividade volumétrica global de 0,51 g/L.h,
as razdes P/A e P/S de 2,2:1 e 2,6:1, respectivamente, o fator de rendimento em
células de 0,18 g/g e em produto de 0,41 g/g. Mostrou-se a importancia do controle
da temperatura, uma vez que se alcancou uma producdo de &cido propiénico 45%
maior em menos da metade do tempo e tem-se que quanto menor a temperatura,
maior é a razdo P/A;

> Utilizando o hidrolisado hemicelulésico do bagaco de sorgo, foram
realizadas bateladas sequenciais em biorreator com células imobilizadas. Ao todo
foram 3 ciclos e entre eles atingiu-se uma variagdo de 0,35 a 1,16 g/L.h de
produtividade volumétrica e de 0,48 a 0,61g/g de fator de rendimento de produto. As
producdes de acido propiénico foram de 28,1 g/L, 30 g/L e 35,4 g/L entre os ciclos.
Ja as concentracdes de &cido acético foram de 11,23 g/L, 12,37 g/L e 12,97 g/L
respectivamente, além de acido succinico que, no primeiro ciclo, foi de 5,84 g/L e de

5,36 g/L e 4,69 g/L no segundo e terceiro ciclos, respectivamente. As eficiéncias de
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conversao dos substratos em acido propionico foram de 66,49%, 76% e 92%, nessa
ordem. As razbes de P/A e P/S de 2,5:1; 2,42:1; 2,72:1 e 4,81:1, 5,59:1 e 7,53:1,
respectivamente. Os resultados mostraram que a bactéria foi se adaptando ao meio
e, por isso, a producao e a produtividade aumentaram ao longo dos ciclos;

> A analise do bagaco de sorgo por microscopia eletrénica de varredura
comprovou a forte alteragdo na estrutura morfolégica da biomassa apods a ac¢édo do
pré-tratamento com acido diluido e pdde-se observar a imobilizacdo das células nas
fibras do bagaco de sorgo;

> A bactéria Propionibacterium acidipropionici CIP 53164 mostrou-se um
microrganismo agente do processo de producdo de &cido propiénico.Por
conseguinte, concluiu-se que o bagaco de sorgo sacarino constituiu uma excelente
matéria-prima para a producado biotecnoldgica de acido propidnico ao ser utilizada a

fracdo hemicelulosica da biomassa.

6.2 Sugestdes

A fim de dar continuidade a linha de pesquisa realizada nesta dissertagao,
sao feitas as seguintes sugestoes:

> Verificar a habilidade da bactéria Propionibacterium acidipropionici face
a utilizacdo de outros acucares para produzir &cido propibnico e recalcular os
parametros como fatores de rendimento e produtividades volumétricas;

> Otimizar as condicbes de processo (pH, temperatura e agitacao),
aplicando a metodologia de planejamento experimental sequencial como ferramenta
de trabalho, tendo como varidvel de resposta a producao de &cido propidnico;

> Avaliar o potencial do aproveitamento integral do bagaco de sorgo para
a producédo de acido propidnico usando tanto a fracdo hemicelulésica quanto a
celulosica,

> Utilizar a técnica de engenharia genética ou metabdlica para facilitar a
producéo de acido propidnico em relacdo aos sub-produtos;

> Avaliar e comparar a producéo de acido propidnico utilizando diferentes

formas de condugédo da fermentacao (batelada alimentada e continuo).
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