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RESUMO

Moreira de Andrade, Fabio Ricardo. Bioprodugdo de Acido Succinico a partir de
Hidrolisado Hemicelul6sico de Bagaco de Sorgo Sacarino [Sorghum bicolor (L.) Moench].
Dissertacdo de Mestrado. Escola de Quimica - Universidade Federal do Rio de Janeiro,
2017.

Orientador: Nei Pereira Jr., PhD

O é&cido succinico é um insumo chave na inddstria petroquimica, obtido por meio da
hidrogenacdo catalitica do anidrido maleico. Ao longo da ultima década, tem sido objeto de
diversos estudos, a sua producdo por meio de processos fermentativos, principalmente com a
utilizacdo de matérias primas renovaveis. A bioproducdo deste &cido organico se insere no
contexto da Biorrefinaria e apresenta vantagens ambientais consideraveis, como a captagdo de
CO», diminuindo o efeito estufa. O presente trabalho fez uso de uma linhagem selvagem para
bioproducdo de acido succinico, a bactéria Actinobacillus succinogenes ATCC 55618 (DSMZ
22257). Este micro-organismo é capaz de consumir diversas fontes de carbono, como glicose e
xilose, concomitantemente, com valores elevados de produtividade reportados na literatura.
Ensaios prévios com meio sintético, utilizando xilose como fonte de carbono indicou a
capacidade da cepa consumir plenamente 45 g/L e sua inibigdo com concentracdo inicial de
xilose em 80 g/L, indo ao encontro de resultados publicados que indicam inibicdo por esta fonte
de carbono em torno de 60g/L. Foi objetivo principal do trabalho a utilizagdo de um residuo
agroindustrial, como o bagago de sorgo sacarino, para obtencdo de um hidrolisado
hemicelulésico, rico em xilose, para fermentacéo e producéo de &cido succinico. O hidrolisado,
obtido por processos de pré-tratamento com &cido diluido, foi fermentado seguindo estratégias
diferentes: sem destoxificagdo e com 10% v/v de indculo; sem destoxificacdo com elevada
concentracdo de indculo; com destoxificacdo utilizando carvao ativo. Os ensaios com aumento
de indculo indicaram um aumento no consumo de xilose de 25 para 62% e uma producdo de
acido succinico duas vezes maior em relacdo a fermentacdo com 10% v/v de in6culo. Os ensaios
com indculo concentrado e com destoxificacdo do hidrolisado indicaram a essencialidade da
destoxificacao do hidrolisado. Houve remoc¢éo, em 60 minutos, de 100% do furfural e do HMF,
20% de &cido acético e apenas 4,2% da xilose, quando utilizado carvao ativo na proporcao de
5,5% m/v. Isto possibilitou um consumo de xilose de 91% e a maior producdo de &cido
succinico em todos os ensaios, de 23 g/L, resultando em uma produtividade de 0,62 g/L.h. Os
resultados, de maneira geral, indicaram que o meio escolhido para os ensaios foi adequado e
mostraram a importancia do CO, na fermentacdo, uma vez que ndo sO os valores de
concentracdo de &cido succinico e produtividade sdo maiores como também a maior producao
deste acido em relacdo aos &cidos acético e formico, que também sdo produzidos nesta
heterofermentacéo.

Palavras-chave: acido succinico, bioprocesso, Actinobacillus succinogenes, sorgo sacarino,
Biorrefinaria



ABSTRACT

Moreira de Andrade, Fabio Ricardo. Bioproduction of Succinic Acid from Hemicellulosic
Hydrolisate from Sweet Sorghum [Sorghum bicolor (L.) Moench]. Master’s Dissertation.
Escola de Quimica - Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2017.

Advisor: Nei Pereira Jr., PhD

Succinic acid is a key product in the petrochemical industry, being traditionally
obtained by catalytic hydrogenation of the maleic anhydride. However, over the past decade,
many studies have focused on its production from renewable raw materials through a
fermentation process. Succinic acid bioproduction is within the context of Biorefinery and
presents noticeable environmental advantages, such as CO: capture, which reduces the
greenhouse effect. The present work used a wild strain of the bacterium Actinobacillus
succinogenes (ATCC 55618 (DSMZ 22257)) aiming at succinic acid bioproduction. This
microorganism has been reported in scientific literature as capable of consuming several
sources of carbon, such as glucose and xylose, simultaneously, while achieving high
productivity values. Preliminary assays, which used synthetic medium with xylose as the
carbon source, indicated the ability of the strain to consume completely 45 g/L of this sugar.
On the other hand, inhibition was observed for 80 g/L of initial xylose concentration, in
accordance with published results, which report inhibition by this substrate around 60 g/L The
main objective of this work was to use an agro-industrial residue, such as sorghum bagasse, to
obtain a hemicellulose hydrolysate, rich in xylose, to be further fermented and converted to
succinic acid. Different strategies were carried out for the hydrolysate fermentation: without
detoxification using 10% v/v inoculum concentration; without detoxification using highly
concentrated inoculum; with detoxification using activated charcoal. Assays with higher
inoculum concentrations indicated an increase in xylose consumption from 25 to 62% and a
succinic acid production twice higher than the one achieved in the fermentation process with
10% v/v of inoculum. Assays with concentrated inoculum and hydrolysate detoxification
indicated the essentialness of the detoxification step. After 60 minutes, using 5.5% m/v of
activated charcoal, it was observed complete removal of both furfural and HMF, 20% removal
of acetic acid and only 4.2% of xylose. Fermentation of this hydrolysate resulted in 91% of
xylose consumption and in the highest succinic acid concentration achieved in all the tests,
equivalent to 23 g/L, corresponding to a productivity of 0.62 g/L.h. These results indicate that
the medium chosen for the assays was suitable for the fermentation process, while it was also
shown the importance of COz in the fermentation, since not only the succinic concentration was
higher, but also its selectivity, being concentrations of produced acetic and formic acid smaller
in this case.

Keywords: succinic acid, bioprocess, Actinobacillus succinogenes, sweet sorghum, Biorefinery
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L1STA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABIQUIM — Associagao Brasileira das Industrias Quimicas
DOE — Departamento de Energia dos Estados Unidos da América

% v/v: Unidade de concentracdo porcentagem em volume (mL de soluto por 100 mL de
solucéo)

% m/v: Unidade de concentracdo porcentagem em massa (g de soluto por 100 mL de solucéao)
vvm: Volume de ar por volume de meio por minuto

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Yess: Fator de rendimento de produto formado por substrato consumido (g/g)

Yxss: Fator de rendimento de massa celular formada por substrato consumido (g/g)
Yeix: Fator de rendimento de produto obtido por massa celular formada (g/g)

Qr: Produtividade volumétrica em produto (g/L.h)

Qx: Produtividade volumétrica em massa celular (g/L.h)

Abs: Absorvancia lida em espectrofotdmetro

X: Concentracdo celular (g/L)

S: Concentracéo de substrato (g/L)

So: Concentragéo de substrato inicial (g/L)

P: Concentracgdo de produto (acido succinico) (g/L)

AS: Acido succinico

AF: Acido formico

AA: Acido acético

t: tempo
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

Desde o inicio do século 20, com o avanco da industria do petréleo e de seus derivados,
a humanidade tem se tornado dependente desta matéria-prima fossil. Inegavelmente, a
importancia do petréleo tem sido vital para nossas vidas, mas, por outro lado, 0s niveis de
poluicdo aumentaram consideravelmente, em particular a poluicdo atmosférica. H& que se
buscar por solugdes que minimizem os impactos negativos do uso e da dependéncia majoritéaria
das fontes fosseis, que possam em algum momento sendo substituir, mas competir em condicdes
de igualdade com os combustiveis e produtos gerados nas refinarias de petréleo. O que se

preconiza é incorporar renovabilidade na matriz energética, fundamentalmente fossil.

O Brasil encontra-se em posicéo privilegiada para o aproveitamento de matérias-primas
renovaveis, denominadas coletivamente de “biomassa”, para a produgdo de biocombustiveis e
de outras substancias quimicas, no contexto de biorrefinaria. Nosso pais possui uma das
matrizes energéticas mais limpas do mundo e notoria vocagdo para desenvolvimentos na area

de renovaveis e conversdo de biomassa.
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O é&cido succinico € uma das moléculas de interesse do setor quimico e pode ser obtido por rota
bioquimica, ampliando o leque de possibilidades de produtos quimicos obtidos a partir da
biomassa. Este &cido organico possui quatro atomos de carbonos, apresentando dois
grupamentos carboxilicos nas extremidades, sendo por isto muito reativo e podendo gerar
diversas outras moléculas de interesse, funcionando como um “bloco de construg¢ao”, além de
ele mesmo ser um insumo para as industrias quimica, alimenticia e farmacéutica (PATERAKI
et al., 2016). A figura, a seguir, ilustra os varios produtos quimicos que podem ser obtidos a

partir deste importante acido dicarboxilico.

Hidrdlise
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Figura 1. Produtos que podem ser obtidos a partir do &cido succinico.
Fonte: JOERI et al., 2011.

H& um grande interesse em produzir este acido por via microbiana. Varias cepas
bacterianas tém sido reportadas na literatura como produtoras do acido succinico com altos
rendimentos. Mannheimia succiniproducens, Anaerobiospirillum  succiniproducens,
Escherichia coli recombinante, Corynebacterium glutamicum, Basfia succiniproducens e
Actinobacillus succinogenes (CHEN et al., 2010). Além do natural interesse pela substituicdo
da matéria-prima fossil pela matéria-prima renovavel para a producdo deste importante acido
dicarboxilico, empregando a rota bioquimica, ha outra vantagem ambiental consideravel. Na
fermentagdo, ha captacdo de CO> (enddgeno ou exdgeno) para formacdo do acido succinico em

elevadas concentracdes. Esta rota, portanto, pode ser responsavel pela diminui¢do dos niveis de
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COgzna atmosfera, contribuindo para a reducdo do efeito estufa (LI et al., 2011). Um dado
interessante é que para cada 1 mol de &cido succinico formado é consumido 1 mol de gas
carbonico. As emissdes de CO2 seriam diminuidas na ordem de 4,5 a 5 toneladas por tonelada
de &cido bio-succinico produzido (GUNNARSON et al., 2014).

O Brasil € um pais de enormes dimensfes continentais, com grande area agricultavel,
pioneiro na tecnologia de producgdo de etanol de cana-de-agUcar e apresenta grande potencial
para ser o lider na producdo de biocombustiveis de segunda geracdo (PEREIRA JR et al., 2008),
bem como de outras substancias quimicas de interesse comercial. Dessa maneira, 0s residuos
oriundos da agroindustria brasileira apresentam grande potencial para utilizacdo como matéria-

prima para a producdo de moléculas de segunda geracdo, dentre elas o acido succinico.
A dissertacdo sera organizada nos seguintes capitulos:

v INTRODUCAO, no qual sdo expostas informacdes preliminares, mais basicas, sobre
topicos importantes que formataram a estrutura do texto;

v REVISAO BIBLIOGAFICA, que ressalta os trabalhos anteriores na tematica, que
embasaram e deram mais Corpo a pesquisa;

v OBJETIVOS, que apresentam as metas gerais e especificas a serem alcancadas;

v' MATERIAIS E METODOS, capitulo que detalha as metodologias que embasaram a
realizacéo do trabalho de pesquisa;

v' RESULTADOS E DICUSSAO, que apresentam os achados alcancados em cada série
de experimentos, que foram acompanhados das respectivas discussoes;

v' CONCLUSOES E SUGESTOES, que ressaltam que maneira sumaria os principais
resultados obtidos e as contribui¢des da pesquisa e propde solucbes e possiveis trabalhos
posteriores dentro do tema;

v' REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS, capitulo que lista, dentro das regras da ABNT,

0s artigos cientificos que suportaram a pesquisa desenvolvida.
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CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Acido succinico: Propriedades e aplicacdes

O é&cido succinico é um é&cido dicarboxilico de quatro atomos de carbono, solido a
temperatura ambiente, apresentando-se na forma de cristais e possuindo elevado ponto de
ebulicdo (235°C) (McKINLAY et al., 2007). E um produto chave na industria quimica, sendo
0 precursor de uma variada gama de produtos, desde biopolimeros como o polibutadieno-
estireno (PBS), polietersulfonas (PES), solventes como o tetrahidrofurano e y-butirolactona e
n-metilpirrolidona, ésteres lineares e alifaticos e até derivados de benzeno (CHENG et al.,
2012).

O

O

Figura 2. Estrutura quimica do &acido succinico
Fonte: ABIQUIM (2017)

Atualmente, a maior parte do acido succinico é produzida por rota quimica, por
intermédio da hidrogenacdo do anidrido maleico, a partir do butano (Figura 3), sendo um

processo bastante oneroso, que também impacta negativamente o0 meio ambiente
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(GUNNARSSON et al., 2014). Uma das alternativas para este problema é a produc¢éo do 4cido
succinico por rota bioguimica (fermentativa), dando origem ao denominado acido bio-

HJ\T/\*[} |:> HO*{:C}?O HOJL\HfO*

Figura 3. Rota quimica para obten¢ao do acido succinico
Fonte: ZEIKUS et al., 1999
As principais caracteristicas do acido succinico sdo apresentadas na Tabela 1

succinico.

Tabela 1. Caracteristicas e propriedades do &cido succinico.
Fonte: LABSYNTH (2017)

Nomes equivalentes Acido 1,4 butanodioico,
acido 1,2-etanodicarboxilico
Formula Molecular C4H604
Massa Molar 118,09 g/mol
Densidade 1,56 g/cm?®

Solubilidade em H20 soltvel
Ponto de fusdo 185°C
Ponto de ebulicdo 235°C
Inflamabilidade 206°C

O acido succinico € uma das moléculas conhecidas como blocos de construcéo (building
blocks) e é precursor de uma série de substancias. Em 2006, o Departamento de Energia dos
Estados Unidos (DOE na sigla em inglés) listou o acido succinico como numero 1 entre 12
moléculas com grande potencial de serem produzidas por rota bioquimica (Tabela 2). Suas
principais aplicagbes sdo na industria quimica, na qual é usado na produgdo de resinas
poliméricas sintéticas, biopolimeros como o PBS e PES, solventes e detergentes (WILKE et
al., 2004). RUDNER e colaboradores (2005) listaram as substancias quimicas mais importantes

gue podem ser produzidas a partir deste acido.
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v n-metilpirrolidona: recomendado como substituto do cloreto de metileno como
solvente para diminuir polui¢bes toxicas. Este composto € conhecido como
“solventeverde”;

v' 1/4-butanodiol: matéria-prima para a producdo de resinas, plasticos e
polimeros de alta resisténcia, sendo também utilizado como solvente;

v" Tetrahidrofurano (THF): utilizado para producéo de solventes, colas e tintas;

v’ y-butirolactona: ingrediente de solventes de tintas e produtos téxteis;

v Acido adipico: precursor do nylon 6.6 e matéria-prima na fabricacdo de
espumas e produtos industriais;

v" Dietil-succinato: um reconhecido removedor de tintas, utilizado na limpeza de produtos
metalicos;

v’ Esteres lineares alifaticos: utilizados na fabricacdo de resinas, plasticos e

outros produtos de consumo industrial;

Tabela 2. Potenciais blocos de construcéo a serem produzidos por rota fermentativa
Fonte: WERPY et al., (2004)

Principais Blocos de Construcéo

Acido succinico, fumarico e malico

Acido 2,5 furanodicarboxilico

Acido 3-hidroxipropanoico

Acido aspartico

Acido glucénico

Acido glutamico

Acido levulinico

3-hidroxibutirolactona

Glicerol

Sorbitol
Xilitol/Arabinol

Na industria farmacéutica é utilizado na producdo de uma série de farmacos,
antibioticos, vitaminas, antiacidos, anticoncepcionais (DELHOMME et al., 2004). Na industria

de alimentos, atua como modificador de pH, sendo um protetor contra acdo microbiana.
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O mercado de acido succinico em 2011 foi avaliado em aproximadamente 240 milhdes
de dolares e é projetado que atinja quase 850 milhdes de ddlares em 2018, crescendo a uma
taxa de 19,4%. (TRANSPARENCY MARKET, 2013).

2.2.  Acido bio-succinico e aspectos mercadoldgicos

Em 2013, a demanda mundial de acido bio-succinico era da ordem de 51 mil toneladas
e estima-se que, em 2020, a demanda seja da ordem de aproximadamente 600 mil toneladas,
considerando um crescimento anual médio na casa de 32%. Os custos de produgdo do acido
succinico, por rota biotecnoldgica ainda sdo muito elevados em comparacdo com as rotas
tradicionais, que utilizam derivados do petrdleo (FU et al., 2014). O preco de mercado do acido
bio-succinico gira em torno de 2,94 $/Kg enquanto o preco de mercado para o acido succinico
derivado de petréleo gira em torno de 2,5 $/Kg, levando em conta o custo de produc¢éo do acido
succinico oriundo de fermentacdo em aproximadamente 1 $/Kg, muito abaixo do custo atual
(TAYLOR, et al., 2015 apud PATERAKI et al., 2016).

Diante deste cenéario, vem sendo realizadas pesquisas para a producdo de &cido bio-
succinico com a utilizacdo de recursos renovaveis, como o0 amido (DORADO et al., 2009), soro
de leite (WANG et al., 2008), sacarose (JIANG et al., 2013), hemicelulose de bagaco de cana
de aclcar (BORGES, 2011) e melaco (SHEN et al., 2015).

Grandes empresas ja produzem o acido succinico por rota fermentativa, como mostra a
tabela 3. A BioAmber é a maior empresa investidora na producdo do &cido succinico por rota
fermentativa. Em dezembro de 2014 assinou um acordo de suprimento exclusivo de AS com a
Oleon, num acordo de 5 anos de contrato, até o final de 2018. A BioAmber Sarnia, uma joint
venture com a Mitsui, fornece &cido bio-succinico para a Oleon desenvolver e produzir
lubrificantes. Em julho do mesmo ano, assinou um acordo de producdo de 200.000

toneladas/ano com a Vinmar International, num acordo valido por 15 anos (BioAmber, 2014).

A Myriant produz acido bio-succinico com alta pureza, como um potencial substituinte
do AS de origem na industria petroquimica. Em 2012, a Reverdia, uma joint venture das
empresas DSM e Roquette comegaram sua operacdo em Cassano Spinola, na Italia, numa planta
com capacidade de produzir 10.000 toneladas/ano, visando principalmente a inddstria de
plasticos, como o polibutadieno, resinas e compésitos e 1,4 butanodiol. No mesmo ano a BASF

e a PURAC, fizeram também uma joint venture para producdo e venda de acio bio-succinico.
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A empresa foi chamada de Succinity GmbH e instalada com produgdo estimada em 10.000
toneladas métricas (BIOFUELS DIGEST, 2014)

Tabela 3. Plantas industriais para producédo de acido bio-succinico
Fonte: adaptado de PATERAKI et al. (2016)

Capacidade ) ]
Inicio de Materia- Fermentacao/ L
Empresa Instalada ) ] ) ) Localizacdo
funcionamento prima Micro-organismo
(ton/ano)
) Glicose de )
BioAmber 3.000 2010 ) E.coli Franca
milho
BioAmber, Glicose de ) ]
o 50.000 2016 ] Candida krusei Canada
Mitsui milho
BioAmber, Glicose de
o 200.000 2012 ] E. coli EUA
Mitsui milho
Reverdia 10.000 2013 Amido S. cerevisiae Italia
) Glicose de )
Myriant 14.000 2013 ) E. coli EUA
milho
. : B.
Succnity 10.000 2013 Glicerol ) Espanha
succinoproducens

Como pode ser visto na tabela, as empresas que produzem acido succinico por
fermentacdo utilizam primariamente aclUcares como xarope de glicose, principalmente de
milho. A utilizacdo de residuos agroindustriais se torna necessaria para se criar uma producdo
sustentavel e rentavel deste acido orgéanico. Outra possibilidade de melhoria no processo
industrial ¢ a utilizagdo de micro-organismos mais produtivos. Basfia succiniproducens,
Manheimia succiniproducens e Actinobacillus succinogenes tém sido reportadas na literatura
como as mais promissoras no consumo de fontes de carbono diversas, em especial A.
succinogenes, atingindo alta eficiéncia de fermentagdo e classificadas como nivel 1 de
biosseguranca, tornando-as mais seguras para manipulacdo (PATERAKI et al., 2016). A

versatilidade no consumo de diversos substratos de A. succinogenes é mostrada na figura 4.
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Figura 4. Rotas metabolicas de Actinobacillus succinogenes para diferentes
substratos e possiveis transportadores de acucar.
Fonte: PATERAKI et al. (2016).

Como pode ser visto acima, 0 micro-organismo é capaz de consumir e metabolizar
acucares de origem diversas, seja de cinco ou seis atomos de carbono, assim como Varios
dissacarideos e outras fontes de carbono, como glicose, xilose, arabinose, manose, galactose,
frutose, sacarose, celobiose, manitol, maltose e glicerol (CARVALHO et al., 2014). A
fosfoenolpivuvato carboxiquinase € considerada a enzima chave na producdo de acido
succinico, pois ela é capaz de catalisar a conversdo do fosfoenolpiruvato em oxalacetato, pelo
consumo de CO, (McKINLAYet al., 2007).

2.3 Estrutura dos materiais lignocelul6sicos

Quando nos referimos aos materiais lignoceluldsicos, é necessario compreender a
estrutura complexa da parede dos vegetais, composta aproximadamente de 40-60% de celulose,

20-40% de hemicelulose, polissacarideos que estdo unidos a uma complexa estrutura
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macromolecular, que confere resisténcia a estes materiais, denominada lignina, com
composic¢do variada (20-30%), dependendo da fonte lignocelul6sica. Considerando a soma de
celulose e hemicelulose tem-se nestes materiais até 80% de polissacarideos, que ao serem
transformados nas suas unidades monomeéricas, podem ser fermentados e convertidos em
diversos produtos de interesse industrial (PEREIRA JR et al., 2008). A Figura 5 apresenta de
forma esquematica a estrutura do complexo lignocelulésico.

Tabela 4. Composicéo tipica de alguns materiais lignocelulésicos
Fonte: CANETTIERI et al., 2001

Material ] o
lignoceluldsico Celulose % Hemicelulose% Lignina %
Farelo de cevada 23 32,7 24,4
Sabugo de milho 31,7 34,7 20,3
Folhas de milho 37,6 34,5 12,6
Bagaco de cana 40,2 26,4 25,2
Palha de arroz 43,5 22 17,2
Palha de trigo 33,8 31,8 20,1
Palha de sorgo 34 44 20
Casca de aveia 30,5 28,6 23,1
Eucalyptus grandis 40,2 15,7 26,9

Outros componentes estdo presentes em menores quantidades, como extrativos (ésteres,
alcoois, etc) e compostos inorganicos como sulfatos, oxalatos, carbonatos e silicatos. As

proporcdes sempre irdo depender do tipo de material.

LIGNINA

CELULOSE HEMICELULOSE

Figura 5. Complexo lignocelulésico: cadeias de celulose envolvidas por hemicelulose e
lignina.
Fonte: PEREIRA JR et al., 2008
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2.3.1 Celulose

A celulose ¢ um polimero linear, constituido de unidades repetidas chamada de
celobiose, formada por duas moléculas de glicose, como mostrado na figura 6. Na celulose
podem ser encontradas até 15.000 unidades de glicose e suas cadeias sdo dispostas em camadas
de forma paralela, constituindo as chamadas fibrilas elementares, que sdo formadas por regides

amorfas e cristalinas.
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Figura 6. Estrutura da celulose.
Fonte: PEREIRA Jr (1991)

As ligacdes de hidrogénio intermoleculares, que ocorrem entre as unidades de glicose
de moléculas adjacentes sdo responsaveis pela rigidez da parede celular. Ja as ligacBes de
hidrogénio intra-moleculares sdo as responsaveis pela formacdo das fibrilas, que sdo as
responsaveis por formar as fibras de celulose (SILVA, 2010). A dificuldade de utilizacdo da
celulose pode ser explicada por duas propriedades importantes da mesma: o indice de
cristalinidade e o grau de polimerizagdo. O primeiro se relaciona com a reatividade do substrato
e 0 segundo a frequéncia de ligacdes glicosidicas disponiveis para a acdo de enzimas (celulases)
e é definido se baseando no niumero médio de monémeros e ha massa molecular do polimero
(ESTEVES, 2009). Isto somado & presenga da lignina resulta em uma molécula altamente
resistente a hidrdélise, necessitando normalmente de um pré-tratamento enzimatico para 0 uso
dessa biomassa lignoceluldsica (ARANTES; SADDLER, 2010).
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2.3.2 Lignina

Depois da celulose, a lignina é a macromolécula mais abundante da biosfera. Durante o
desenvolvimento das plantas, a lignina € incorporada como o ultimo componente da parede
celular, intermeando as fibrilas e contribuindo para o fortalecimento da parede (MARABEZI,
2009). A sua funcdo principal é dar sustentacio a toda essa estrutura. E uma molécula amorfa,
altamente complexa e ramificada tridimensionalmente, gerada a partir da polimerizacao
desidrogenativa dos alcoois hidroxicinamilicos: p-cumarilico, coniferilico e sinapilico
(READING et al., 2003).

H3CO
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H=CO H3CO
alcool trans-coniferilico alcool trans-sinapilico
HO / ‘
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7 Ny 20H

alcool trans-para-cumarilico

Figura 7. Alcoois precursores da lignina.
Fonte: d"ALMEIDA (1988) apud BORGES (2011)

2.3.3 Hemicelulose

A hemicelulose ¢ um heteropolimero com grau de polimerizacdo entre 100 e 300,
altamente ramificado, contendo carboidratos como xilose, glicose, galactose, manose,
arabinose e 4&cidos urbnicoscomo B-Dglucurénico, [B-D-galactourénico e o-D-4-O-
metilglucurdnico, e alguns grupos acetil, como mostrado na figura 8. Os agucares sdo unidos
por ligagdes glicosidicas do tipo B-1-3, B-1-4 e B-1-6 formando uma estrutura altamente
hidrofilica e que serve como ponte entre as microfibrilasde celulose e a lignina,
consequentemente conferindo também rigidez ao complexo lignocelulésico (BARCELOQS,
2012).
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Figura 8. Estrutura tipica da hemicelulose
Fonte: MUSSATTO & ROBERTO (2002)

A xilose € o componente em maior concentracdo na fracdo hemicelulésica na grande
totalidade da biomassa lignocelulésica, na propor¢do de 15 a 30% da massa seca de madeiras e
residuos agricolas. Ao serem submetidaa ao pré-tratamento acido, a porcentagem de xilose na
fracdo liquida da biomassa lignocelulésica hidrolisada pode alcancar valores préximos a 70%
(FOGEL, 2004).

2.4 Matérias-primas para producao de acido bio-succinico

H& uma variada gama de matérias-primas que podem ser utilizadas na producéo de &cido
bio-succinnico. A escolha do material vai depender do substrato que se deseja utilizar, podendo
ser substratos solUveis como a sacarose, glicose, lactose e frutose, aglcares extraidos facilmente
e rapidamente convertidos ao produto de interesse; polissacarideos insollveis, como por
exemplo materiais de origem amilacea, que necessitam de pré-tratamento moderado para
solubilizacdo e hidrdlise, muitas vezes enzimatica, que efetuam a liberacdo dos acuUcares das
porcbes de amilose e amilopectina; e polissacarideos insolUveis, de origem celul6sica e
hemiceluldsica, provenientes de biomassa vegetal, que normalmente necessitam de processos
de pré-tratamentos fisicos, fisico-quimicos, quimicos ou bioldgicos (PEREIRA JR et al., 2008)
para a desconstrucdo e hidrolise do complexo lignoceluldsico, fornecendo os agUcares

correspondentes que servirdo de blocos de construgdo para processos fermentativos.
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Figura 9. Mateérias-primas utilizadas em Biorrefinarias
Fonte: adaptado de PEREIRA JR. (1991)

2.5 Sorgo Sacarino

O sorgo sacarino (Sorghum bicolor L. Moench) tem a sua origem na Africa e Asia e no
Brasil foi introduzido principalmente com estudos de institutos de pesquisa e universidades, a
partir da década de 1950. Na década de 70 a Embrapa iniciou um programa de melhoramento
do sorgo e hoje a area plantada € de aproximadamente 1,5 milhdes de hectares. Em paises da
Africa e Asia €é utilizado como alimento humano e nos Estados Unidos e América do Sul é
muito utilizado como alimentacdo animal (EMBRAPA, 2011). Ha cinco tipos principais de

sorgo, como apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5. Tipos de sorgo e suas aplicagdes
Fonte: OLIVETTI e CAMARGO (1997) apud FERREIRA (2015)

Tipos de sorgo

Caracteristicas

Produto

Utilizacao

Granifero

Porte baixo (hibridos
e variedades),
adaptados a colheita
mecanica

Gréo

Substituto do milho
na ragdo animal e
utilizacdo do restolho.
Alimentacéo humana
(farinha),
industrializacéo de
produtos, amido, cera,
cerveja e 6leo

Sacarino

Porte alto (hibridos e
variedades),
acumulam sacarose
no colmo

Colmo e Grao

Utilizado na produgéo
de xaropes que
substituem o agUcar
como adocante na
inddstria, producdo de
etanol e ragdo animal

Forrageiro

Variedades de
campimsudéo ou
hibridos inter
especificos de
Sorghumbicolo x
Sorghumsudanense

Biomassa

Apropriado para
confeccgéo de silagem,
pastejo, corte verde,
fenagdo e cobertura
morta

Vassoura

Possui paniculas com
fibras longas

Panicula

Uso restrito,
vassouras, escovas e
ornamentacao

Energia

Porte alto (até seis
metros), rapido
crescimento e alto
potencial produtivo

Biomassa (alto teor de
fibra

Cogeracéo de energia

Neste trabalho, foi utilizado como biomassa lignocelul6sica o bagaco de sorgo sacarino
(Figura 10). Este é o tipo de sorgo que ha anos vem sendo estudado, com destaque na producéo
de etanol. Essa cultura apresenta algumas vantagens para producdo de biocombustiveis de
primeira ou de segunda geragdo (EMYDGIO, 2010):

e Facilidade de mecanizacgéo da cultura;

e Alto teor de agucares fermentaveis do colmo;
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e Ciclo curto de plantio (90-130 dias);
e Custo do cultivo aproximadamente 40% do cultivo da cana-de-agUcar;

e Grdos, caldo e bagaco podem ser aproveitados para producdo de diversos

biocombustiveis.

Figura 10. Cultivar de sorgo sacarino.
Fonte: EMYDGIO (2010)

2.6 Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

Baseado entdo na composicao e estrutura de cada biomassa é que se deve projetar qual
o tipode pré-tratamento a ser empregado. Diversas estratégias vém sendo utilizadas para realizar
aconversdo de residuos lignoceluldsicos em carboidratos fermentaveis. Normalmente, o
objetivo é separar fracGes, que podem ser aproveitadas separadamente. Além disso, deve-se
evitar a0 maximo a formacgdo de inibidores da fermentagdo (como o furfural e o 5-

hidroximetilfurfural e os compostos aromaticos derivados da lignina) (LASER, 2001).

Devido a natureza cristalina da celulose, a barreira fisica formada por lignina e a
presenca de complexas interacGes entre hemicelulose e celulose presentes nas paredes celulares

dos vegetais, 0 pré-tratamento da biomassa lignocelul6sica representa uma etapa imprescindivel
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na rota de producdo. O objetivo do pré-tratamento (figura 11) é, portanto, separar/fracionar os
componentes da matriz de lignoceluldsica, reduzir a cristalinidade da celulose, solubilizar a
hemicelulose, separando-a da celulose e aumentando a sua acessibilidade ao ataque hidrolitico
por enzimas do complexo celulasico (CHEMMES et al, 2013). A figura, a sequir, exibe de
maneira esquematica o resultado do pré-tratamento da biomassa, que, como mencionado

anteriormente, desorganiza o complexo lignocelulésico.

Lignocelulose Hemicelulose

S0 W i S A -
It [T Bt 4 SR A Yol ST, I VRS B S %

N A g
T AT D R R VT R - T 21 P\ — /il [P
7 4 s, y-"l.“v-_:'.-

v e Celulose
Lignina '

1 Pré-tratamento

Figura 11. Efeito esperado do pré-tratamento em materiais lignoceluldsicos
Fonte: adaptado de MOSIER et al., 2005

O pré-tratamento para ser eficaz devera diminuir o grau de polimerizacdo das moléculas
de celulose, aumentando a acessibilidade ao processo de hidrolise e ainda evitar a formacgéo de
subprodutos inibidores do processo de fermentacdo. Além disso, hdo desafio de tornar o
processo economicamente viavel. Segundo BARRETO (2009) o pré-tratamento é uma
prioridade para que a rota de producdo de etanol de segunda geracdo seja economicamente
competitiva. Os tipos de pré-tratamento podem ser divididos em 4 categorias: fisico
(cominuicdo do material mediante fragmentacdo ou moagem); fisico-quimico (explosdo a
vapor, catalisada ou ndo); quimico (hidrolise &cida, ozondlise ou deslignificacdo oxidante) e
bioldgico (microbiano ou enzimaético), de acordo com o agente responsavel pela alteracdo
estrutural (SUN & CHENG, 2002).
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Invariavelmente, o pré-tratamento envolve mais de uma etapa, ou mesmo a combinagéo
de um ou mais pré-tratamentos. A escolha dependerd do material a ser trabalhado e do produto
que se deseja, além do custo e praticidade do método (PEREIRA JR et al., 2008).

SUN & CHENG (2002) listaram uma série de itens para que o0 pré-tratamento possa ser
considerado eficiente:

o Aumentar a formacdo de carboidratos e evitar perdas;
o Minimizar a formacdo de subprodutos inibitorios para os processos de fermentacéo;
o Ser eficiente em termos de custo-beneficio;

o Ser de facil/exequivel escalonamento.

Praticamente, todo material lignoceluldsico necessita de algum pré-tratamento fisico, de
modo a diminuir o tamanho das particulas, com o consequente aumento na area superficial da
biomassa. Diversos processos tém sido usados, mas 0s mais comuns séo a moagem, extruséo e
uso de radiacdo micro-ondas, pois estes procedimentos sdo usados para aumentar a
biodegradabilidade dos materiais lignocelul6sicos, devido a reducao da cristalinidade da matriz
vegetal; tratamentos quimicos costumam utilizar acidos ou bases concentradas para
desconstruir a matriz lignocelulésica, tendo sido estes Ultimos utilizados inicialmente na
indUstria de celulose para deslignificacdo da madeira; os pré-tratamentos biolégicos sdo mais
incipientes e envolvem micro-organismos que degradam a lignina da madeira, deixando a
celulose mais disponivel. De modo geral, sdo processo que utilizam condi¢Ges mais brandas,
no entanto apesentam pouco atratividade econdmica (MENON & RAO, 2012), devido aos

elevados tempos de processo.

Os pré-tratamentos mais utilizados na literatura e nas industrias tem sido os fisico-
guimicos, principalmente a explosao a vapor e o pré-tratamento com &cido inorganico diluido
(CUNHA, 2013). No primeiro, a biomassa lignocelulosica é colocada em contato com vapor
saturado e submetida a uma compressdo seguida de rapida descompressao, a altas e controladas
temperaturas, que ocasionam a desestruturacdo do complexo lignocelul6sico, rompendo as
ligagBes estruturais e assim separando uma fragéo liquida (rica em hemicelulose) de uma fragéo
solida, denominada de celulignina &cida (MENON & RAO, 2012).

Mais recentemente, estudos tém sido realizados em funcdo do melhoramento deste

processo, utilizando reagentes quimicos, como o &cido sulfarico, de modo a catalisar o processo
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de hidrdlise da biomassa. Uma das possibilidades consiste na adi¢do do acido em concentracfes
na faixa de 0,1 a 5% p/p, a temperaturas entre 110 e 220°C e tempo de exposi¢édo de 10 a 180
minutos. A otimizacdo deste processo pode levar a altas eficiéncias de hidrolise da fracéo
hemicelulésica (MOSIER et al., 2005).

A tabela 6 apresenta alguns tipos de pré-tratamentos mais utilizados e suas principais

caracteristicas

Tabela 6. Principais pré-tratamentos utilizados e suas principais caracteristicas.
Fonte: Adaptado de MENON & RAO (2012)

Recuperacio Formacédo | Aplicabilidade
Meétodo d perag de a diferentes Vantagens Desvantagens/LimitagGes
e aglcar . -
inibidores biomassas
Redugdo da Elevado consumo
Mecanico Baixa Né&o Sim cristalinidade b -
energético requerido
da celulose
Remocéo da
ligninae Longo tempo de
Hidrolise Alcalina Alta Baixa Sim hemicelulose; residéncia; formacéo de
aumento da sais irrecuperaveis
area superficial
Remocéo da
hemicelulose,
I ermitindo Lo_ngo tempo de
LHW (Liquid hot water) Alta Alta - P ACESSO residéncia; menor
REPIRN remogdo de lignina
enzimatico a
celulose
Hidrolise da Necessidade de absorcéo,
Organosolv Alta Alta Sim lignina e evaporacao, condensacao
hemicelulose e reuso do solvente
Reducéo do
- . c_ont_eut?o 99 Necessidade de grande
Ozonodlise Alta Baixa - lignina; ndo . P
Y quantidade de 0zbnio
gera residuos
toxicos
Remocéo da
hemicelulose;
Exploséo por CO2 Alta Baixa - descristalizagdo N&o modifica a lignina
da celulose e
custo-beneficio
Remocdo da
hemicelulose e Destruicdo incompleta da
Exploséo a vapor Alta Alta Sim alteragéo na Tuigao ple
matriz lignina-carboidrato
estrutura da
lignina
Remocéo da Baixa eficiéncia para
AFEX L .
S . Alta Alta - lignina e biomassa com alto teor de
(AmmoniaFiberExplosion) : L
hemicelulose lignina
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2.6.1 Formagcao de Inibidores

Os pré-tratamentos fisico-quimicos tem como caracteristica ndo desejada para a
fermentagao a formagé&o de inibidores, impactando negativamente sobre a atividade microbiana,
tanto em funcgdo de suas concentragdes, mas também do efeito sinérgico entre estes compostos
inibitdrios, que retardam o metabolismo microbiano, limitando o consumo da fonte de carbono
e formacdo do produto de interesse. De modo geral, podem ser divididos como: produtos
liberados durante o pré-tratamento da biomassa lignocelul6sica, principalmente da fracdo
hemiceluldsica (mais suscetivel ao processo de hidrolise), como o acido acético oriundo dos
grupamentos acetila da estrutura da matéria-prima e dos compostos furanicos, como o furfural
e o hidroximetilfurfural (HMF), resultado da decomposicao dos agUlcares de cinco e seisatomos
de carbono, respectivamente (MORALES, 2005).

O &cido aceético, em principio, pode atuar diretamente no ciclo de Krebs via acetil-CoA,
no entanto, este acido organico pode se difundir na membrana citoplasmatica, ocasionando uma
diminuicdo no pH intracelular, fazendo a célula gerar ATP adicional em detrimento da
formacdo de massa celular. Concentragdes de acido acético superiores a 3 g/L foram reportadas
como interferentes na converséao de xilose proveniente do hidrolisado a xilitol (FELIPE, 2004).
Em valores baixos de pH extracelular a concentracdo aniénica dentro da célula é alta e as
enzimas glicoliticas, como por exemplo, a enolase, sdo sensiveis a sua presenca. Desta maneira,
tem-se uma inibicdo tanto pela acidificacdo interna celular quanto pela interferéncia da espécie
anionica acetato no seu metabolismo (PALMQVIST & HAN-HAGERDAL, 2000).

O furfural e 0 HMF tem uma atuacdo semelhante na célula. O efeito inibitorio do furfural
sobre as células pode se dar pela inibicdo da atividade respiratoria, devido a sintese de
citocromos. PALMQVIST & HAN-HAGERDAL (2000) sugeriram que a inibicdo também se
da possivelmente por uma menor permeabilidade da membrana celular. O efeito sobre as
enzimas piruvato desidrogenase e aldeido desidrogenase € o resultado da presenca de ambos,
mas mais proeminente quando na presenca do furfural. Quando ambos estdo presentes
simultaneamente no meio, a toxicidade para a célula se torna ainda maior. CHUNG & LEE, em
1985, reportaram que concentracdes acima de 0,8 g/L de HMF e furfural, causaram mortandade
celular em leveduras na producéo de etanol, mas tambem indicaram que este problema poderia

ser contornado utilizando uma concentracgdo elevada de inoculo.
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2.7 Destoxificacdo de hidrolisado hemiceluldsico

S8o varios métodos descritos na literatura, recomendado para destoxificacdo de

hidrolisados de materiais lignocelulodsicos. Estes irdo depender da concentracao dos inibidores

formados no processo de pré-tratamento, da disponibilidade e custo do método, da pureza final

que se deseja obter. MORALES (2005) listou alguns dos métodos de destoxificacdo, que

seguem abaixo.

Alteracdo de pH: E o método mais utilizado, normalmente utilizando 6xido ou
hidroxido de célcio. Em inglés, este método é conhecido como liming ou overliming. O
precipitado formado, constituido majoritariamente por sais de calcio, é retirado na
fracdo solida. Combinando este método com calor, pode-se eliminar também compostos
mais volateis como os furanicos (PARAJO et al., 1998);

Evaporacao: Esse processo aumenta as concentracdes de agUcares e a volatilizagdo de
compostos mais leves como o &cido acético e furfural, porém, tem como principal
desvantagem a concentracao de compostos inibidores ndo-volateis. Para contornar este
problema, este método costuma ser associado a algum outro método fisico;

Extracdo com solventes: A extracdo com alguns solventes como tricoloroetileno,
benzeno, acetato de etila, hexano, cloroférmio e outros é apontada como uma técnica
promissora principalmente pela fécil recuperagdo dos solventes, devido ao seu baixo
ponto de ebulicdo, favorecendo economicamente o processo. Como principal e ébvia
desvantagem esta o fato do impacto ambiental causado pela utilizacdo dos mesmos.
Adsorcdo em carvao ativado vem sendo um dos métodos mais reportados na literatura
como eficazes na destoxificacdo de hidrolisados oriundos de diferentes biomassas.
Trata-se de uma estrutura carbdnica, que quando submetida a um método de ativacdo,
adquire uma melhoria na propriedade de adsorcéo de particulas e moléculas, ocasionada
pelo aumento de sua area superficial. As suas propriedades de adsorcéo sdo adquiridas
quando da sua fabricacdo, na qual por meio de aquecimento a temperaturas de até 1.000
graus Celsius ha a eliminacdo de constituintes volateis e formacéo da estrutura porosa
(CHAUD, 2010).

LEE e colaboradores, em 2009, constataram um aumento na fermentabilidade do
hidrolisado proporcional ao aumento na proporc¢ao de carvao ativo, quando usado na
proporcao de até 0,2 g carvdo/g glicose inicial. Utilizando carvéo ativado em até 5%

m/V GINORIS (2001) reduziu as concentracdes de HMF e furfural a quase zero, quando
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tratou hidrolisado de eucalipto, porém tendo perdas de xilose na ordem de 15%.
MUSSATO e colaboradores (2002) trataram hidrolisado de palha de arroz com carvao
ativado em até 2,5% m/V, utilizando dois tipos diferentes de carvao: em po e granulado.
Eles observaram que, como esperado, o carvao ativado em po foi responsavel pela maior
remoc&o de inibidores. A perda de agUcares fermentaveis como xilose foi no maximo

de 2,9% e a remogéo de HMF e furfural de 93 e 96% respectivamente.
2.8 Actinobacillus succinogenes

2.8.1 Aspectos gerais

A bactéria gram-negativa Actinobacillus succinogenes foi inicialmente isolada do
rimen bovino assim como outras linhagens produtoras de &cido succinico. Dentro do rimen o
succinato é usado como precursor para 0 propionato, que é absorvido nas paredes e oxidado,

gerando energia e precursores biossintéticos para os bovinos (ZEIKUS et al., 1999).

Esta bactéria tem tamanho de 0,63 a 1,21 um e sua forma pode variar bastante
dependendo do meio, idade e fatores externos. E anaerdbia facultativa, tolerando bem a
presenca de oxigénio e capnofilica, ou seja, cresce melhor com a presenca de CO2 (GUETTLER
et al., 1999). Quando na presenca de CO2 as células crescem de forma mais homogénea, sem
variacfes na sua forma. Quanto a temperatura, sao mesofilas, crescendo a uma temperatura
6tima de 37°C e produzem n&o so6 acido succinico, como também os &cidos formico, acético e

latico, tratando-se entdo, de uma heterofermentacdo (McKINLAY et al., 2007).

Esse micro-organismo é capaz de consumir uma grande variedade de agUcares, tanto de
5 guanto de 6 atomos de carbono, assim como varios dissacarideos. Essa enorme gama de
substratos é composta por glicose, xilose, arabinose, manose, galactose, frutose, sacarose,
celobiose, manitol, maltose e glicerol (CARVALHO et al., 2014).

2.8.2 Metabolismo e fixacéo de CO2

Toda bactéria produtora de &cido succinico é heterofermentativa. Actinobacillus
succinogenes utiliza a via da fosfoenolpiruvato (PEP) carboxiquinase. A via PEP
carboxiquinase é regulada pelo nivel de CO,. Em bactérias que utilizam esta via (A.
succiniciproducens e A. succinogenes) a PEP carboxiquinase atua catabolicamente para fixar
CO., juntamente com ADP, e sintetizar oxaloacetato e ATP a partir do PEP. A concentragdo de

CO:2 regula os niveis das principais enzimas desta via, atuando como um aceptor de elétrons e
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alterando o fluxo do PEP, metabolizando piruvato e lactato/etanol em baixos niveis de COs,
produzindo succinato em altos niveis de CO2 (BORGES, 2011). A figura 12 mostra esse

extraordinario metabolismo.
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Figura 12. Metabolismo de A. succinogenes
Fonte: adaptado de ZEIKUS et al., 1999

Teoricamente, 1 mol de acido succinico pode ser produzido pela fixacdo de 1 mol de

CO2e 0,5 mol de glicose, ou 0,6 mol de xilose ou 1 mol de glicerol. Em paralelo, 2 mols de
NADH sdo oxidados através da via redutiva do ciclo dos acidos tri-carboxilicos (TCA) durante
a conversao do oxalacetato (OAA) a malato e fumarato a succinato. Isso significa que a
capacidade redutora adicional requerida na via C4 deve ser suprida por outras partes do
metabolismo (glicdlise, via C3) (PATERAKI et al., 2016). Pela estequiometria, para cada 1
mol de substrato s&o produzidos 1,714 mols de 4cido succinico. Logo, a partir da razdo 1,714
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X(Massa molar (MM) AS / Massa molar (MM) substrato) obtém-se a eficiéncia global do

processo.
Yr(processo)
ficiéncia (Ef) Vo(teorico) *
S
Onde:

Yris(tedrico) para glicose = 1,12 g/g
Ypss (tedrico) para xilose = 1,34 g/g
MM (&cido succinico) = 118,09 g/mol
MM (xilose) = 150 g/mol

MM (glicose) = 180 g/mol

Deve-se notar que o rendimento maximo, nao pode ser atingido devido a formacéao de
células e de sub-produtos como &cido acético, férmico, acido latico e etanol. Mas, uma das
maneiras de maximizar a producdo de acido succinico, é atraves da utilizacdo de um suprimento
de CO2continuo no sistema de fermentagdo. O CO: dissolvido esta presente no meio em
equilibrio com os ions bicarbonato e o carbonato. Quando CO2 gasoso € inserido no processo
de fermentagdo, a concentracdo de CO. é dependente dos pardmetros de processo como
temperatura, agitacdo do meio, composicao, fluxo e pressao parcial de gés. Altas concentraces
de CO> dissolvido podem ser atingidas quando a composi¢do do meio apresenta componentes

como sais que geram carbonatos ou bicarbonatos no seio do liquido (ZOU et al., 2011).

ZOU e colaboradores (2011) investigaram o efeito da concentracdo de COzdissolvido
assim como a suplementacédo de MgCOzna produgéo de &cido succinico por A. succinogenes
ATCC 55618. Quando somente CO- gasoso foi fornecido ao sistema, a concentracdo de CO-
ndo foi suficiente para maximizar a producéo do acido succinico. Através da suplementacdo do
meio com 40 g/L de MgCOsjuntamente com gas carbbnico exdgeno foi produzida a maior
concentracdo de acido succinico (60,4 g/L), maior produtividade (0,84 g/L.h) e rendimento
(0,58 gAS/g glicose) indicando a necessidade da suplementacdo do meio com fonte de CO2 na

composicao do meio.

29 Biorrefinaria

Diante de todos os conceitos apresentados nos topicos anteriores, como a escolha da

biomassa a ser utilizada, a escolha do micro-organismo produtor, o produto-alvo do
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bioprocessos, 0s processos de pré-tratamento empregados podemos definir o que é
biorrefinaria. A palavra Biorrefinaria sugere uma instalacdo que integra processos de conversao
de biomassa em biocombustiveis, insumos quimicos, biomateriais, alimentos e energia. Esse
conceito é dindmico e estd em constante desenvolvimento, ndo tendo, portanto, modelos
consagrados (PEREIRA JR et al., 2008). Alguns exemplos, j& em operagdo, sdo as usinas
produtoras de agUcar, etanol e bio-eletricidade a partir da cana-de-agucar e as fabricas de racgéo,
0leo e biodiesel derivados a partir de soja e outros graos. A figura 13 apresenta de maneira

esquematica isto.
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Figura 13. Esquema simplificado de uma Biorrefinaria.
Fonte: EMBRAPA (2016)

O conceito de Biorrefinaria e Quimica Verde focalizam o aproveitamento da biomassa
de modo a produzir cadeias de valores semelhantes aquelas derivadas do petr6leo, mas com um
significativo menor impacto ambiental. Ha a possibilidade de se produzir produtos em grande
volume e baixo valor agregado (como de modo geral sdo o0s biocombustiveis), mas também a
geracdo de produtos de pequeno volume, mas com valor agregado elevado, como aditivos
guimicos, lubrificantes, biopolimeros. De modo geral, existem duas plataformas diferentes que
buscam a valoracéo destes residuos. A plataforma bioquimica enfoca a fermentacao de agucares
extraidos das diferentes biomassas por intermédio de processos de hidrolise e a plataforma
termoquimica prioriza a gaseificacéo e pirolise da biomassa e de subprodutos dos processos de
conversdo (PEREIRA JR et al., 2008).
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2.10 Considerac0es gerais

Diante dos principais conceitos apresentados ao longo deste capitulo podem ser feitas
algumas consideracdes sobre o acido bio-succinico. Ha um grande interesse em utilizacdo de
matérias-primas de origem renovavel, de maneira a substituir ou complementar as matérias-
primas fosseis, como o petréleo. O processo de produgdo de &cido succinico por rota bioquimica
(fermentativa) € um tema de enorme relevancia na comunidade cientifica. Diversos trabalhos
tém sido publicados nos ultimos anos sobre o tema desta dissertacdo e a Tabela 7 apresenta o0s
resultados mais proeminentes reportados na literatura, que utilizam matéria-prima de origem
renovavel, o micro-organismo utilizado no presente trabalho (A. succinogenes) e os valores das
principais variaveis de resposta.

Tabela 7. Trabalhos publicados sobre fermentacéo de &cido succinico a partir de recursos renovaveis

utilizando A. succinogenespara fermentagdes em batelada.
Fonte: Adaptado de PATERAKI et al. (2016)

Matéria-prima Cepa AS (g/L) Pro?{;ﬂYA‘;ade g Ese/ggll;rk;es?:gto Referéncia
A. succinogenes
Melaco de cana CGMCC 1593 55,2 1,15 - LIU et al., 2008
Soro de leite A suseogenes 213 043 0,44 WAN et al., 2008
Residuos da moagem | A. succinogenes DORADO et al.,
do trigo 1302 621 0.91 102 2009
Fibrade milho | A Succinogenes 354 0,98 0,72 CHEN etal., 2010
NJ113
. A. succinogenes
Palha de milho CGMCC 1593 474 0,99 0,72 ZHENG et al., 2010
A. succinogenes BORGES &
Bagago de cana CIP 106512 225 1,01 043 PEREIRA JR., 2011
Hidrolisado da borra | A. succinogenes
do saké 1307 52,3 1,74 0,85 CHEN et al., 2012
Residuos da A. succinagenes 473 1,12 - LEUNG et al., 2012
panificacdo 1302
Celulose de bagago | A. succinogenes 20 0,61 0,65 JIANG et al., 2013
de cana NJ113
Bagaco de cana A. succinogenes 23,7 0,99 0,79 DAl et al., 2013
NJ113
A. succinogenes
Melaco de cana GXAS137 64,3 1,07 0,76 SHEN et al., 2014
Hidrolisado de A. succinogenes MORALES et al.,
macroalga 1302 33 1.27 0.75 2015
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JIANG e colaboradores, em 2013, utilizaram celobiose, glicose e xilose, oriundas de
hidrolisado de bagaco de cana de agucar e obtiveram uma concentracgdo final de 20 g/L de &cido
succinico com um rendimento de 0,65 gAS/gS. Ja DAI e colaboradores, em 2013, também
utilizaram bagaco de cana como matéria-prima, mas objetivaram o uso de xilose como substrato
primario. O hidrolisado hemicelul6sico obtido foi fermentado e acido succinico produzido na
concentracdo de 23,7 g/L, com produtividade volumétrica de 0,99 g/L.h e rendimento de 0,79
gAS/gS. BORGES & PEREIRA Jr, em 2011, utilizando hidrolisado hemicelulésico de bagaco
de cana, obtiveram &cido succinico na concentracdo de 22,5 g/L, produtividade volumétrica de

1,01 g/(L.h) e rendimento de &cido succinico por substrato total consumido 0,43 g/g.

O melhor resultado reportado na literatura em termos de produtividade volumétrica para
esta cepa foi obtido no trabalho de CHEN e colaboradores, em 2012. Utilizando borras da
producéo de saké e o hidrolisado obtido com pré-tratamento utilizando acido diluido, estes
autores obtiveram 52,3 g/L de &cido succinico, com consumo de glicose de 61,6 g/L, em 30
horas de fermentacéo, resultando em um valor para a produtividade volumétrica de 1,74 g/(L.h).
Porém, neste trabalho, foi utilizada a biotina como uma suplementagdo do meio, uma vitamina

com custo elevado, que poderia onerar economicamente o processo industrial.

Na literatura ndo foi encontrado um grande nimero de trabalhos que utilizam as fracoes
hemiceluldsicas (a grande maioria, rica em agucares de cinco atomos de carbono) para producéo
por rota bioguimica do acido succinico. O enfoque tanto das grandes empresas, como descrito
na Tabela 3 deste trabalho como na pesquisa realizada na literatura (Tabela 7) tém sido no
aproveitamento da fragcdo C6 dos residuos lignocelul6sicos. Como visto pelo metabolismo do
micro-organismo, A. succinogenes pode ser utilizado como agente do processo bioquimica para

a fermentacéo de C5.
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CAPITULO 3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O reaproveitamento de um residuo, como o bagaco de sorgo sacarino para producdo de
um insumo da inddstria quimica, como o &cido succinico, originalmente obtido por rota
petroquimica, se insere no contexto da Biorrefinaria e pode colaborar para a construgdo de um
processo viavel ndo sé técnica, mas também economicamente. Estudos reportados na literatura
e no LADEBIO-UFRJ indicam que é possivel produzir acido succinico em concentraces
elevadas, com elevados valores de produtividade volumétrica e rendimento, por rota
fermentativa. A capacidade da espécie Actinobacillus succinogenes em consumir tanto agtcar
C6 como C5 a torna ideal para os ensaios de fermentagdo, uma vez que ndo ha um grande
namero de publicacBes que indicam o uso de xilose como fonte primaria de consumo de

carbono.

Tendo em vista a grande vocacdo agroindustrial do Brasil e da enorme quantidade de
residuos gerados nos processos de tratamento de biomassa vegetal, hd a possiblidade do

aproveitamento integral de todas as fracbes de uma determinada biomassa, que normalmente
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tem seus residuos, como o bagaco e palha subaproveitados, utilizados atualmente em processos
de queima para geragdo de energia. Desta maneira, 0s residuos passam a ser matérias-primas
de segunda geracao, possibilitando seu aproveitamento de maneira mais nobre e agregando
valor a biomassa residual. Processos de pré-tratamento em condi¢cbes moderadas, como a
utilizacdo de &cido diluido, tém sido reportados como ideais para a disponibilizac&o de agucares
presentes no complexo lignoceluldsico e podem ser utilizados para producdo de acido bio-

succinico de segunda geracao.

Foi objetivo desta dissertacdo contribuir para o desenvolvimento de um bioprocesso
para producdo de acido succinico, através da fermentacdo de um residuo (bagaco de sorgo
sacarino), dentro do contexto de Biorrefinaria, utilizando um micro-organismo selvagem,
Actinobacillus succinogenes DSMZ 22257 (ATCC 55618), conhecido pela sua versatilidade no
consumo de diversas fontes de carbono, em particular, xilose. Para isto, foram estabelecidos os

seguintes objetivos especificos:

» Auvaliar a capacidade da célula bacteriana escolhida em consumir diferentes fontes de
carbono, em particular xilose;

» Conduzir fermentacdo em meio sintético, avaliando a capacidade da célula em
consumirde xilose e verificacdo de possiveis concentragdes inibitorias;

» Preparar o hidrolisado hemicelulésico, oriundo do bagaco de sorgo sacarino, utilizando
condicdes previamente otimizadas no LADEBIO para o pré-tratamento acido;

» Avaliar a fermentabilidade do hidrolisado hemiceluldsico bruto e os possiveis efeitos
inibitdrios na célula;

» Auvaliar a técnica de destoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico com carvédo ativado
e avaliar a fermentabilidade do meio destoxificado, comparando-a com o meio bruto;

» Estimar os ganhos em produtividade e rendimentos de produto e celulas, em relagéo aos

valores encontrados na literatura e aos maximos rendimentos alcangados.
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CAPITULO 4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria-prima e caracterizacéo

O bagaco de sorgo utilizado neste estudo foi fornecido pela Monsanto do Brasil Ltda,
localizado no municipio de Uberlandia-MG. O bagaco in natura foi lavado e seco em estufa a
60°C para evitar contaminacdo microbiana durante a estocagem. Sempre que necessaria sua
utilizacdo, o mesmo foi cominuido em moinho de facas (IKA MF10 basic — IKA Works Inc.

USA) e submetido aos processos de pré-tratamento adequados.

A caracterizagdo do bagaco de sorgo quanto ao teor de celulose, hemicelulose, lignina
e cinzas e foi feita de acordo com a metodologia descrita por SLUITER et al., (2008) e
VERVERIS et al. (2007) e conforme realizado por Barcelos (2012) nas dependéncias do
LADEBIO-UFRJ, como detalhado na sequéncia.

300 mg do bagaco foram submetidas a hidrélise quimica, utilizando 3 mL de &acido

sulfurico 72 % (m/m) em tubos de ensaio por 1 h a 30°C em banho maria agitado. Apos este
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periodo, a concentracdo final de acido foi ajustada para 4% com adicdo de 84 mL de &gua
destilada e, entdo, 0 bagaco com solugdo acida foi levado a autoclave a 1 atm durante 1 hora. O
hidrolisado foi filtrado em cadinhos de vidro tipo Gooch n® 3 previamente calcinados (575
°C/24 h) e pesados.

O residuo solido foi lavado com agua destilada para recuperacdo méaxima de todo o
hidrolisado. Os cadinhos contendo a fracdo solida filtrada foram secos em estufa a 105 °C até
peso constante. Estes foram pesados e calcinados em mufla a 575 °C durante 5 h, com isto foi
possivel determinar o teor de sélidos organicos (celulose e lignina) e inorgénicos (cinzas). O
pH da fracdo liquida foi ajustado com hidroxido de célcio para ficar 5,5 e 6,0, e posteriormente,
material foi filtrado a vacuo em funil de Buchner para remocao dos sais de calcio. A partir do
filtrado, foram determinadas concentragdes de agUcares redutores totais (ART) pelo método do
acido dinitrosalicilico (DNS, MILLER 1959), e de glicose por CLAE (Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia). O teor de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas foram determinados

conforme as equacdes abaixo:

cetutose (%™) = (22 6.(Y) .« . 100
QUOSQ(OE)—<ﬁ>. <M>CZ

0,88
0,93

m vV
Hemicelulose (% E) = ( > .(ART - G). (M) .a.100

m):W1—W2

Lignina (%E — 100

Cinzas (% %) = (E) .100

Onde:

0,88: coeficiente que resulta da relacdo entre a massa molecular do polimero e do mondmero
de glicose;

0,93: rendimento de sacarificacdo de xilana a xilose;

0,90: coeficiente que resulta da relacdo entre a massa molecular do polimero e do monémero
de glicose;

0,96: rendimento de sacarificacdo da celulose a glicose;

ART: acUcares redutores totais em g/L;

G: glicose (g/L);

M: massa seca inicial (g);

V: volume total da solucéo de agucar (L);

W1: massa seca apos filtragem e secagem (g);

W2: massa seca apo0s calcinagéo;
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a: fator de diluicao

4.2 Pré-tratamento Acido

O pré-tratamento &cido foi realizado para proporcionar a separacdo da fracdo
hemicelulésica do bagaco de sorgo da celulignina é&cida (fracdo formada por celulose mais
lignina). O bagaco lavado e cominuido foi submetido ao pré-tratamento com acido sulfdrico
diluido, seguindo as condicBes otimizadas no trabalho de Barcelos (2012). As condic¢des do
ensaio de pré-tratamento foram as seguintes: concentracdo de HzSOs 1,39% v/v, relacdo

solido/liquido 1g/4,52mL e tempo de exposi¢do em autoclave a 1 atm/121°C por 47 min.

Apds a autoclavagem o bagaco foi submetido a prensagem em Prensa Hidraulica SKAY
de quinze toneladas (figura 14) e a fracdo liquida (hidrolisado hemiceluldsico) separado da
fracdo solida (celulignina acida).

Figura 14. Prensa (A) e Autoclave Vertical (B) utilizados na preparacao de
hidrolisado hemicelulésico

Neste trabalho, somente a fracdo liquida foi utilizada, sendo a celulignina &cida lavada

e submetida ao pré-tratamento basico para utilizacdo em outros projetos do laboratorio.
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Por Gltimo, o pH da fase liquida foi ajustado na faixa entre 5,5 e 6, utilizando hidréxido
de célcio. O meio foi filtrado em funil de Buchner, a vicuo, para separacao do hidrolisado da
fracdo solida (gesso). Este hidrolisado, entdo, foi o utilizado em todos os experimentos de
fermentacao e € composto majoritariamente por xilose, havendo também glicose e arabinose e
tendo como inibidores gerados no processo de pré-tratamento, acido acético e compostos
furénicos, como o furfural e o 5-hidroximetil-furfural (HMF).

4.3 Destoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico com carvéo ativado

Para remogdo do HMF (5-hidroximetil-furfural), furfural e acido acético foi realizado
um tratamento com carvao ativado em pé com diferentes concentragdes (1, 5,5 e 10% m/v),
sendo retiradas amostras em intervalos de 30, 60 e 90. As amostras retiradas foram analisadas
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em um equipamento fabricado pela SHIMADZU
contendo uma coluna Aminex Hi-Plex-H e operando a uma temperatura 60°C com fase moével
H2SO4 (0,005 mol/L), com fluxo de 0,6 mL/min, para verificar os teores dos principais
inibidores metabdlicos (HMF, furfural e acido acético), bem como possiveis reduces da
concentracdo de aclcares fermentéaveis. O ensaio foi realizado em shaker rotatorio a 200 rpm,
em frascos conicos de 250 mL com 50 mL de hidrolisado e a respectiva concentragdo de carvdo

ativado. A figura 15 mostra o aspecto do hidrolisado antes e ap6s a destoxificacao.

Figura 15. Imagem do hidrolisado hemicelulosico antes (A) e depois (B) da
destoxificacdo com carvéao ativado
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4.4  Micro-organismo, manutencao e ativacao

O micro-organismo utilizado em todos os experimentos de fermentacdo foi a bactéria
gram-negativa Actinobacillus succinogenes 130 Z (DSM 22257/ATCC 55618), obtida
diretamente do banco aleméo de células. A linhagem selvagem encontrava-se originalmente
liofilizada e foi mantida em freezer a -80°C até sua ativacdo em meio apropriado.

A ativacéo foi feita em meio TSB (Tryptic Soy Broth — Caldo de Triptona de Soja), da
marca Difco, com a seguinte composicéao: 17.0 g/L peptona de caseina; 5.0 g/L cloreto de sodio;
3.0 g/L peptona de soja; 2.5 g/L glicose, e 2.5 g/L fosfato dipotassico. A presenca de duas
peptonas no meio favorece o crescimento, sem haver a necessidade de adicdo de outros
componentes. O micro-organismo se apresenta na forma de bacilos alongados (figura 16) mas

por ser pleomdrfico pode também se apresentar em uma forma mais ovalada.

Figura 16. Células de A. succinogenes visualizadas em microscopio com aumento
de 1000 vezes

Obedecendo a recomendagdo da DSMZ, uma aliquota de 2 mL deste meio foi utilizada
para a ativacdo das células nas ampolas de liofilizagdo com posterior transferéncia para 0 meio
de manutengdo. Com uma alga de Drigalski esterilizada, as células foram espalhadas sobre a
superficie de um meio contendo agar (TSA — Agar de Triptona de Soja) e incubadas a 37°C por
24 horas. Também se optou por realizar a ativagdo em meio liquido, utilizando meio TSB a 30
g/L, para posterior conservacdo em criotubos a -80°C, empregando 20% de glicerol, agente crio
protetor, a fim de se evitar a formacéo de cristais de gelo capazes de romper a membrana celular.

As placas de Petri foram mantidas a 4°C e repiques mensais foram realizados a partir desta
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cultura. A figura 17 apresenta as variadas formas de manutencgéo e armazenamento da linhagem.

Em placa (A), em frascos (B) e centrifugadas (C) para estoque.

Figura 17. Placas de Petri (A), Meio de ativacao (B) e Estoque de células
centrifugadas (C)

4.4.1 Curva Padréo para Actinobacillus succinogenes

As células obtidas para levantamento da curva padrdo foram cultivadas em frascos de
penicilina contendo 70 mL de meio de ativacdo a 37°C em shaker a 170 rpm. Apds 12 horas de
incubacdo, as células foram lavadas duas vezes e ressuspensas em agua destilada. A
determinacédo da concentracéo foi realizada retirando amostras de 2 mL da suspensao, as quais
foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos em centrifuga Thermo Scientific
MEGAFUGE 16R e tiveram seu sobrenadante retirado. Os tubos cnicos secos e previamente
pesados foram levados a estufa a 60°C e a determinacao de massa seca feita pela diferenca entre
a massa do tubo ap6s a secagem e o peso dele vazio. A figura 18 apresenta a curva padrdo para
0 micro-organismo.
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Figura 18. Curva padréo para A. succinogenes

A curva relaciona a absorvancia a 600 nm de com a concentracdo de células. Pelo valor
do coeficiente de correlacio (R?) percebe-se que a curva € bastante precisa e foi a utilizada para
se determinar o valor da concentracgao celular em gramas/litro em cada experimento conduzido

neste projeto.

A concentracdo de biomassa em cada ponto sera entdo dada pela expressao:

X = ——0,045>*d
<1,2 646
Onde Y é a absorvancia medida a 600 nm no espectrofotdmetro e d a diluicdo feita

para a leitura da amostra

4.5 Meios de pré-indculo, inoculo e fermentagdo

Para obtencdo do pré-indculo, frascos do tipo penicilina de 100 mL de volume (til
contendo 70 mL de meio TSB 30g/L foram inoculados com 1 mL a partir da cultura estoque
em criotubos, sob agitacdo de 170 rpm e temperatura de 37°C, em shaker horizontal New
Brunswick inova 44, durante 8-10 horas, tempo em que as células atingem o meio da fase

exponencial de crescimento.
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O indculo foi preparado com 0 mesmo meio do pré-indculo, suplementado com 10 g/L
de xilose, de modo a adaptar as células a este tipo de substrato, uma vez que um dos objetivos
do estudo consiste em verificar o consumo de xilose (fracdo mais rica no hidrolisado
hemiceluldsico). Foram preparados 63 mL de meio TSB 30 g/L mais 10 g/L de xilose e

adicionados 7 mL do pré-in6culo (10% v/v), mantendo o volume utilizado do frasco em 70 mL.

Os ensaios de fermentacdo, conduzidos tanto em meio sintético quanto em meio de
hidrolisado hemiceluldsico foram realizados em biorreator instrumentado. que permite um
controle mais apropriado de pardmetros relevantes ao processo como, pH e vazéo de CO,. O
meio utilizado em todos os ensaios de fermentacdo era composto em de: Extrato de levedura 5
o/L; KH2PO4 3g/L; NaCl 1 g/L; MgCl.0,3 g/L; MgS04 0,3 g/L; NaHCO3 0,1g/L além da adi¢édo
de xilose sintética ou de hidrolisado hemicelulésico como fonte de substrato.

Como mostra a Figura 19, foram utilizadas duas estratégias para inoculagdo nas
fermentacdes conduzidas em biorreator instrumentado. Quando a adi¢do de in6culo foi na
proporcao de 10% v/v, as celulas foram crescidas em frascos de 100 mL, sendo feita a retirada
de oxigénio do frasco através de vacuo utilizando seringas de 10mL, tendo em vista que a célula

ndo € anaerdbia estrita, esta opcao se mostrou suficiente para proporcionar crescimento celular.

Figura 19. Meio de in6culo antes (A) e apds (B) crescimento celular

Quando se optou pela adi¢do de indculo concentrado, as células foram crescidas em frascos
conicos, do tipo erlenmeyer, de 500 mL, com 400 mL de volume util, diminuindo assim o
headspace, ou seja, 0 espaco entre a superficie do liquido e a rolha de vedacdo. Esta estratégia
foi adotada para facilitar a concentragdo das células em centrifuga, uma vez que o volume total

necessario de meio era de dois litros.
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4.6 Fermentacdo em biorreator instrumentado

Foi utilizado um biorreator Bioflo (New Brunswuick International), com vaso reacional
de 3 litros, utilizando 1 L de volume util total agitado mecanicamente, operando em modo
batelada. A temperatura foi mantida na condicdo 6tima do micro-organismo (37°C), com
agitacdo entre 100 e 200 rpm e pH 6.8, mantido através de adi¢do de hidroxido de sddio. Foram
conduzidos experimentos observando a influéncia da presenca ou auséncia de CO2 nos
parametros cinéticos do processo de fermentacdo. A figura 20 mostra a operacdo de uma

fermentagdo em biorreator instrumentado.

Figura 20. Foto ilustrativa de fermentagéo realizada em
biorreator mecanicamente agitado

Para os ensaios com meio sintético (quimicamente definido) foram conduzidos testes com
duas concentracdes diferentes (45 e 80 g/L) de xilose. 45 g/L é uma concentracdo de substrato
proxima a concentracdo inicial dos testes com hidrolisado hemicelulésico e 80 g/L para
verificar possiveis processos de inibigcdo pela alta concentracdo de substrato. Nos testes com
meio hidrolisado, além da observacéo da influéncia do CO., foi analisada a influéncia de uma
elevada concentracdo de inoculo inicial sobre o processo. A hipotese do uso de um indculo
inicial concentrado poderia diminuir a extenséo da fase lag e aumentar a produtividade em &cido

succinico, implicando na reducdo dos tempos de fermentacéo.
4.7 Determinacdo da concentracao celular

A determinacdo da concentragdo celular em cada experimento foi realizada por

espectrofotometria a 600 nm, utilizando a curva padrao (figura 19) como base. A determinagéo
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da concentragdo foi realizada retirando amostras de 2 mL do meio de fermentagéo, as quais
foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos em centrifuga Thermo Scientific
MEGAFUGE 16R e tiveram seu sobrenadante retirado. Foi adicionado mesmo volume de 4gua

deionizada e esta amostra teve sua aborvancia lida a 600 nm em espectrofotdmetro.
4.8 Determinacgéo de substratos e produtos de fermentagdo

A quantificacdo de agUcares redutores das amostras de fermentacgdo foi feita de duas
formas. O acompanhamento em tempo real dos processos se deu mediante 0 emprego do
método de DNS (MILLER, 1959), ap6s a realizacdo da curva de calibragdo, delineada pela
equacdo: y = 0,8381x - 0,0553, Rz = 0,9985, foram realizadas com a adi¢cdo de 300 pL de
reagentes de DNS a 100 uL de amostra, sendo esta mistura colocada durante 5 minutos em
banho a uma temperatura de 100 °C. Apds este periodo de tempo, as amostras foram resfriadas
e foram adicionados 1,5 mL de &gua destilada, sendo posteriormente medida a absorvancia da
amostra em espectrofotébmetro SHIMADZU UV mini 240 (540 nm de comprimento de onda)
cujos valores foram correlacionados com concentracdo de agucares por meio da curva de
calibracéo.

Para uma analise mais precisa, foi realizada Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) em cromatografo SHIMADZU acoplado a uma coluna Hi-Plex H a 60°C, com fase
movel H>SO4 5 mM e fluxo de 0,6 mL/min. Os agUcares foram quantificados através do detector
de indice de refracdo (RID), enquanto os teores dos acidos succinico, férmico, acético e latico,
bem como dos inibidores HMF e furfural, foram medidos por meio de detector de ultra-violeta
(UV-210 nm). Para o calculo das concentrages uma correlacdo entre os valores de absorvancia

e concentracao-padrdo foi realizada. Um cromatograma tipico € mostrado na figura 21.
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Name RT Conc. Unit Norm.  Ares Height  Detector

Ac. Suctinic 12,321 2,792552 gL 2,77406 3307068 190684 Detector A - Chl (210nm)
Ac. Formico 14,3 0,329528 g/L 0,32776 689362 42707 Detector A - Ch1(210nm)
Ac Acético 15,506 1003774 g/L 0,941 1196565 57845 Detector A - Chl{210nm)

Figura 21. Representacdo de um cromatograma tipico, indicando os acidos analisados.
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4.9 Célculo dos parametros avaliados na fermentacao

4.9.1 Taxa especifica de crescimento

A taxa especifica de crescimento para um micro-organismo € representada pelo aumento
do numero de células (dX), na fase exponencial, durante um intervalo de tempo (dt), periodo no
qual as células estdo se crescendo e se multiplicando exponencialmente. A equacdo que

representa isto € dada por:

X _ 1 dx
ac M Ogou_x'dt
h= d—(T H

Onde  é a taxa instantanea especifica de crescimento por unidade de tempo. O valor de
1 pode ser obtido experimentalmente pela tangente do grafico de InXvs tempo, para 0s pontos
gue se encontram na fase exponencial de crescimento celular. Com o valor de u calculado pode

se obter o valor do tempo de duplicacdo celular ou tempo de geragéo (tg), dado pela expresséo:

lnzﬁ— Hx-tgty ln_2
Xo B
Logo, t = €93
1 bg W

4.9.2 Variaveis de resposta

As variaveis de resposta consideradas no processo de fermentacdo foram os de
rendimento (g/g) de producdo dos acidos organicos (Yess), de células (Yxs) em substrato e a

produtividade volumétrica Qp (g/L.h):
Yp/s = (P—=Py)/(So—5)
YX/S =X —-X0)/(So—9)

Qp=(P—Py)/t

Onde: P: Concentracéo final de acido (g/L) Po: Concentracao inicial de acido (g/L)
X: Concentracdo final de células (g/L) Xo: Concentracdo inicial de células (g/L)
S: Concentracéo final de substrato (g/L) So: Concentracdo inicial de substrato (g/L)
t: Tempo de fermentagéo (h)
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CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do bagaco de sorgo

Como descrito no capitulo de Materiais e Métodos, a composic¢ao quimica obtida do
bagaco in natura, lavado e cominuidoé apresentada na tabela abaixo:

Tabela 8. Composicéo do bagaco de sorgo sacarino

Componentes % Base seca m/m
Celulose 40,03+ 1,5
Hemicelulose 21,4 +2,46
Lignina 20,4+ 0,6
Cinzas 0,4+0,2
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A maior parte do bagaco in natura é composto por calulose e hemicelulose, e sua
composicdo se encontra, dentro de uma margem de erro, bastante semelhante a caracterizacao
realizada por BARCELOS (2012) em sua tese de doutorado, indicando que a biomassa vegetal

foi armazenada de forma adequada ao longo dos anos.
5.2. Pré-tratamento com acido diluido do bagaco

O preé-tratamento &cido foi realizado como descrito na secdo de Materiais e Métodos,
utilizando as condigdes otimizadas por BARCELOS (2012). O resultado é apresentado na
tabela 9.

Tabela 9. Concentracédo dos principais componentes do hidrolisado hemiceluldsico

Componente Concentragéo (g/L)
Xilose 48,0
Glicose 12,0

Arabinose 5,0

Acido Acético 3,0

Furfural 0,06
HMF 1,68

De modo geral, os valores obtidos no pré-tratamento correspondem aos valores
reportados por BARCELOS (2012). Isto mostra que a etapa de pré-tratamento otimizada no
estudo prévio € reprodutivel e que o processo neste trabalho foi realizado adequadamente.

5.3 Actinobacillus succinogenes

5.3.1 Curvas de Pré-inoculo e In6culo

A bactéria foi ativada segundo as recomendacdes da DSMZ, fornecedora do micro-
organismo, em meio TSB 30 g/L, como descrito no capitulo de Materiais e Métodos. Um
criotubo contendo o micro-organismo foi inoculado no meio de pré-inoculo e ao final da fase
exponencial foi inoculado no meio de indculo, composto de TSB 30 g/L e suplementado com

10 g/L de xilose. O resultado é apresentado na figura 22.
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Figura 22. Curvas de Pré-inoculo (A) e Inéculo (B)

Os perfis para as duas etapas de ativacdo celular sdo muito semelhantes. Ndo ha fase lag
e a célula atinge o final da fase exponencial em, aproximadamente, 16 h. Observando isto,
optou-se por remover uma etapa para 0s ensaios de fermentacdo, ativando o criotubo
diretamente no meio contendo TSB 30 g/L suplementado com 10 g/L de xilose, uma vez que
ndo ha ganhos em termos de tempo ou nos valores de taxa especifica de crescimento (W), que
sdo bastante semelhantes (0,26 h™, correspondendo a um tempo de duplicagdo de 2.7 horas).

Apds, aproximadamente, 14 horas sdo identificadas as fases de desaceleracdo e morte celular.

Outro aspecto fisiolégico interessante em A. succinogenes € a sua capacidade de
metabolizar concomitantemente os principais aglucares oriundos de processo de hidrolise dos
materiais lignoceluldsico, como mostrado na figura 23. Isto denota a diversidade da bactéria
em consumir diferentes substratos e a coloca como potencial micro-organismoa ser utilizado

para o aproveitamento da fracdo C5 (hemicelulésica).

# glicose M xilose

25,0

Agucares (g/L)

0 10 20 30 40 50

tempo (h)

Figura 23. Consumo simultaneo de xilose e glicose por A. succinogenes
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5.4 Fermentacdo com meio sintético contendo xilose como substrato

Visando confirmar a capacidade da linhagem bacteriana em consumir xilose, foi
realizada uma fermentacdo com meio sintético, nas concentragdes de 45 e 80 g/L de xilose. 45
g/L é uma concentracdo proxima a que se obtém nos ensaios fermentativos com hidrolisado
hemicelulésico, ja considerando o efeito diluidor da adicdo de outros nutrientes, uma vez que o
hidrolisado fornece apenas os agucares fermentaveis. No ensaio com 80 g/L de xilose o objetivo
foi mostrar o limite de consumo de xilose pela célula e o possivel efeito inibidor da elevada
concentracdo de substrato. Em todos os ensaios de fermentacdo com meio sintético, foi adotada
a estratégia de inoculacdo com 10% v/v de in6culo. Além disso, foi avaliado como o CO>
influencia na fermentacdo. As figuras 24 e 25 apresentam os resultados desta série de

experimentos:
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Figura 24. Fermentacao de meio sintético (So=45 g/L); indculo 10%v/v; sem CO2

A concentracéo de inoculo no ponto 0 horas € de aproximadamente 0,2 g/L. De 0 a 20
h a concentracdo celular atinge 4 g/L e a producéo de &cido succinico € do tipo associada ao
crescimento até um tempo aproximado de 20 horas. Ap6s 22 horas de cultivo, observa-se um
declinio na concentracdo celular, porém a taxa de produgdo de &cido succinico permanece
constante até aproximadamente 45 horas, quando entdo se reduz drasticamente, mantendo a
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concentragdo do produto—alvo em 9,5 g/L. Considerando o tempo de 20 horas, final da fase
exponencial, pode-se calcular o valor das variaveis de resposta analisadas, como produtividade
em acido e em células, rendimento de formacéao de produto por substrato consumido e a relacédo
maxima entre acido succinico, acido formico e acido acético, considerando o ponto de maior

concentragdo em acido succinico.

Objetivando aumentar o consumo de xilose e consequentemente a producdo de acido
succinico, adotou-se a estratégia de se alimentar o sistema de fermentacdo com CO> com vistas
a desviar o fluxo de carbono na direcdo da sintese do produto-alvo em detrimento da producéo

dos outros acidos organicos.

B yilose # biomassa # Ac. succinico
#  ac. acético ac. formico  #  Ac Iatico
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T
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+
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Figura 25. Fermentacao de meio sintético (So=45 g/L); inéculo 10%v/v; CO2 0,5 vvm

Apesar de o rendimento em produto (Yrss) ser menor quando se utilizao CO2 a 0,5 vvm,
pode-se perceber que a producdo de &cido succinico, em termos de concentracdo final de
produto, dobrou em relacdo ao caso anterior, onde o CO2 ndo foi utilizado. Além disto, o
consumo da xilose foi 30% maior, sinalizando para a possibilidade de se empregar esta

estratégia com o meio hidrolisado. Outro ponto interessante € que praticamente ndo ha fase lag,
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indicando que as etapas de pré-inoculo e indculo da célula foram adequadas e que o meio
escolhido é adequado para os ensaios de fermentag&o.

O proximo ensaio, com meio sintético, foi realizado com concentra¢cdes mais altas de
xilose (80 g/L). E de interesse industrial que o micro-organismo seja capaz de tolerar

concentracdes mais elevadas de substrato. O resultado da fermentacéo se encontra na figura 26.
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Figura 26. Fermentacao de meio sintético (So=80 g/L); sem CO2

Pelo grafico acima é percebido um baixo consumo do substrato, aproximadamente 25%,
indicando que realmente ha represséo catabdlica causada pela elevada concentracao inicial de
substrato, ou muito provavel ter havido também inibigdo fisica (aumento da pressdo osmética
do meio). Isto j& havia sido reportado por outros autores, principalmente quando da utilizacdo
de xilose como substrato. Os rendimentos sdo sumarizados na tabela 10. Para efeito de
comparacéo da efetividade do CO2 na conversao da xilose em &acido succinico, foi realizado um

teste com a inje¢édo a 0,5 vvm, como mostrado na figura 27.
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Figura 27. Fermentacao de meio sintético (So=80 g/L); CO20,5 vvm

O grafico acima mostra que 0 CO> proporciona um maior consumo de substrato (12% a
mais que na fermentacdo sem sua utilizacdo) e um aumento de 6 vezes na concentracao final de
acido succinico, bem como nos fatores de rendimento em produto (0,41 gAS/gS) e na
produtividade (0,22 g.L™.h) evidenciando novamente o papel fundamental do CO, no

processo fermentativo.

Os valores das principais variaveis de processo em meio sintético estdo sumarizados na
Tabela 10. Para os célculos de Yp/s e Qp foram considerados os pontos em que ha diminuicdo
significativa na producédo de acido succinico; os valores de Yx/se Qx foram calculados para o
final da fase exponencial de crescimento de biomassa celular, ponto em que a concentragéo
celular € maxima; as razdes entre produtos e subprodutos e a reducédo percentual de xilose foram
calculadas no tempo final de experimento, no qual ja cessou a producéo de acido e ndo ha mais

consumo de substrato.

58



Tabela 10. Variaveis de resposta para os ensaios realizados com meio sintético, nas concentracoes
iniciais de xilose de 45 e 80 g/L e na auséncia e presenca de CO:

variaveis Xilose 45 g/L, Xilose 45 g/L, Xilose 80 g/L, Xilose 80 g/L,
analisadas inéculo 10% v/v, | in6culo 10% v/v, inéculo 10%o viv, inéculo 10%o vlv,
sem CO> C020,5vwm sem CO2 C020,5vwm
Yeis (AS)
gAS/gS 0,39 0,5 0,15 0,40
Qr (AS)
g/(L.h) 0,20 0,36 0,05 0,22
Y s
0,42 0,18 0,28 0,12
(9X/gS)
Qx
gX/(L.h) 0,20 0,20 0,09 0,13
Pmax (AS) 95 20 3 13
g/L '
AS:AA:AF 1:0,25:0,25 1:0,2:0,2 1:0,5:0,8 1:0,35:0,3
Consumo de
xilose (%) 57 89 25 39

Como mencionado anteriormente, 0s experimentos com meio sintético serviram de base
para 0s ensaios posteriores, com hidrolisado hemicelulésico. A condicao de 45 g/L de xilose
inicial, aproximadamente igual a concentracdo de xilose no hidrolisado hemiceluldsico de
bagaco de sorgo sacarino, foi a que apresentou maior consumo percentual de substrato (89%) e
maior valor absoluto de acido succinico (20 g/L). Todas as fermentacdes foram conduzidas por
tempos bastante longos, de aproximadamente 70 horas, para observacdo de todo o perfil de
crescimento celular e de formacéo de produto e subprodutos. Em todos os casos, o crescimento
celular foi bastante semelhante, com valor de concentragéo celular maxima em torno de 4 g/L
(para os experimentos com So=45 g/L) e 2 a 3 g/L (para os experimentos com Se=80 g/L) entre
25 e 30 horas. Apos este tempo ha diminuicgdo significativa na concentragdo, particularmente
nas fermentacBes com meio sintético com concentracdo de xilose de 45 g/L. Isto pode ser
explicado pela geracdo de espuma ao longo da fermentacdo, decorrente dos gases do
metabolismo celular e do proprio borbulhamento de CO,. Nesta situacdo as células ficam
aderidas na parede do biorreator (headspace), resultando em uma reduc¢do na concentragéo
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celular no seio do meio de fermentacdo. Este comportamento ndo foi observado nos ensaios
com concentragdo mais elevada de xilose (taxas de fermentacdo mais reduzidas), situacdo em
que ndo foi observada elevada formacdo de espuma. De fato, nas fermentacGes com a
concentracdo mais alta de xilose, a concentracdo celular permaneceu constante em grande parte
do cultivo. Por outro lado, ndo houve producdo significativa de acido succinico e consumo de
substrato, muito provavelmente pelo fato de a célula estar com o seu metabolismo reduzido
devido a inibicdo causada pela alta concentracdo de xilose, tendo mantido sua atividade

metabolica apenas para manutencdo energetica.

LIU e colaboradores (2008) relataram inibicdo na producdo de acido succinico em
ensaios com glicose (meio sintético) e melaco de cana de acucar (LIU et al., 2009), na faixa de
50 a 60 g/L. Porém, LIN e colaboradores (2009) s6 observaram inibicdo em ensaios com 158
g/L de glicose inicial, acima de 155 g/L previstos pelo modelo experimental do trabalho. CHEN
e colaboradores (2011) avaliaram diferentes substratos como glicose, frutose, lactose xilose,
arabinosee a uma mistura de todos estes acUcares. A xilose foi o substrato mais inibitorio para
A. succinogenes NJ113, tendo a menor reducdo percentual de substrato, de aproximadamente
54 % e a menor producdo de acido succinico (22,6 g/L), em um ensaio com 60 g/L de xilose
inicial. Os ensaios neste trabalho foram conduzidos até 80 horas e apresentam perfis
semelhantes de crescimento celular, atingindo concentra¢do méaxima de 3,12 g/L. E interessante
notar que no estudo de CHEN e colaboradores (2011) foi utilizado 15 g/L de extrato de
levedura, concentracéo trés vezes maior do que a utilizada na presente dissertacao, e biotina,
uma vitamina de custo elevado. Ainda assim, estes autores obtiveram resultados inferiores ao

desta dissertacéo.

Com base nesses resultados, foram feitos os experimentos utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de sorgo, com concentracdo inicial de xilose de, aproximadamente,
45 g/L, ja considerando o efeito diluidor da adicdo dos outros nutrientes, como extrato de

levedura, sais de fosfato, cloreto de sddio e bicarbonato de sodio.
5.5 Fermentacao com hidrolisado hemicelulésico de bagaco de sorgo

Para avaliacdo prévia de fermentabilidade, as condi¢des iniciais de fermentacéo foram:

concentracdo de indculo 10% v/v e auséncia de COx. O resultado é apresentado na figura 28.
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Figura 28. Fermentacdo do hidrolisado hemiceluldsico ndo destoxificado, indculo 10%

v/v e sem suprimento de CO2

Pelo grafico, pode-se observar que o consumo de xilose foi muito baixo. Este resultado
ja era esperado, uma vez que o hidrolisado hemiceluldsico tem em sua composi¢ao trés grandes
inibidores de fermentacdo: &cido acético, HMF e furfural, que seguramente obstaculizaram o
metabolismo celular, levando a bactéria a expressar a sintese do produto-alvo e subprodutos de
forma muito incipiente. A fim de se avaliar se a presenca de CO, aumentaria as taxas de
fermentacdo e minimizaria o efeito toxico dessas moléculas na atividade da bactéria, foi
realizada uma fermentag&o na presenca de CO2 com uma taxa especifica de suprimento de 0,5

vvm (figura 29).
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Figura 29. Fermentacao do hidrolisado hemicelulésico ndo destoxificado, indculo 10%
v/v e suprimento de CO2de 0,5 vvm

Em que pese, haver uma menor fermentabilidade do hidrolisado hemicelul6sico quando
comparada a producdo de &cido succinico em meio sintético, o suprimento com CO:
proporcionou um maior crescimento celular, consumo de xilose e concentracdo final de
produto. O valor madximo de concentracdo de &cido succinico em meio hidrolisado foi de 3,7
g/L, enquanto na fermentacdo com meio sintético, na mesma concentracao inicial de xilose (45
g/L), a producdo 5,4 vezes maior (20 g/L). A concentra¢do maxima de células (2 g/L) também
foi menor do que em meio sintético (4g/L) e os baixos valores para as principais variaveis de
resposta denotam que o processo de fermentacdo para a producdo de &cido succinico em meio
hidrolisado hemiceluldsico, proveniente do pré-tratamento acido de bagago de sorgo, necessita

de melhoramentos para viabilizacdo técnica e econdémica de sua tecnologia.

Para contornar estes problemas, inicialmente, foi adotada a estratégia de conduzir a
fermentacdo com elevadas concentragdes celulares para minimizar o efeito retardador dos

inibidores.
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5.5.1 Fermentacdo com hidrolisado hemicelulosico ndo destoxificado com concentracéo
elevada de indculo

Neste experimento, optou-se por testar a fermentacdo do meio com concentracao inicial
celular de 4 g/L, a maxima obtida nas fermentacdes com meio sintético. Para isto, 0 inoculo
teve que ser concentrado 20 vezes. Os resultados desta fermentacdo sdo apresentados na figura
30.
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Figura 30. Fermentacéo do hidrolisado hemicelulésico ndo destoxificado, com
indculo concentrado e suprimento de CO2de 0,5 vvm

Primeiro deve-se notar que ndo houve crescimento celular. Dentro de uma margem de
erro, a célula se manteve no mesmo patamar, entre 3 e 4 g/L, com uma queda mais abrupta a
partir das 16 horas de processo, devido a formacdo de espuma (figura 31) durante a
fermentacdo. E interessante notar que nos experimentos com meio sintético, embora tenha
ocorrido a formacao de espuma, este comportamento ndo foi tdo proeminente quanto nos testes

com hidrolisado hemicelulésico.
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Figura 31. llustracao do biorreator com espuma ao longo do processo de fermentacao

Nota-se que o procedimento de concentracdo de indculo, iniciando o experimento com
4 g/L de células foi eficiente para producéo de acido succinico, resultando em uma concentracdo
de aproximadamente 8g/L, no entanto, a fermentacdo nédo foi completa, pois em 30 horas de
processo ainda restavam cerca de um terco da concentracdo de xilose inicial. Apos analise dos
resultados dos experimentos anteriores adotou-se uma segunda estratégia para aumentar a
fermentabilidade do hidrolisado hemicelulésico de sorgo sacarino: a destoxificacdo do
hidrolisado, utilizando carvéo ativo, um método de baixo custo, cujo agente € de facil producédo

e aquisicao,
5.6 Destoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de sorgo

Nos ensaios de destoxificacdo o objetivo foi encontrar qual a melhor condigéo, dentre
as ensaiadas, para a maior remocao dos inibidores, sem perdas significativas no contetdo de
xilose. Os resultados deste ensaio sdo exibidos nas figuras 32, 33 e 34.
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Figura 32. Destoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico com carvao ativo 1% m/v
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Figura 33. Destoxificacéo do hidrolisado hemicelulésico com carvéo ativo 5,5% m/v
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Figura 34. Destoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico com carvéo ativo 10% m/v

Como registrado no Capitulo de Revisdo Bibliogréafica, autores reportaram perdas de
apenas 3% no contetdo de agucares em hidrolisados de palha de arroz, quando tratado com
carvao ativo em po6 na propor¢do 2,5% m/v e remocBes de HMF e furfural de 93 e 96%
respectivamente. Como a concentracao de furfural presente no hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de sorgo € muito baixa (0,06 g/L), foi considerado como relevante para a eficiéncia de
remocao apenas a concentracdo de HMF e a perda de xilose ao longo do tempo de contato do
hidrolisado com o carvdo.

Os resultados mostram que a condig@o de menor concentragdo de carvéo ativo (1%) nao
remove significativamente o HMF, um inibidor importante do processo de fermentacdo, mesmo
no tempo de 90 minutos. Os ensaios com maior propor¢do de carvao ativo (5,5 e 10% m/v)
apresentaram comportamento similar na remog¢do do HMF, mas a remocéo de xilose para o
carvdo ativo em maior concentragdo foi aproximadamente trés vezes superior a condicdo
intermediaria (5,5% m/v) em 90 min. Em relacdo ao acido acético a diminui¢do de sua
concentragdo também é muito semelhante nos ensaios de maior concentragéo de carvao ativo,
diminuindo sua concentragcdo em 30% quando utilizado carvao 10% m/v e 23% com carvao
5,5% m/v.. Considerando a total remocdo do HMF e furfural, a diminuicdo semelhante da
concentracdo de &cido acetico e a menor remocdo de xilose foi utilizada como condicéo ideal
para 0s ensaios de destoxificacdo 5,5% m/v de carvéo ativo e tempo de 60 minutos.
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5.6.1 Fermentacdo com hidrolisado hemicelulosico destoxificado e com elevada
concentracdo de inéculo

Com objetivo de contornar os problemas associados a baixa fermentabilidade do
hidrolisado hemicelulésico, foram conduzidas fermentacdes com meio destoxificado,
utilizando carvao ativo, na proporcdo de 55% m/v. Como mencionado anteriormente, a
concentracdo de xilose ndo foi significativamente afetada, havendo uma reducdo em sua
concentracdo inicial de 48 para 45 g/L. Ja as concentracfes dos inibidores foram drasticamente
diminuidas. Era de se esperar, portanto, que a fermentacao ocorresse semelhante ou até superior
a com meio sintético, uma vez que o inéculo foi aproximadamente 20 vezes maior que no
experimento em meio sintético com 45 g/L de xilose inicial. O resultado deste experimento esta

apresentado na figura 35.

B xilose # biomassa ® Aac.succinico
ac. acetico ac. formico

Xilose; Células (g/L)
Acidos Organicos (g/L)

x

Figura 35. Fermentacéo de hidrolisado hemicelulosico; destoxificado; inoculo
concentrado; CO2 0,5 vvm

Analisando a figura 35 se nota que o consumo de xilose foi praticamente completo,
restando apenas 3 g/L (2,5% do total). Neste experimento foram alcangadas as maiores
produtividades de &cido succinico, a maior razdo deste acido para 0s outros (acético, férmico).
Comparando com o0 maximo estequiométrico (Yps= 1,3 gAS/gS), este resultado é

aproximadamente 40% do maximo teorico, desconsiderando que haja a producdo de outros
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acidos e a manutencdo da plasticidade celular. Em que pese 40% do méximo obtenivel
estequiometricamente parecer ser um rendimento baixo, é preciso esclarecer que, na literatura,
é reportado da dificuldade no consumo de xilose comparada a glicose por exemplo. Como
mostrado no tépico 2.10 o maximo experimental em rendimento g/g de acido succinico por
substrato, publicado na literatura, para xilose oriunda de meio hidrolisado, é de 0,79, no trabalho
de DAI e colaboradores (2013). No trabalho de BORGES & PEREIRA Jr (2011), em que foi
utilizado hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana de acucar, foi obtido 0,43 gAS/gS,

abaixo do resultado do presente trabalho.

Porém, ha que se pensar se a vazdo de CO» utilizada (0,5 L/min) € a ideal para o sistema
reacional. Foi realizada uma nova fermentacéo, desta vez com vazao especifica de CO; igual a

0,4 L/min (0,4 vvm). Os resultados sdo mostrados na figura 36.
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Figura 36. Fermentacdo de hidrolisado hemicelulésico; destoxificado; inoculo
concentrado; CO2 0,4 vvm

Os valores de produtividade volumétrica e rendimento de acido succinico s&o muito
semelhantes aos do experimento utilizando 0,5 vvm de COy, indicando que poderia ser usada
uma taxa especifica de aeracdo menor nos ensaios de fermentacdo. De fato, outro trabalho do

LADEBIO, o de BORGES (2011),no qual foi utilizada uma vazéo de CO2 de 0,05 L/min, foi
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obtida uma concentragdo final de acido succinico de 24 g/L de acido succinico em 30 h de
processo, com um rendimento de produto em substrato de 0,42 g/g. Porém, devido a dificuldade
de manutencdo de uma vazao téo baixa de forma constante no biorreator e as indicagcdes dos
trabalhos da literatura que, em sua maioria, reportam a taxa especifica de aeracdo de 0,5 vvm

como a mais utilizada, esta foi o valor inicialmente escolhido para os ensaios.

Para facilitar o entendimento dos ganhos nas fermentaces ao longo desta dissertagéo,
podemos formatar uma ultima tabela com os principais resultados obtidos utilizando
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de sorgo sacarino.

Tabela 11. Variaveis de resposta para os ensaios realizados com hidrolisado hemicelulésico

HHND, HHD, HHD,
Variaveis . HHND, i HHND, Inbculo In6culo In6culo
. inéculo 10% v/v, inéculo 10% v/v,
analisadas concentrado, concentrado, concentrado,
sem CO> C020,5 vwwm
C0O20,5vvm C020,5vvm C020,4 vvm
Yess (AS) i
gAS/gS 0,37 05 0,5 05
Qr (AS) )
g/(L.h) 0,13 03 0,57 0,62
P (AS) 12 3,7 7.8 21,7 23
o/L
AS:AA:AF - 1:0,3:0,4 1:0,5:0,5 1:0,1:0,3 1:0,15:0,15
Consumo de
xilose (%) 2 25 62 91 90

Obs:  HHND: hidrolisado hemicelulésico de bagaco de sorgo ndo destoxificado;

HHD: hidrolisado hemicelulésico de bagaco de sorgo destoxificado

Analisando os resultados de uma maneira mais global, podem ser percebidos os ganhos
nas principais variaveis de processo como produtividade volumétrica, concentragéo de produto
final e fator rendimento de produto em relacdo ao substrato consumido, apdés a adocdo da
estratégia de aumento de inoculo e destoxificagcdo com carvao ativo. Além disso, nos casos em
que houve suprimento de CO2 ao sistema reacional, a concentracgéo final de produto foi sempre
muito mais elevada, além da maior producdo de &cido succinico em relacdo aos outros acidos
formados no processo de fermentacdo, indicando a importancia de seu exégeno. Também foi

observado que a vazéo de CO> fornecida, na maioria dos ensaios, pareceu superior aquela que
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a célula realmente necessitava, ja que os resultados alcangados com a menor vazédo de CO> por

volume de meio (0,4 vvm) obtiveram-se 0s maiores resultados nas variaveis de resposta.

Nos experimentos com hidrolisado ndo destoxificado, o consumo de xilose foi muito
baixo, assim como a producéo de acido succinico. O aumento de indculo proporcionou uma
producdo de acido succinico duas vezes maior do que na fermentacdo com 10% v/v de inoculo,
um aumento de 2,3 vezes na produtividade e consumo de xilose 2,5 vezes maior, porém néo foi
suficiente para produzir &cido succinico em concentracfes semelhantes aquela obtida em meio

sintético com mesma concentragdo inicial de xilose.

Para que o consumo de xilose fosse pleno e maximizasse a producéo de &cido succinico,
foi adotada a estratégia da destoxificacdo com carvdo ativo, um dos principais métodos de
destoxificacao utilizados. As fermentacGes com meio destoxificado tiveram os maiores valores
de acido succinico de toda esta pesquisa (21,5 e 23,0 g/L de AS), maiores produtividades e
consumo de xilose de 90% aproximadamente. Considerando que o carvao ativo € um produto
de baixo custo, passivel de recuperacdo apos utilizacdo e que, industrialmente e que o emprego
de inoculos concentrados € de interesse, por garantir altos valores de produtividade
concentracdo de indculo, nos parece que os procedimentos aqui adotados apresentam potencial
para desdobramentos industriais.

Os resultados levantados neste trabalho, no tocante a fermentabilidade, apresentam
concordancia com aqueles reportados na literatura (tabela 7), considerando as principais

variaveis de resposta analisadas.

Por outro lado, este trabalho carrega grau de inovacdo na medida em que ndo foram
encontradas publicacdes nas quais se abordasse o desenvolvimento de um bioprocesso para a
producéo de acido succinico a partir do residuo oriundo do processamento do sorgo sacarino
(bagaco de sorgo), ratificando a importancia desses estudos e possiveis desdobramentos
tecnoldgicos, com, por exemplo, avaliar a produgéo deste importante acido organico em escala

piloto, a fim de se levantar pardmetros técnicos para uma possivel ampliacdo de escala.
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CAPITULO 6. CONCLUSOES E SUGESTOES

A partir dos resultados obtidos e das discussdes suscitadas pelos mesmos, pode-se

concluir que:

As etapas de ativacdo, pré-inoculo e indculo foram realizadas de forma adequada, ja que
se verificou a auséncia de fase lag durante os ensaios de fermentacao.

Foi evidenciada a habilidade da linhagem utilizada em consumir xilose como fonte de
carbono e substrato para a producdo de acido succinico. Quando da presenca de xilose
e glicose na composicdo do meio de fermentacao, verificou-se consumo concomitante
desses acUcares, sem evidéncias do fenémeno de repressdo catabolica causada pelo
consumo de glicose;

Foram obtidos hidrolisados hemicelulésicos de bagaco de sorgo sacarino com altas
concentragdes de xilose, semelhantes aquelas reportadas em estudo prévio do
LADEBIO-UFRJ;

O emprego da técnica de destoxificagdo com carvao ativo aumentou expressivamente a
fermentabilidade do hidrolisado hemiceluldsico, tendo sido comprovada a remogéo de

HMF e furfural, sem perdas significativas na concentracéo de acucares fermentaveis;

A técnica de concentracdo de indculo associada a destoxificacdocom carvao ativo se

mostraram eficientes na fermentacéo de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de sorgo,
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tendo resultado em aumentos em todas as variaveis de resposta (produtividade
volumétrica, concentracdo de &cido succinico, razdo AS:AF:AA e reducdo no tempo de
fermentacao;

Os resultados alcancados no desenvolvimento dessa dissertacdo de mestrado séo
altamente promissores e oferecem mais uma alternativa para o efetivo aproveitamento
da fracdo C5 dos materiais de composicdo lignocelulésica, inserida no contexto da
Biorrefinaria.

Tendo em vista a alta demanda por este &cido organico e o crescente nimero de

trabalhos publicados na area, algumas sugestbes podem ser elencadas com vistas a

otimizacdo do processo de producédo desse importante acido dicarboxilico a fim de tornar a

sua tecnologia técnica e economicamente viavel:

Desenvolver processos de pré-tratamento das biomassas lignocelulésicas com grau de
severidade mais reduzido, de modo a serem gerados inibidores em concentra¢fes mais
baixas, que ndo demandem uma etapa de destoxificagdo do hidrolisado hemicelul6sico;
Explorar as transferéncias sucessivas de células que ja foram expostas ao hidrolisado
hemicelulésico sem destoxificacdo (pressao seletiva), a fim de Ihes conferir robustez e
tolerancia a presenca desses inibidores;

Desenvolvimento de micro-organismos geneticamente modificados que minimizem a
geracdo dos subprodutos, aproximando a producdo de &cido succinico do maximo
obtenivel estequiometricamente;

Avaliar a possibilidade da imobilizacdo celular e investigar a operacéo continua para a
producdo de acido succinico com vistas a aumentar a produtividade volumétrica;

Uso de CO- proveniente de rejeitos industriais, de tratamento de &gua e esgoto ou
subproduto da industria petroquimica, diminuindo assim a pegada de carbono, o efeito

estufa e desonerando o processo piloto ou industrial.
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