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L-fenil-acetil-carbinol (L-PAC) é um intermediario na producéo de L- efedrina e
pseudoefedrina, que sao farmacos utilizados como descongestionantes e anti-
asmaticos. Varias espécies de leveduras que sintetizam este composto, sendo
estes 0s micro-organismos mais estudados na producdo de L-PAC. Este
trabalho teve como objetivo selecionar uma levedura produtora de L-PAC e
otimizar o meio de cultura e condi¢des de processo para a producéo de L-PAC
em frascos agitados e em biorreator de bancada. Vinte e duas espécies de
leveduras dos generos Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia e Candida
foram avaliadas. O meio de producéo utilizado inicialmente contendo (g/L),
glicose: 40, peptona bacteriolégica: 5, extrato de levedura: 10; MgS0O,4.7H,0: 1;
CaCl,.2H,0: 0,05, Na,HP0O,4.12H,0: 35, acido citrico: 2 e benzaldeido: 1. Entre
as vinte e duas espécies estudadas cinco foram selecionados como bons
produtores. Os resultados indicaram que adicdo do benzaldeido no meio de
producéo deve ser feita durante a fase exponencial de crescimento celular.
Dentre estas cinco espécies, uma levedura do género Saccharomyces foi
selecionada. O meio de producdo teve sua composigdo minimizada por
intermédio de um planejamento experimental Plaket-Burman (PB-12) e a
concentracdo inicial de células, benzaldeido e glicose foram determinadas
atraves de um planejamento fatorial completo 23. A concentracdo maxima de L
-PAC obtida em frascos agitados foi de 4,92 g/L em 7 h de cultivo. Ja em
biorreator com alimentacédo intermitente de benzaldeido e glicose, a
concentracao maxima de L-PAC foi de 7,65 g/L ap6s 7 h (Produtividade (Pr) =
1,09 g/Lh) e a alimentag&o continua foi de 8,91 g/L ap6s 4 h (Pr = 2,22 g/Lh). A
ampliacdo de escala de 1 L para 13 L foi baseada no critério da poténcia
efetiva. A maior produgéo de L-PAC em biorreator de 13 L foi de 3,15 g/L ap0s
7 h substituindo-se a glicose por sacarose. O processo apresenta um grande
potencial de lucro o que justifica a implantagdo de uma planta nacional.
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L-phenylacetylcarbinol (L-PAC) is an intermediate in the production of L-
ephedrine and pseudoephedrine, which are pharmaceutical compounds used
as decongestants and anti-asthmatics. There are a large number of yeasts that
are able to perform this biotransformation, which is why they are the most
studied organisms in the production of L-PAC. Productivity depends on the
organism and its metabolic state. This work aims to select the best yeast to
produce L-PAC, to improve the culture medium and process conditions for L-
PAC productuon in shake flasks and bioreactor. Twenty two species of yeasts
of Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia and Candida were tested. The
production medium used initially contained (g/L) glucose: 40, bacteriological
peptone: 5, yeast extract: 10; MgS0O,.7H,O: 1; CaCl,.2H,O0 0.05,
Na;HPO4.12H,0: 35, Citric Acid: 2 and Benzaldehyde: 1. Among the twenty-two
species studied five were selected as good producers. The results indicated
that the addition of benzaldehyde must be during the exponential phase of cell
growth. Among these five, one specie of the Saccharomyces was selected. The
production medium was minimized through a Plaket-Burman experimental
design (PB-12) and initial concentration cell, benzaldehyde and glucose through
a factorial design 23. The maximum concentration of L-PAC obtained in shake
flasks was 4.92 g/L at 7 h of cultivation. In a 1L-bioreactor with intermittent
glucose and benzaldehyde fed maximum concentration of L-PAC was 7,65 g/L
at 7 hours (Productivity (Pr) 1.09 g/L.h). Changing to a continous feed, the
maximum concentration of L-PAC was 8,91 g/L after 4 h (Pr = 2,22 g/Lh). The
scale-up from 1 L for 13 L was based on the effective power criterion. The
higher productin in 13 L-bioreactor was 3,15 g/L after 7 h. The process has
great profit potential which justifies the implementation of a national plan.
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. INTRODUGCAO

L-Fenil-acetil-carbinol (L-PAC), 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-ona (IUPAC) também
conhecido como 1-hidroxi-1-fenil-2-propanona ou cetona de Neuberg, € utilizado
para a sintese de L-efedrina e pseudoefedrina (ELLAIAH e KRISHNA, 1987). Como
pode ser observado na Figura |-1.Esses dois ultimos compostos s&o isémeros
Opticos, e sdo geralmente empregados na formulacdo de diversos medicamentos

como descongestionantes e antiasméticos (SHIN e ROGERS, 1995).

8]
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Figura I-1 Conversdo quimica de L-Fenil-acetil-carbinol (L-PAC) em L-Efedrina e D-
Pseudoefedrina (SHUKLA e KULKARNI, 2000).

O L-PAC pode ser sintetizado de duas formas: por sintese quimica ou por
meio da biotransformagédo. Provavelmente, a vantagem mais importante dos
biocatalisadores em relacdo aos catalisadores quimicos € que eles sao quimio-,
regio- e estereosseletivos. Nas reacdfes catalisadas por agentes quimicos pode
ocorrer a formacdo de produtos secundarios ou a formagéo de varios isébmeros de
um Unico produto. Neste caso, 0 uso de biocatalisadores tem o potencial de produzir
apenas o produto desejado com elevada seletividade. Tal seletividade elevada é de
interesse 6bvio para o setor farmacéutico, a partir do ponto de vista da sintese de

intermediérios quirais ou produtos finais.

A sintese quimica para a producéo de L-PAC ocorre mediante a utilizagao de
cianoidrinas, empregando reagentes de Grignard e boroidreto de sodio (NaBH,)
(BRUSSE, ROOS, e VAN DER GEN, 1988). Ja a rota bioquimica é mediada pela

acdo de micro-organismos, em presenca de benzaldeido, que é a rota mais



empregada industrialmente. A biotransformagcdo é preferida a sintese quimica,
porque a segunda envolve a utilizagdo de indutores quirais, além de outros agentes,
e demanda muito tempo, além de empregar condigbes extremamente rigorosas, 0
que torna O processo sintético em escala industrial mais dificil (SHUKLA e
KULKARNI, 2000).

Grande parte do L-PAC produzido no mundo advém de plantas
farmoquimicas concentradas na india. Contudo, a China também se destaca como
produtora desta substancia (CHEMICAL INDUSTRY NEWS, 2012).

O Brasil ndo possui nenhuma planta de sintese de L-PAC. Toda efedrina
produzida no pais € proveniente do L-PAC importado pelas industrias farmoquimicas
brasileiras. O pais se torna, por este motivo, totalmente dependente de importacdes
de L-PAC para produzir a efedrina e pseudoefedrina necessarias para a elaboracéo

de medicamentos.

Além disso, o Brasil j& importa uma boa quantidade dessas substancias
diretamente. O consumo anual de efedrina no Brasil € da ordem de uma a duas
toneladas, enquanto o de pseudoefedrina é significativamente maior, exibindo

valores anuais na faixa de dez a onze toneladas (ANMAT, 2014).

No Quadro I-1 podem ser identificados dados relacionados ao consumo
interno de efedrina e pseudoefedrina no Brasil (ANVISA, 2014). De 2006 a 2008, em
analises anuais de Consumo Interno Total, notam-se que o consumo de efedrina
reduziu em 35,65% de 2006 para 2007 e em 31,31% de 2007 para 2008. Em
contrapartida, no que diz respeito a pseudoefedrina, houve um movimento de
aumento inicial de 3,01% de 2006 para 2007 seguido de uma redugéo de 11,37% de
2007 para 2008.

Quadro I-1 Estatisticas Anuais de Consumo Interno Total (ANVISA, 2014).

Consumo em Kg

Substancia 2006 2007 2008
Efedrina 2.395,895 1.541,901 1.059,113
Pseudoefedrina 11.375,933 11.718,361 10.386,402




A biotransformacédo de benzaldeido em L-PAC foi descrita primeiramente em
1921 utilizando levedura de panificacdo, Saccharomyces cerevisiae, como micro-
organismo produtor (NEUBERG e LIBERMAN, 1921).

Apesar de ser substrato para producdo de L-PAC, o benzaldeido acaba
sendo téxico as células, quando em exposi¢cdes prolongadas. Isso se da,
principalmente, por alteragbes na permeabilidade da parede celular dos micro-
organismos (LONG e WARD, 1989), mas também em parte pela inativacdo das
enzimas da rota metabdlica (CHOW et al., 1995).

Portanto, pretende-se no presente trabalho desenvolver um processo
fermentativo de sintese de L-PAC a partir de um micro-organismo disponivel em
colecdes de cultura nacionais, propor um mecanismo de ampliagdo de escala e

avaliar a viabilidade econémica do processo.



.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 L-PAC na producdao de efedrina.

O L-Fenil-acetil-carbinol (L-PAC) é uma substancia altamente empregada
como intermedidrio de farmacos. Sua estrutura € mostrada na Figura IlI-1 e sua
caracterizagdo estd listada no Quadro Il-1. Esta substancia age como material de
partida para a sintese quimica de L-efedrina e pseudoefedrina, compostos quimicos
utiizados na formulagdo de descongestionantes, antiasmaticos e, segundo a
literatura, em aplicagdes mais recentes, como remédios para controle de obesidade
(SHIN E ROGERS, 1995).

COCH;
I
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Figura ll-1 Estrutura do L-PAC (SHUKLA e KULKARNI, 2000).

Quadro II-1 Caracteristicas fisico-quimica da molécula de L-PAC.

L-Fenil-acetil-carbinol
Nome IUPAC 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-ona
Outros Nomes: L-PAC, R-PAC, cetona de Neuberg
Propriedade
Férmula Quimica | CgH100;

Massa Molar 150.16 g.mol™”
Aparencia P6 amarelo
Densidade 1,119 g/cm®

Ponto de fusao 172°C,445 K, 342°F
Ponto de ebulicdo | 253°C, 526 K, 487°F

A L-efedrina é um alcaloide natural extraido da Efedra (Ephedra cinica), uma
planta da familia Ephedraceae com diversas propriedades farmacologicas
interessantes. Os extratos da Efedra sdo comumente conhecidos como Ma Huang

na China, aonde tal planta € utilizada ha mais de 5.000 anos na constituicdo de



remédios populares para tratamento de asma e infec¢gfes respiratérias (BOHN A, et
al. 2003).

O ingrediente ativo da Efedra, a L-efedrina, foi isolado da planta pela primeira
vez em 1855. O interesse por este importante principio ativo cresceu posteriormente,
em decorréncia da publicacdo de trabalhos que tratavam de seus efeitos
cardiovasculares e de sua semelhangca com a epinefrina (adrenalina) (ROGER,
SHIN e WANG, 1997).

A extragdo quimica gera uma solucdo contendo diversas impurezas, o que
dificulta a recuperagdo dos produtos. A biossintese do L-PAC se da por intermédio
da reacdo de um dos acetaldeidos ativo proveniente da via metabdlica da glicose
com o benzaldeido. Contudo, esti atrelada a formacdo de &lcool benzilico como
subproduto, decorrente da acdo da enzima alcool desidrogenase (ADH). A rota

bioquimica sera detalhada no item I.5 deste capitulo.

A sintese de L-efedrina a partir do L-PAC ocorre entdo mediante aminacao

redutiva empregando metilamina e é ilustrada na Figura II-2.
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Figura 1I-2 Obtencdo do L-PAC por intermédio de Biotransformacdo Seguida de
Aminacdo Redutiva para Sintese de Efedrina (ROGER, SHIN e WANG, 1997).

A pseudoefedrina é obtida quimicamente por meio do processo de inversdo

da efedrina, como pode ser visualizado na Figura II-3.
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Figura II-3 Conversdo Quimica de L-Efedrina em D-Pseudoefedrina (adaptado de Khan,
2010).



[I.2 Micro-organismos na producéo de L-PAC

Varios micro-organismos sdo capazes de produzir L-PAC, tanto bactérias,
como Zymomonas mobilis, quanto fungos filamentosos, como Aspergillus niger
(BRINGER-MEYER e SAHM, 1988; CARDILLO et al., 1991). Contudo, as bactérias
e os fungos filamentosos tem a capacidade de transformar o benzaldeido em alcool
benzilico como produto majoritario (SHUKLA & KULKARNI, 2000), sendo assim, a
habilidade de produzir L-PAC por intermédio da rota biol6gica é pequena em

comparacao com a producao de &lcool benzilico.

Também séo vérias as espécies de leveduras conhecidas por produzir L-PAC,
como Hansenula anomala, Brettanomyces vini, Saccharomyces carlbergensis,
Saccharomyces cerevisae, Saccharomyces ellipsoideus, Torula utilis,
Saccharomyces delbrueckii, Zygosaccharomyces rouxii, Torulaspora delbrueckii,
Candida utilis, Candida pseudointermedia, Issatchenkia orientials entre outras,
sendo este o grupo microbiano mais estudado para a produgdo do L-PAC
(BECVAROVA et al., 1963, VOJTISEK e NETRVAL, 1982, MAHMOUD et al., 1990,
SHUKLA et al., 2002, ZHANG et al., 2008, KUMAR et al., 2010, KHAN e DAUGULIS,
2010, KHAN et al., 2012).

Em uma comparacao entre seis espécies de levedura (Hansenula anomala,
Brettanomyces vini, Saccharomyces carlsbergensis, S. cerevisiae, S. ellipsoideus e
Torula utilis) na produgdo de L-PAC com uma Unica adi¢cdo de benzaldeido (2 g/L),
BECVAROVA et al. (1963) mostraram que as maiores producdes de L-PAC (0,92 -
1,03 g/L de L-PAC) foram obtidas com H. anomala, S. carlsbergensis e S.
cerevisiae, sugerindo que a produtividade de L-PAC depende do organismo e do seu
estado metabdlico. Com quatro adicbes de benzaldeido (2 g/L cada), detectou-se
56 g/L de L-PAC no cultivo de S. carlsbergensis. Essa espécie tem sido
considerada uma boa produtora (SHUKLA e KULKARNI, 2000).

Em cultivos de S. cerevisiae em frascos agitados, a maior producéao de L-PAC
nas primeiras 5 h de fermentagdo seguida por redugdo de produtividade em

incubagéo por mais tempo sugere alta atividade de piruvato descarboxilase na fase



inicial e reducéo na sua atividade devido ao efeito toxico do produto e do substrato
(VOET et al., 1973).

Groeger et al. (1966) utilizaram levedura de panificacdo em meio contendo
melago com adicdo simultdnea de benzaldeido e acetaldeido e mostraram que o

acetaldeido estimulou a produgéo de L-PAC.

[1.3 Influéncia do meio de cultivo na producéo de L-PAC

Os meios de cultura descritos na literatura para conducdo do processo de
producdo de L-PAC apresentam composi¢cdes semelhantes. E possivel observar no
Quadro 1I-2 um resumo dos principais meios de cultivo para a producéo de L-PAC
encontrados na literatura, em processos conduzidos em batelada alimentada, uma

vez que o benzaldeido é toxico, quando em quantidades elevadas.

Os meios de cultivo para a producdo de L-PAC por Torulaspora delbrueckii
contém benzaldeido, glicose, peptona e extrato de levedura, sem adicfes de sais.
Shukla et al. (2002) utilizaram menores teores de benzaldeido (substrato) e de
tempo de fermentacé&o no cultivo de T. delbrueckii em biorreator, mas obtiveram uma
producéo de L-PAC 70% maior (4,58 g/L) do que Shukla e Kulkami (2001), cuja
producéo em frascos agitados foi de 2,75 g/L. A mudanga de escala de frascos
agitados para biorreator favoreceu a aeracdo, com isso o quociente respiratério (RQ)
maior favoreceu o regime fermentativo e consequentemente, a produgao de L-PAC.
O acetaldeido adicionado por Shukla et al. (2002), Zhang et al. (2008) e Khan et al.

(2012) restabelece o equilibrio redox da glicolise favorecendo a sintese de L-PAC.



Quadro 11-2 Resultados principais para producéo de L-PAC por leveduras.

Co . ~ . = Temp./  Aeracédo/ [L-PAC]
Agente biolégico Meio de producéo Alimentacéao Tempo oH Agitacdo glL
Glicose 30 g/L; Extrato de  Benzaldeido mantido
Iévedo 10 g/L; (NH,).SO, em 2 g/L apés inicial
Shin & Rogers Candida utilis 10 g/L; KH,PO, 3,0 g/L; em 10,5 g/L por 16 h; 2oh 25°C/ 0,75 vwm 152
(1995) imobilizada Na,HPO,4.12H,0 2,0 g/L; glicose reposta a 30 50 '
MgS0,.7H,0 1,0 g/L; CaCl, g/L quando perto do
0,05 g/L; esgotamento.
. ) Benzaldeido 6 g/L e 60 R
Shukla et al. Torulaspora delbrueckii Gl|gose 30 g/L; Peptona 20 mL/L de solucdo de 6h 30°C/ 0,3 vwm 4,58
(2002) a/L; ; 4,5
acetaldeido.
80 g/L PEG 20,000; 75 ml/L
Triton X-100, 20 g/L . )
peptona, 25 g/L glicose, 10 Glicose 3,0 gL, .
- benzaldeido 8 mL/L; o .
. g/L extrato de lévedo, 1 g ; ) 30°C/ Frascos agitados
Zhang et al. (2008) S. cerevisiae biomassa 30 g/L; 6-8h 8,00
MgSO,-7H,0, 0.05 g/L : 4,8 200 rpm
acetaldeido (35%),
NazHPO4'12H20, e 10.7
g/L &cido citrico
Benzaldeido 6 g/L
L . Caldo de cana 100 g/L dividido em 6 doses 28°C/ Frascos agitados
Kumar et al. (2010) Issatechenkia orientalis uréia 2,5 g/l com intervalo de 30 24h 5.5 180 rpm 3,80
min.
6.3 g/L benzaldeido e
Uréia 10,0 g/L; MgSO,4 10.0 acetaldeido (50%) em 30°C / Frascos agitados
Khan et al. (2012) Candida utilis g/L e melaco clarificado 6 doses (68, 62, 56, 8h 6.0 150 rpm 9 4,15L

(30.0 Brix) 200 g/L (pH 6,0)

50, 43, 37 pl) com
intervalo de 60 min.




O meio utilizado para a producdo de L-PAC por Candida utilis contem
glicose, extrato de levedura e uma série de sais como (NH4).SO,4, KH2PO,,
MgS0O4.7H,0, Na,HPO,4.12H,0, CaCl,, FeS0O4.7H,0 e MnS04.4H,O (SHIN e
ROGERS, 1995). Esse estudo foi realizado com células de C. utilis encapsuladas
em alginato de célcio apds o crescimento aerdbio (para a obtencdo de biomassa
microbiana) e aclimatacéo. A producédo de L-PAC foi de 15,2 g/L, um valor elevado
em comparac¢do com os cultivos com células livres. A imobilizagédo das células por
encapsulamento permitiu criar uma barreira difusional para o substrato, reduzindo

seu efeito toxico sobre as células.

Grande parte dos meios descritos na literatura (SHUKLA et al. 2002,
ZHANG et al. 2008) contém peptona em sua composi¢do, 0 que € viavel apenas
em escala laboratorial, devido a disponibilidade e preco. Por outro lado, os meios
sem peptona (SHIN e ROGERS 1995, KUMAR et al. 2010, KHAN et al. 2012)
apresentam extrato de levedura em sua composi¢ao, 0 que ainda assim onera 0s
processos em escala industrial apesar de ter maior disponibilidade comercial.
Como alternativas a esses compostos, é possivel utilizar residuos ou subprodutos
da industria. A adi¢cdo de milhocina e de hidrolisado de levedura no meio de cultivo
influenciaram favoravelmente a atividade da piruvato descarboxilase e a producgéo
de L-PAC (VOJTISEK e NETRAVAL,1982).

Varios trabalhos indicam que a adi¢do controlada de benzaldeido ao longo
do processo, principalmente por pulsos (LONG e WARD,1989), ajuda a controlar a
toxicidade do meio para alcangar teores maiores de L-PAC. Shin e Rogers (1995)
estudaram a producgéo de L-PAC adicionando benzaldeido de forma a manter sua
concentragdo proxima a 2 g/L. Além disso, trabalharam com aeracdo controlada
de modo a manter o RQ entre 5-7, favorecendo assim, o metabolismo
fermentativo. Tais estratégias levaram a um aumento significativo na producéo de
12,5 g/L de L-PAC.

Acetona, soro de leite e mosto de producdo de cerveja estimularam a
producéo de L-PAC, sendo que no caso da acetona, esta compete como aceptor



de elétrons, deixando o benzaldeido mais disponivel para formagdo de L-PAC
(YASHIO, 1952).

Khan et al. (2012) otimizaram o numero de adicbes de benzaldeido e a
maxima concentracdo de L-PAC (3,62 g/L) foi obtida com a adi¢do de 6 doses de
benzaldeido em volume desigual, em ordem decrescente de concentracdo de
benzaldeido totalizando 6,3 g/L. Long e Ward (1989), Shukla e Kulkami. (2001) e
Kumar et al. (2010) também relatam a utilizacdo de benzaldeido na concentracéo
de 6,0 g/L para a producdo de L-PAC utilizando células livres de diferentes
espécies: S. cerevisiae, T. delbrueckii e C. pseudointermedia, respectivamente.
Mas os resultados nédo foram concordantes com os de Mahmoud et al. (1990) que
observaram que as células livres poderiam tolerar uma concentracdo benzaldeido
de apenas 4,0 g/L. A diminuicdo ou aumento desta concentragdo de benzaldeido
gera uma menor producdo de L-PAC, devido a formacao de produtos secundarios

e toxicidade.

O intervalo de tempo entre seis adigcdes de benzaldeido foi investigado por
Khan et al. (2012) para a producdo méxima de L-PAC e um intervalo de 60
minutos foi considerado apropriado para a maior producao (3,81 g/L) de L-PAC
por C. utilis. Intervalos menores que 60 minutos resultara em efeito toxico sobre as
células, enquanto que intervalos maiores que 60 minutos estimularam a produc¢éo

de derivados de L-PAC como PAC-diol, minimizando assim a producéo de L-PAC.

A adicdo de beta-cliclodextrina resultou na retencéo e liberagao controlada
de benzaldeido e protecdo das células de S. cerevisiae dos efeitos toxicos do
benzaldeido, aumentando assim a formacéo de L-PAC (COUGHLIN et al., 1991).

Em um fermentador de 5 L com dois impelidores a disco (turbina a disco
inclinada) foram produzidos 7,0 g/L de L-PAC por T. delbrueckii usando adigéo
semicontinua de benzaldeido e acetaldeido (SKUKLA e KULKARNI, 2000), o que

minimizou o efeito toxico da adi¢cdo de benzaldeido.
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1.4 Influéncia das condi¢des de cultivo na producéo de L-PAC

Em relacdo a temperatura, a literatura (ABREU e OLMO (2014), KHAN et
al, 2012, ZHANG et al., 2008, ROGERS, 1990) reporta que o ideal é manter a
temperatura em na faixa de 30°C (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.). Khan et
al. (2012) ao avaliarem a influéncia da temperatura de incubacgao verificaram que a
melhor producéo de L-PAC (2,27 g/L) foi encontrada em 30°C para S. cerevisiae.
Temperaturas inferiores ou superiores (25, 34 e 37°C) promoveram queda na
producédo de L-PAC (1,03, 1,92 e 1,60 g/L, respectivamente). Este resultado
corrobora as conclusdes de Rogers (1990), que mostrou que a taxa de producgao
de L-PAC é 1,5 vezes maior a 30°C que a 20°C e nesta temperatura e tem-se

ainda que a atividade enzimatica e as fun¢gdes metabdlicas sdo maximas.

O controle do pH em 6,0 € uma das condi¢fes que maximiza a producgéo de
L-PAC. Khan et al. (2012) ao estudarem a influéncia do pH inicial na producéo de
L-PAC obtiveram maxima concentracao (3,11 g/L) quando o pH inicial foi 6,0. O
mesmo foi também relatado por Leksawasdi et al. (2003) e Chen et al. (2005). Os
trabalhos mencionam que qualquer aumento ou reducéo do valor de pH de 6,0
pode reduzir a atividade da piruvato descarboxilase (PDC), inibir fungdes
metabdlicas ou diminuir a solubilidade dos substratos no meio, resultando em
menor producdo de L-PAC. J& o pH utilizado na patente tcheca (JAROMIR, 1969)
foi inferior (5,2).

Segundo Abreu e Olmo (2014), em valores baixos de pH na faixa acida (4-
5,5) a atividade metabdlica dos micro-organismos € menor e 0S tempos

necessarias para conseguir a transformacéo ideal sdo maiores.

Aeracao reduzida (100 L/min), baixa temperatura (23°C), arseniato (0,156
M), cianeto (0,3 mM) e fluoreto de sddio (0,02 M) inibem a formagéo de L-PAC por
S. cerevisiae (ZEEMAN et al., 1992).
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[I.5 Bioquimica do processo de producéo de L-PAC

Na producédo de L-PAC por via bioldgica, a piruvato descarboxilase (PDC)
exerce um papel primordial. E uma enzima encontrada nos organismos que
realizam fermentacao alcodlica, sendo responsavel pela transformacéo do piruvato
produzido na glicdlise em acetaldeido, que juntamente com NADH e um ion H*
produzira etanol e NAD" (OLIVER, 1997).

Quando h& a presenca de algum aldeido no meio, como no caso o0
benzaldeido, a PDC pode catalisar a reacédo de sintese de carbindis. Apés a saida
do CO, do complexo enzima-piruvato, encontra-se o que se denomina na literatura
de “acetaldeido ativo”, que é o acetaldeido ligado pela carbonila a um residuo de
cisteina (Figura 1I-4). Esse acetaldeido ativo é instavel e pode reagir faciimente
com outro aldeido, formando assim o carbinol correspondente (RISCH, 2009). A
PDC tem como cofatores o fon Mg** e a tiamina pirofosfato (TPP na sigla inglesa),
sem 0s guais a enzima ndo é capaz de realizar a reacdo (FUREY et al.,1998).
Neste caso, em presenca de benzaldeido, o ion H" e o NADH sofreram uma
reacdo catalisada pelo alcool desidrogenase (ADH) para restaurar o equilibrio

redox da série de reacGes da glicdlise o que produzira alcool benzilico e NAD*

Algumas reacdes laterais podem acontecer tanto com o benzaldeido quanto
com o L-PAC (Figura lI-4), devido ao préprio metabolismo do micro-organismo,
como a reducéo do benzaldeido a alcool benzilico e do L-PAC a PAC-diol, ambas
catalisadas pela ADH, bem como a oxidacdo do benzaldeido a acido benzdico. As
reacdes de reducdo dos aldeidos s@o necessérias para restabelecer o equilibrio
redox da glicélise. Uma das estratégias para melhorar a producdo de L-PAC € a
adicdo de aceptores de elétrons ao meio, como acetona e acetaldeido, para que
estes sejam reduzidos e acabem disponibilizando mais benzaldeido para a sintese
de L-PAC, bem como diminuindo a reducdo do proprio L-PAC a PAC-diol. A
adicdo de extratos celulares também possibilita um aumento da producdo de L-
PAC, devido ao aumento dos niveis de piruvato, TPP e Mg?" (VOJTISEK e
NETRAVAL, 1982).
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Todos o0s micro-organismos utilizados na producdo de L-PAC séo
classificados como aerbbios facultativos. Uma estratégia comum nos
experimentos de producdo de L-PAC é o controle do coeficiente respiratério (RQ,
na sigla inglesa) de modo que se mantenha valores superiores a 1 (com 1 sendo o
crescimento aerébio usando carboidratos), como por exemplo de 4 até 7 no caso
de C. utilis. Isso é alcancado com uma baixa aeracdo, embora ela ndo possa ser
nula a fim de ndo comprometer a viabilidade global das células no meio (SHIN e
ROGERS, 1995).

0
I

Acido Benzéico /C-\ /OH_‘______ Glicose
HaC

” Via de EMP

0]
Acido PirL‘l?ico
Piruvato
OH descarboxilase
CO,

CH4COOH
Acetaldeido

Oxidagao TPP Mg~

o

Benzaldeido

Piruvato
descarboxilase

NADH +H* L- Fenil-acetil-carbinol { L-PAC)
Alcool
desidrogenase < A NADH +H +
NAD Alcool
desidrogenase
\J OH

NAD

|
CII—H
UH

Benzil Alcool

PAC-diol

Figura II-4 ReagBes bioquimicas comuns na producdo de L-PAC (SHUKLA e
KULKARNI, 2000).
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Como o benzaldeido é substrato tanto para producédo de L-PAC como de
alcool benzilico, a inibicdo da reducdo do aldeido para alcool por diferentes

T

formacao de alcool benzilico (SMITH e HENDLIN, 1954).

A adicdo de acetaldeido foi investigada por Khan et al. (2012) que
obtiveram uma melhor produgcéo de L-PAC (4,15 g/L) quando foi adicionado
acetaldeido juntamente com benzaldeido. Becvarova et al. (1963), Groeger et al.
(1966), Vojtisek e Netrval (1982) e Oliver et al. (1997) também verificaram que a
adicdo de benzaldeido, juntamente com acetaldeido no meio aumentou a
producdo de L-PAC, reduzindo a producdo de &lcool benzilico, atuando como
aceptor de hidrogénio, inibindo o desvio da conversdo de benzaldeido a &lcool
benzilico, garantindo uma maior conversédo de benzaldeido para formacao de L-
PAC. Como os atomos de acetaldeido concorrem com o benzaldeido pelos sitios
ativos da alcool desidrogenase, inibindo essa enzima e reduzindo a producao de

alcool benzilico.

Reporta-se que a producdo de L-PAC é influenciada pela atividade da
piruvato descarboxilase e da concentragdo de piruvato nas células de S.
carlsbergensis, sendo a concentracdo de piruvato fator realmente limitante da
taxa. Portanto, 0 micro-organismo para a biotransformacéo deve ser mantido em
um estado metabdlico de alta atividade de piruvato descarboxilase, para suprir um
nivel 6timo de piruvato. A piruvato descarboxilase foi resistente a inativagdo por
benzaldeido até a concentracdo de 7 g/L (VOJTISEK e NETRAVAL, 1982).

Em sistemas com bactérias ou leveduras, o piruvato é descarboxilado
instantaneamente e o hidroxietil difosfato de tiamina resultante se acopla ao
benzaldeido para gerar L-PAC (MEYER et al., 2011).

[1.5.1 Piruvato descarboxilase

A enzima piruvato descaboxilase (PDC) é uma enzima da classe das liases
e possui o numero de classificacdo EC 4.1.1.1. Esta € dependente dos cofatores
tiamina pirofosfato (TPP) e do ion magnésio (Mg*?).
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A PDC catalisa duas reacdes praticamente simultaneas: a descarboxilagcdo
nao oxidativa de a-cetoacidos formando o aldeido correspondente, que é uma
reacdo extremamente rapida e a ligagdo C-C formando hidroxicetonas, que é
significativamente lenta (WARD e SINGH, 2000). A descarboxilagdo de um a-
cetoacido como o piruvato envolve a clivagem da ligagdo C-C adjacente ao grupo

carbonila resultando na formacéo do “aldeido ativo” (HUBNER, 1998).

Muitas enzimas necessitam de cofatores para catalisar as reac¢des, sendo
gue estes cofatores podem ser moléculas organicas ou ions metdlicos. Estas
moléculas organicas sdo conhecidas como coenzimas. O complexo enzima-
cofator cataliticamente ativo € chamado de holoenzima e a enzima inativa

resultante da remocé&o do cofator € conhecida como apoenzima (VOET, 2002).

A tiamina pirofosfato é a forma biologicamente ativa da vitamina B1 e sua
estrutura quimica esta demonstrada na Figura II-5. Esse composto € utilizado
como cofator da enzima PDC em vérias reacdes que envolvem a clivagem de
ligacbes C-C adjacente ao grupo carbonila. A ligagdo das duas extremidades da
molécula da TPP na enzima fornece uma conformac¢éo adequada do anel tiazolico

para realizacdo da catalise (HUBNER, 1998).

Inibidores e ativadores modificam a taxa de uma reacédo na qual eles nao
sdo substrato. Sao geralmente pequenas moléculas e ions, podendo ser também
outras enzimas. A sua a¢do pode ser reversivel ou irreversivel. Os ativadores
aceleram as taxas da reacdo enzimdtica por promoverem o estado ativo do
substrato ou da enzima. Diferente dos cofatores, os ativadores ndo entram na
reac&o como substratos. fons metalicos que ativam enzimas o fazem estabilizando
a conformacdo do seu sitio ativo. Ja os inibidores enziméticos sdo agentes
moleculares que interferem na catalise, reduzindo a velocidade ou paralisando
reacdes enzimdticas. As enzimas catalisam praticamente todos 0S processos
celulares, por isso os inibidores enzimaticos estdo entre 0s mais importantes

agentes farmacéuticos conhecidos (SENGER, 2002).
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Figura 11-5 Estrutura da Tiamina Pirofosfato (TPP)

11.5.2 Alcool desidrogenase

A é&lcool desidrogenase, abreviadamente ADH, € uma enzima da classe das
oxidoredutases, tem numero de classificacdo EC 1.1.1.1 e para ter atividade
catalitica utiliza como cofatores as nicotinamidas NAD(P)H (Figura 1I-6). A ADH
catalisa reagfes de oxidacdo de alcoois e reducdo de grupos carbonilicos
(NAKAMURA, 2002).

X=H Nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD")
X= PO;” Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP")
Figura 11-6 - Estrutura do cofator NAD(P) (Fonte: Voet, 2002)

Durante a produgcédo de L-PAC, a ADH-Il catalisa reacbes laterais que
podem acontecer tanto com o benzaldeido quanto com o L-PAC, devido ao préprio
metabolismo do micro-organismo, como a redug¢do do benzaldeido a alcool
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benzilico e do L-PAC a PAC-diol. As reacdes de reducdo dos aldeidos sé&o
necessarias para restabelecer o equilibrio redox da glicélise. Uma das estratégias
para melhorar a producdo de L-PAC € a adicdo de aceptores de elétrons ao meio,
como acetona e acetaldeido, para que estes sejam reduzidos e acabem
disponibilizando mais benzaldeido para a sintese de L-PAC, bem como diminuindo
a reducao do proprio L-PAC a PAC-diol (VOJTISEK e NETRAVAL, 1982).

Snograss et al. (1960) verificaram a inibicdo da ADH por sais de prata e de
mercurio em baixas concentracdes. Os ions formados interagem com o

grupamento sulfidrila (—~SH) da proteina inativando a a¢do da enzima.

1.6 Recuperacédo de L-PAC

Para a recuperacéo do L-PAC produzido por fermentagéo, recomenda-se a
utiizacdo de aldeidos arométicos, como p-anisaldeido, m-tolualdeido e p-
hidroxibenzaldeido. Long e Ward (1989) recuperaram o L-PAC mediante uma
extracdo do meio com éter, remog¢éo do &cido com NaHCO3; aquoso, formacéo do
complexo carbinol e aldeido com metabissulfito de sodio; producdo de aldeido e
carbinol livres pela adicdo de NaHCO3 sdlido e separacdo em uma coluna de silica
gel. Outro protocolo de purificacdo de L-PAC envolve a extragdo com dietil éter
seguido de pré-tratamento em resina de troca ibnica, preparagdo de aduto
bissulfito em condi¢Ges frias seguido de separagao do aduto e recuperacao de L-
PAC (SHUKLA e KULKARNI, 1999).

Khan et al. (2012) extrairam o L-PAC do meio fermentado utilizando tolueno
em uma propor¢do.1:2 em funil de separacdo. L-PAC foi estimado pelo método
polarimétrico (NETRAVAL & VOJTISEK, 1982; BECVAROVA et al., 1963).

A polarimetria é uma técnica que se baseia na medicao da rotacao Optica
produzida sobre um feixe de luz polarizada ao passar por uma substancia
opticamente ativa. A polarimetria é realizada por intermédio do uso do polarimetro.
O polarimetro é um instrumento constituido basicamente por uma fonte de
radiacdo monocromatica, um prisma que atua como polarizador da radiacdo

utilizada (prisma de Nicol), um tubo para acondicionamento da solu¢cdo com a
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amostra, um prisma analisador (prisma de Nicol) e um detector que pode ser o
olho do analista ou entdo um detector fotoelétrico. O polarimetro possui ainda
escalas que medem o desvio da luz polarizada para o lado esquerdo (substancias
levogiras) ou para a direita (substancias dextrogiras). A rotacao 6ptica varia em
funcdo da temperatura e do comprimento de onda empregado (quanto mais curto,
maior o angulo), da natureza quimica da substancia e da sua concentracdo
(MIRANDA, 2010).

GgL=ROx2 fator de diluicdo><1.11 densidade do L—PACTabelado
Eq. 11-1:
[L - PAC]g/L = RO x 2( fator de diluicdo) x 1.11 (densidade do L — PAC)rapeiado

Eq. II-1

[I.7 Quantificacdo de &cido benzodico, alcool benzilico, L-PAC e

benzaldeido.

A grande maioria dos trabalhos existentes na literatura utiliza como método
analitico principal para quantificagdo dos produtos a cromatografia gasosa (CG),
devido a baixa sensibilidade de outros métodos, pelos interferentes presentes no
meio (com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes), pela incapacidade de se
analisar mais de um componente do meio e, talvez, pelas raras metodologias

descritas na literatura que utilizem cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Determinagéo da concentragdo de benzaldeido e é&lcool benzilico em CG
(cromatografia gasosa) com hélio como gés carreador e a quantificacdo
colorimétrica de L-PAC tém sido reportadas (LONG e WARD 1989). Shin e Rogers
(1996) utilizaram uma coluna de CG empacotada com WHr/Se 30 WTX 10 e uso
de nitrogénio como gas carreador para determinar L-PAC e benzaldeido com
sucesso. Shukla e Kulkarni (1999) desenvolveram uma analise em CG usando
coluna Ohio Valley (5% OV-17) e hidrogénio como gas carreador para analise dos
produtos da biotransformacéo.
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Mandwal et al. (2004) utilizaram para a analise via CLAE uma coluna C18
300 A (3,9 x 30 cm) com empacotamento de esferas de 15 um. As substancias
participantes do processo a serem analisadas eram extraidas do meio bruto com
benzeno e concentrados posteriormente. A fase mével foi constituida por uma
mistura de acetonitrila e agua numa proporcdo de 30:70 (base volumétrica),
eluindo a uma vazdo de 1,5 mL/min. O detector utilizado monitorava o
comprimento de onda em 252 nm. De acordo com os autores, nessas condicoes,
os tempos de retengdo do acido benzéico, alcool benzilico, L-PAC e benzaldeido

sao respectivamente, de 2,3 min, 3,1 min, 3,6 min e 4,9 min.

O trabalho de Tripathi et al. (1988) também utiliza HPLC (Varian 5000)
como método de andlise, com fase mével composta por 50% de metanol e 50% de
uma solugcao aquosa de 5 mM de fosfato, vazao de eluigdo de 1 mL/min. O L-PAC
foi purificado em uma coluna de separacdo ODS com uma coluna de guarda
MCH-10 onde o pico foi detectado (Detector Varian UV 50) no comprimento de

onda de 218 nm.
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.  OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um processo
biotecnoldgico de producdo de L-PAC em escala de bancada a partir de

benzaldeido utilizando levedura como biocatalisador.

lll.1 Objetivos especificos

1 Selecionar o micro-organismo produtor a partir de leveduras produtoras de

alcool.

2 Aperfeicoar o meio de cultivo e as condi¢gdes de processo para a producéo de

L-PAC em frascos agitados;
3 Avaliar as condi¢des de producéo especificas de L-PAC em biorreator de 1 L;
4  Avaliar diferentes solventes para extracao do L-PAC produzido;
5 Realizar um aumento de escala do processo de producéo de L-PAC.

6 Realizar célculos de extrapolacdo de escala com vistas a uma avaliacdo

econdmica preliminar do processo.
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IvV. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

IV.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados nos experimentos e nas analises foram:

1) Centrifuga - Eppendorf 5804R;

2) Centrifuga - Eppendorf 5810R;

3) Autoclave - Prismatec CS;

4) Espectrofotdmetro - Bel Photonic SP 2000-UV;

5) Capela de fluxo laminar equipada com luz UV — BioFlux 11 90 A1,
Filtracom®:

6) Incubador com agitagao - Tecnal TE 420;

7) Incubador com agitacao e refrigeragéo - Nova Instrument NI 1713

8) Balanca analitica — Adventurer "™ AR2140-Ohaus;

9) Cromatoégrafo liquido (HPLC) — Waters 1525;

10)Cromatdgrafo liquido (HPLC) — Shimatzu

11)Detector IR Water 2414

12) Biorreator de 1 litro -Tecnal- TEC-BIO-C;

13)Biorreator de 4 litros - New Brunswick Scientific CO.

14)Biorreator de 13 litros - BIOESTAT E — B Braun

15) Bomba Dosadora Peristaltica — Milan —Tecnopon Equip.Especiais
LTDA.

16) Estufa Bacteriolégica — Nova Técnica NT 521,

17)pHmetro -Digimed DM-22;

18) Evaporador Rotativo — Tecnal TE-210

IV.2 Sele¢cdo do micro-organismo produtor

Vinte e duas cepas de leveduras foram selecionadas com base no tipo de
metabolismo. Leveduras produtoras de &lcool foram preferencialmente
selecionadas uma vez que a atividade da piruvato descarboxilase é necesséria no
processo. S.pasl foi cedida pela Fiocruz (INCQS, RJ, Brasil), S.cerl (levedura de
panificacéo) foi adquirida em supermercado local (Industria Fleischmann). S. cer2
e S. cer3 fazem parte do banco de cepas do laboratdrio Biological System
Engineering Group - Biose — Escola de Quimica - UFRJ. As demais foram obtidas
no Instituto de Microbiologia da UFRJ. As cepas (Tabela 1V-1) foram cultivadas
em meio GYMP (glicose, extrato de Iévedo, extrato de malte e peptona) por 48 h a

28°C, e estocadas a 4°C.
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Tabela 1V-1- Lista de micro-organismos selecionados a partir dos bancos de cepa: da Fiocruz
(INCQS, RJ, Brasil), do Biose — Escola de Quimica — UFRJ e do Instituto de Microbiologia da
UFRJ.

CRC? Espécie de Levedura

C.coll Candida colliculosa

C.guil Candida guilliermondii
D.yam1l Debaryomyces yamadae
K.aesl Kluyveromyces aestuarii
K.marl Kluyveromyces marxianus
K.mar2 Kluyveromyces marxianus
K.thel Kluyveromyces thermotolerans
P.anol Pichia anomala

P.ano2 Pichia anomala

P.ohm1 Pichia ohmeri —like

S.carl Saccharomyces cariocanus
S.cerl Saccharomyces cerevisiae
S.cer2 Saccharomyces cerevisiae
S.cer3 Saccharomyces cerevisiae
S.cerd Saccharomyces cerevisiae
S.cerb Saccharomyces cerevisiae
S.cer6 Saccharomyces cerevisiae
S.cer7 Saccharomyces cerevisiae
S.cer8 Saccharomyces cerevisiae
S.pasl Saccharomyces pastorianus
S.dail Saccharomyces dairensis
S.spel Saccharomyces spencerorum

4CRC: Cadigo referente a cepa
IV.2.1 Meios de Cultura

Para propagacédo da biomassa, estocagem e producdo de L-PAC, os

seguintes meios foram utilizados:

YPD (sigla em inglés, yeast extract, peptone, dextrose): E um meio
liqguido de crescimento rapido, contendo 1% de extrato de lévedo, 2% de
peptona bacteriologica e 2% de glicose. Nesse meio, o crescimento celular é

limitado pela exaustao da fonte carbono.

YMA (sigla em inglés yeast extract, malt extract, Agar): E um meio
sélido de estocagem e plaqueamento especifico para o crescimento de S.pasi,
contendo 1% glicose, 0,5% de peptona bacteriologica, 0,3% de extrato de

lévedo, 0,3% de extrato de malte e 2% Agar.

GYMP (sigla em inglés, glucose, yeast extract, malt extract, peptone,
Agar): E um meio sélido de estocagem e plaqueamento para as demais cepas
contendo 2% glicose, 0,5% extrato de lévedo, 0,3% extrato de malte, 0,5% de

fosfato de s6dio monobésico e 2% Agar.
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Meio de Producgdo de L-PAC: O meio liquido de producgéo foi formulado
segundo Zhang et al. (2008). Composicao: Glicose 25 g/L; Peptona bacteriologica
20 g/L; Extrato de Lévedo 10 g/L; MgSO,4.7H,O 1 g/L; CaCl,.2H,O 0,05 g/L;
Na;HPO,4.12H,0 35 g/L, Acido Citrico 10,7 g/L. Variagcbes desse meio foram
propostas e cada modificacdo é mencionada quando necessario no capitulo dos

resultados da presente tese.

Os componentes dos meios de cultivo utilizados foram adquiridos na
empresa Vetec-R.J., Brasil, com excecdo da peptona bacteriolégica que foi

adquirida junto & Oxoid - Hampshire, UK.

IV.2.2 Purificacdo das cepas

As cepas obtidas do banco de cepas do Instituto de Microbiologia da UFRJ
encontravam-se estocadas por um longo periodo e, por isso, foi necessario ativa-
las. Uma das maneiras de se obter uma cultura pura consiste no emprego da
técnica de semeadura, na qual sdo obtidas colénias isoladas de micro-

organismos.

A técnica de semeadura por estrias maltiplas consiste em espalhar o
material com o auxilio de uma alga bacteriol6gica sobre o meio GYMP em placa
de Petri (ou YMA para S. pasl), fazendo estrias sucessivas até o esgotamento do
material, de modo a obter-se um perfeito isolamento das células existentes na
amostra, que apos a incubacao, formaré@o as col6nias isoladas sobre a superficie
do 4gar (TORTORA et al., 2005).

IV.2.3Cultivos

A partir dos tubos contendo as culturas preservadas em meio solido GYMP
inoculava-se, de forma estéril com auxilio de uma alga de platina, 100 mL de meio
de cultivo YPD em frascos Erlenmeyers de 500 mL. Apés cerca de 24 horas em
um incubador rotatério a 30°C, 200 rpm, a absorvancia (570 nm) de uma amostra
deste cultivo era determinada e, em seguida as células eram centrifugadas de
forma estéril a 3.000 g por 7 minutos e ressuspensas em meio de cultivo YPD
servindo de inéculo dos experimentos que serdo descritos nos itens posteriores.

O volume centrifugado desse pré-indculo era suficiente para se obter uma
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concentragdo inicial de células de, aproximadamente, 3,0 + 0,1 mg m.s. cel/mL
nos meios de cultivo.

Para os experimentos em biorreator, o cultivo do inéculo foi feito em 9
frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo 220 mL de meio YPD mantidos a 30 °C
e 200 rpm por 48h sendo feitas 3 alimentacfes de glicose apos 8, 24 e 36 h.
Essas alimentagdes foram realizadas com uma solugéo de glicose a 40% com

volume necessario para se elevar a concentracéo de glicose de 0 a 20 g/L.

IV.3 Producéo de L-PAC em frascos agitados.

Os experimentos preliminares foram realizados em frascos Erlenmeyers de
500 mL com 100 mL ou 200 mL de meio de produgédo, a 30°C em incubador
rotatorio (frascos agitados) com velocidade de agitacdo de 200 rpm.

Tais experimentos foram realizados visando estabelecer a concentragao
inicial de células, de glicose, pH, concentracdo e tempo de adi¢do de benzaldeido
e otimizagao dos sais presentes no meio de produgao.

Os cultivos foram realizados por 24 horas com amostragem a cada hora por
7 h e ao final do experimento para analise de crescimento celular, glicose e L-
PAC.

IV.4 Producéo de L-PAC em biorreator

IV.4.1 Producdo em biorreator de 1 L

Foi utilizado um biorreator (Tecnal, TEC-BIO-C) com capacidade de 1 L
(Figura 1V-1). O equipamento dotado de sistemas de aeragao, agitagéo e controle
de temperatura era provido de sistema contendo uma turbina do tipo Rusthon e
outra do tipo Smith. O monitoramento e aquisicdo de dados de velocidade de
rotacdo, pH, temperatura e oxigénio foi feito com auxilio do SoftwareTEC-BIO-C.
O suprimento de oxigénio foi realizado com ar atmosférico com auxilio de um
sistema de aeragdo submerso por meio de 14 orificios na haste de agitacao.
Antes de entrar no biorreator, o ar atravessava um filtro (HEPA-VENT, Whatman)

com porosidade de 0,3 um para evitar a contaminagdo do meio.

24



Figura IV-1 Foto do biorreator Tecnal- TEC-BIO-C com capacidade de 1 litro.

Para os experimentos de producdo de L-PAC no biorreator foram
inoculados 750 mL de meio de produgdo contendo suspensdo celular na
concentracéo inicial desejada com 1 mL do anti espumante antifoam 204. Foram
avaliadas as condi¢des de aeracédo (0, 1, 2 e 5 vvm), agitacdo (250 e 350 rpm), e
alimentacdo de glicose e benzaldeido (monitoradas por intermédio das anélises

por kit enzimético e cromatografia, respectivamente).

IV.4.2 Producdo em biorreator de 13 L.

O in6culo para a producao de L-PAC em biorreator de 13 L foi preparado
em duas etapas: Primeiramente um pré ino6culo em frascos agitados onde
Erlenmeyer de 500 mL contendo 200mL de meio YPD foi inoculado com a cultura
microbiana estocada a 4°C no meio GYMP sdlido. Depois de 24 h de crescimento
em um incubador rotatério Certomat BS-1 a 200 rpm e 30°C, 50 mL de cultivo
foram transferidos para 4 outros Erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de
meio YPD. Os sistemas foram novamente deixados em crescimento por 24h no
incubador a 200 rpm e 30°C. ApOs 24h de incubacdo, o conteudo dos 4
Erlenmeyers foi transferido para o biorreator MICROFERM FERMENTOR (New
Brunswick Scientific CO.) de 4 L equipado com 3 turbinas a disco do tipo Rushton

e aspersor de ar submerso (Figura 1V-2).
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Figura 1V-2 Foto do biorreator de 4 L MICROFERM FERMENTOR (New Brunswick Scientific
CO.)

Este biorreator foi previamente autoclavado a 1 atm por 30 min e usado
para fins de propagacéo do inéculo do reator de 13 L. Inicialmente o biorreator
contendo 1 litro de meio YPD* (40g/L de glicose, 40 g/L de peptona e 20g/L de
extrato de |évedo) foi inoculado com 1 litro do pré in6culo obtido em frascos
agitados. A primeira fase de propagacao consiste de uma batelada simples de 2h
a 600 rpm, a temperatura ambiente (25°C) e aerag¢do de 1 vvm, posteriormente
iniciou-se uma batelada alimentada onde 2 litros de meio YPD concentrado (400
g/L de glicose, 40 g/L de peptona e 20 g/L de extrato de |évedo) foram
adicionados ao biorreator com auxilio de uma bomba dosadora peristéltica (Milan

®) com vazéo de 1,3 mL/min por 18 h.

Amostras de 5 mL foram coletadas a cada hora para acompanhamento do
crescimento de biomassa e concentracdo de glicose. As aliquotas foram
submetidas a centrifugacéo a 18 g por 7 minutos para remover a biomassa.

Apbs as 18 h, todo o volume foi transferido, dentro de capela de seguranca
biol6gica (CSB), para frascos de centrifuga estéres de 500 mL e centrifugado em

centrifuga Eppendorf modelo 5810R, a 18 g por 15 min.

O biorreator de 13 L (BIOESTAT E — B Braun) € equipado com 3 turbinas a
disco do tipo Rushton e aspersor de ar submerso (Figura 1V-3). O suprimento de

oxigénio foi realizado com ar atmosférico com auxilio de um compressor de ar
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marca JUN AIR modelo Minor, o ar atravessava um filtro (HEPA-VENT, Whatman)
com porosidade de 0,3 um para evitar a contaminagcdo do meio. Como esse
biorreator ndo tem o sistema de autoclavacdo em funcionamento, foi realizada
uma sanitizagdo do mesmo antes dos experimentos. Para a limpeza e
sanitizacdo, o biorreator foi previamente lavado com agua e detergente,
sanitizado com 250 mL de detergente desinfetante bactericida (Lysoform Bruto)

por 2 h e lavado com 10 L de agua destilada estéril.

Figura IV-3 O biorreator de 13 L (BIOESTAT E — B Braun)

O in6culo deste reator foi realizado ressuspendendo a biomassa
centrifugada (produzida em biorreator de 4 L, como mencionado anteriormente)
em 2 L de meio de producéo de L-PAC modificado (composi¢ao descrita ao longo
dos resultados). Esse in6culo foi adicionado ao biorreator contendo 10 L de meio
de producédo de L-PAC de forma estéril (com auxilio de um funil e chama de um
bico de Bunsen). ApOs inoculacdo a temperatura foi mantida em 30°C e a

agitacdo em 190 rpm.

Amostras de 5 mL foram coletadas a cada hora para acompanhamento do
crescimento celular, concentracdo de substrato, produto e subprodutos. As
aliquotas foram submetidas a centrifugacédo a 18 g por 7 minutos para remover a
biomassa. O sobrenadante foi armazenado para as analises posteriores de

benzaldeido, L-PAC e glicose ou sacarose.
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IV.5 Aperfeicoamento do meio de cultivo e das condi¢cbes de
processo para a producédo de L-PAC em frascos agitados -

Planejamento Experimental

A escolha do planejamento adequado € uma funcédo direta do numero de
variaveis independentes envolvidas no estudo, da disponibilidade de matéria-
prima, da viabilidade do niumero de ensaios que podem ser realizados e do custo
do processo em estudo (RODRIGUES e IEMMA, 2009). No entanto, ha um
namero minimo de ensaios que devem ser realizados conforme o nimero de
fatores que se deseja estudar, para que a discussdo dos resultados e

interpretacdo estatistica ndo fiqguem comprometidas.

Para avaliar a influéncia de algumas varidveis na producdo de L-PAC, foi
aplicada uma sequéncia de dois delineamentos fatoriais e os resultados foram
analisados utilizando o software Statistica 7.0. Inicialmente foi realizado um
planejamento fatorial fracionado em dois niveis com 4 variaveis independentes,
2% totalizando 8 experimentos. De forma a verificar a variabilidade experimental,
3 experimentos nas condicbes do ponto central foram adicionados ao
planejamento. As variaveis independentes selecionadas foram: concentracé@o
inicial de glicose, de células, de benzaldeido e pH. Para a escolha dos valores
utilizados para cada variavel, tomou-se como base alguns resultados preliminares
e dados da literatura (SHIN e ROGER, 1995, SHUKLA, 2002, ZHANG et al. 2008,
KUMAR et al., 2010, KHAN et al., 2012). A Tabela IV-2 apresenta 0s niveis
escolhidos para cada variavel. Os resultados foram avaliados em funcdo da

concentragdo de L-PAC (variavel de resposta).
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Tabela V-2 Valores reais e codificados das varidveis empregadas no planejamento

experimental fatorial fracionado 2**

Variaveis Niveis
Independentes -1 0 +1
Concentragédo de Glicose (g/L) 10 25 40
Concentracgédo de células (g/L) 3 6 9
Concentracgdo de benzaldeido (g/L) 1 25 4
pH 5 6 7

Com os resultados do planejamento fatorial fracionado, propds-se um
delineamento composto central rotacional (DCCR) para se definir as melhores
condi¢des para a produgédo de L-PAC. No presente trabalho, o planejamento foi
realizado com 3 variaveis em dois niveis (2°) mais 6 ensaios axiais com 3
repeticbes no ponto central totalizando 17 ensaios. As varidveis independentes
selecionadas foram: concentragdo inicial de glicose, de células e de benzaldeido

e os niveis adotados sdo apresentados na Tabela IV-3.

Tabela V-3 Valores reais e codificados das variaveis empregadas no delineamento composto

central rotacional.

Variaveis Niveis
Independentes 168 -1 0 +1  +1,68
Concentracao de Glicose (g/L) 30 38,1 50 61,9 70
Concentracédo de células (g/L) 1 1,81 3 4,19 5
Concentracdo de Benzaldeido (g/L) 3 381 5 6,19 7

De forma a melhorar a composi¢céo do meio de produgéo de L-PAC adotou-
se a metodologia desenvolvida por Plackett-Burman (PLACKETT e BURMAN,
1946), aqui abreviada por PB-12. Esse tipo de planejamento experimental € uma
ferramenta muito valiosa para uma sele¢cdo prévia de muitas variaveis
(RODRIGUES e IEMMA, 2009). Esse delineamento € muito util para a selecdo
das varidveis mais importantes e ndo considera os efeitos de interacdo entre as
variaveis. As varidveis independentes selecionadas foram as concentracées de:
peptona, extrato de lévedo, sulfato de magnésio, cloreto de calcio, fosfato de
sédio e acido citrico, como mostra a Tabela IV-4. Os valores dos niveis escolhidos

para as variaveis forma baseados na composicdo do meio de cultivo descrito em
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Zhang et al. (2008). O software Statistica 7.0 (StatSoft. Inc.,2004) foi utilizado para
analisar os dados experimentais.

Tabela IV-4Valores reais e codificados das variaveis empregadas no planejamento Plackett-
Burman com 12 experimentos (PB-12).

Variaveis Niveis
Independentes -1 0 +1
Peptona (g/L) 5 12,5 20
Ext. Lévedo (g/L) 2 6 10
MgSO,.7H,0 (g/L) 1 3 5
CaCl,.2H;0 (g/L) 0,01 0,055 0,1
Na,HPO,.12H,0 (g/L) 5 20 35
Ac. Citrico (g/L) 2 6 10

A literatura indica que uma concentracdo inicial de células elevada pode
elevar significativamente a produgdo de L-PAC (ZHANG et al. 2008, XUE et al.,
2010). Para aumentar a concentracao inicial de células foi necessério aplicar um
novo planejamento fatorial fracionado com dois niveis e 3 variaveis (2*%) visto que
0 aumento da concentracdo de células eleva a demanda por substrato. Portanto,
utilizou-se o meio determinado por meio do planejamento PB-12 e as variaveis
independentes: concentracdo inicial de glicose, de células e de benzaldeido. A
Tabela IV-5 apresenta os limites para cada variavel. A variavel de resposta
utilizada foi a concentracéo de L-PAC.

Tabela IV-5 Valores reais e codificados das varidveis empregadas no planejamento
experimental fatorial fracionado 2°*

Variaveis Niveis
Independentes -1 0 +1
Concentragédo de Glicose (g/L) 40 60 80
Concentracao de células (g/L) 30 40 50
Concentracao de benzaldeido (g/L) 4 5 6
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IV.6 Estudo da influéncia de alguns fatores na Producéo de L-
PAC

O efeito da adicdo de tiamina, sulfato de magnésio, nitrato de prata e
peptona na producéo de L-PAC foi avaliado em frascos agitados. A tiamina e o
sulfato de magnésio sdo indutores da enzima responsével pela obtengdo do
acetaldeido ativo, a piruvato descarboxilase. O nitrato de prata é relatado como
inibidor da enzima éalcool desidrogenase. A peptona € um componente caro e sua
presenca no meio de cultivo pode ser desnecesséaria. Nesses experimentos
utilizou-se frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL do meio de producgéo
determinado pelo experimento PB variando as concentragbes de peptona e
sulfato de magnésio, tiamina e nitrato de prata, como mostra a Tabela IV-6. Apds
1,5 h de cultivo o benzaldeido era adicionado. Apés in6culacéo eram retiradas
amostras de hora em hora para se analisar o crescimento celular, L-PAC,

benzaldeido, alcool benzilico e acido benzdico.

Tabela IV-6 Estudo da Influéncia da concentragdo de peptona e sulfato de magnésio,

tiamina e nitrato de prata na producgéo de L-PAC.

Concentracgéo (g/L)

Experimento MgS0O,.7H,O Peptona Tiamina Nitrato de Prata

A 1 5
B 5 5

C 1

D 1 10°®
E 5 10™
F 1 10°
G 5 5 1

H 5 5 0,5

| 5 5 2 _
J 1 1 10°

IV.7 Extracédo de L-PAC do meio fermentado

Para o processo de extragéo de L-PAC do meio fermentado foram testados
7 diferentes solventes: Tolueno, Diclorometano, Eter de Petrdleo, Cloroférmio,
Hexano, Ciclohexano e Xileno, na propor¢do de meio fermentado livre de

células/solvente 1:1 para definir quais solventes poderiam ser utilizados.
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Apls a selecdo dos solventes, o L-PAC foi extraido utilizando uma
modificacdo dos métodos de Smith e Hendlin (1953) e Long e Ward (1989) na
propor¢do de meio fermentado livre de células/solvente 2:1, ou seja, o meio
fermentado (45 mL) foi extraido com a metade do volume de solvente organico
(22,5 mL) sendo a fracdo do solvente separada. Este processo foi repetido por
quatro vezes. As quatro fracbes de solventes foram misturadas e evaporadas a

vacuo a 90°C para um volume menor que dez militros.

IV.8 Extrapolacdo de Escala do Processo de Producédo de L-
PAC

Para a extrapolagdo de escala, existem diversos critérios que podem ser
utilizados, todos baseados em principios de similaridade, como a similaridade
geométrica, cinematica, dinamica, térmica e quimica. A regra geral de
extrapolacdo de escala é manter a similaridade geométrica, sempre que possivel
(BORZANI, et al., 2001).

O critério utilizado para o célculo da agitacdo no aumento de escala
(biorreator de 1 L para o biorreator de 13 L) foi o critério da constancia da
poténcia efetiva. Pela sua importancia, esse critério estd entre um dos mais

utilizados por industrias de fermentacado (BORZANI et al., 2001).

AN,= N (ﬂ)z/3
2 — 1 D

i2

Eqg. IV-1 para o célculo da agitacao,

utilizando esse critério é:

N, = N, (_')2/ 3 Eqg. IV-1

Di
Onde:
e N,é avelocidade de agitacdo no biorreator industrial;
e N,é avelocidade de agitacdo no biorreator de bancada;
e D;;€ o diametro do impelidor do biorreator de bancada;

e D;,€ o diametro do impelidor do biorreator industrial.
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IV.9 Métodos Analiticos

IV.9.1 Quantificacdo do crescimento celular

As suspensoes celulares foram quantificadas mediante leituras das absorvéancias
em espectrofotdbmetro, a 570 nm, e transformadas em massa de células secas por
intermédio de um fator de converséo obtido previamente pelo método de Massa
Seca (VITOLO, 1995).

IV.9.2 Massa Seca

A partir de uma suspenséo de células em meio de cultivo YPD s&o retiradas
aliquotas, que foram centrifugadas (18 g) e ressuspensas em solucao salina
0,9%. Este procedimento foi repetido por duas vezes, de modo a ndo haver mais
resquicios de componentes do meio de cultivo na nova suspensao formada.
Desta suspensao foi retirada uma amostra (10 mL, aprox.), que foi filtrada em
papel de filtro Millipore (porosidade de 0,45 um), seca em luz infra-vermelho por
30 minutos e, em seguida, pesada ao décimo de miligrama. O processo de
secagem e pesagem foi repetido até peso constante. Da mesma suspensao foram
feitas diluicOes diferentes para se obter diferentes concentragdes celulares e
entdo mediue-se a absorvancia em espectrofotometro (Bel Photonic) a 570 nm.
Por intermédio de uma regressao linear dos valores de concentracao celular
(massa seca) versus absorvancia obteve-se um fator de converséo. Este método
foi realizado para cada cepa, pois cada uma tem um fator de conversao diferente

e para cada espectrofotometro (OLIVEIRA et al., 2010).

IV.9.3Analise da concentragcdo de Glicose

A concentragéo de glicose presente no meio de cultivo foi medida pelo método da
glicose oxidase (RAABO e TERKILDSEN,1960). A glicose oxidase catalisa a
oxidagéo da glicose produzindo acido glucénico e H,O,. O perdxido de hidrogénio
formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob agéo catalisadora da
peroxidase, por meio de uma reagéo oxidativa de acoplamento formando a

substancia antipirilguinonimina de colorag&o vermelha.
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Neste método, a absorvancia da reacéo
Tomam-se aliquotas de 10 pL de
O padréo de glicose pertencente ao kit enzimatico (GLICOSE OXIDASE-
HUMAN) possui uma concentragdo de 100 mg/dL ou 5,55 mmol/L e o reagente
enzimatico contém tampao fosfato (pH 7,5) 100 mmol/L; 4-aminofenazona 0,25
mmol.L%; fenol 0,75 mmol.L'"; glicose oxidase 15000 U.L™; peroxidase 1500 U.L™;
mutarotase 2000 U.L™.

AaAdp Eq. IV-2:
— A
C= 2, Eq. IV-2
onde:

A, = Absorvancia da amostra;
A, = Absorvancia do padréo;

C = concentracéo de glicose na amostra (mg.dL™).

IV.9.4 Andlise da concentragdo de sacarose

A concentracdo de sacarose foi quantificada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC, sigla em inglés) com o equipamento da marca Waters com
o detector de indice de refragdo em uma coluna aminex HPX87h com fase
catibnica. A fase movel foi acido sulfarico 0,005 M. Foi preparada pela adi¢cdo de
0,25 mL de H,SO4 (concentrado) a 1 L de 4gua milli-g. O padrdo de sacarose de
10 g/L também foi preparado com agua milli-q. Sob essas condi¢Bes (Figura 1V-4)

o tempo de retengao para a sacarose foi de 9,468 minutos.
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Figura IV-4 Cromatograma da amostra padrdo de Sacarose

IV.9.5Analise da concentracéo de L-PAC

O substrato (benzaldeido), o produto (L-PAC) e os subprodutos (&cido
benzéico e alcool benzilico) foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em coluna ODS Hipersil C18 (5 pm, 250 x 4.6 mm) conforme descrito
por Rosche et al. (2001). A fase movel consistia numa mistura de acetonitrila e
tampéo de fosfato numa proporgéo de 70:30 (v/v) segundo metodologia descrita
por Zhang et al. (2008) e desgaseificada durante 20 minutos em ultrassom. A
vazdo da fase moével foi de 1 mL/min com deteccdo UV a 283 nm (o é&lcool
benzilico foi determinado a 254 nm). Sob estas condi¢cdes, os tempos de retencao
do acido benzoico, alcool benzilico, L-PAC e benzaldeido, sdo respectivamente,
7,5 min, 6 min, 6,8 min e 11,5 min (Figura IV-5). Em seguida, a concentracéo de
substrato e a concentragdo de subprodutos foram determinados por comparac¢éo

comum a amostra padrao.

A validacdo do método cromatografico para a quantificagdo do L-PAC, do
benzaldeido e dos subprodutos da reagdo de biotransformagéo foi feita por curva
padrdo de Benzaldeido, L-PAC, Alcool benzilico, e Acido Benzoico, nas

concentragdes iniciais de 0,1 g/L, 0,25 g/L, 0,5 g/L e 1,0 g/L.
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Figura IV-5 Cromatograma da amostra padrao de L-PAC a 283 e a 254 nm

IV.10Avaliacdo Econdmica

Para realizacao da andlise econémica do processo foram levados em conta
0s precos tanto da matéria prima quanto dos produtos e subprodutos, assim como

as quantidades destes geradas em decorréncia do processo.

A partir da analise destes produtos e quantidades, é possivel avaliar se o
gue foi proposto no projeto apresenta algum potencial que justifique e suporte sua

implantagéo em escala industrial (AMARAL, 2007).

Uma vez que a analise econdmica esta intimamente atrelada ao preco das

substancias envolvidas no processo, foi realizada uma busca em uma média de
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vinte e cinco sites de empresas produtoras e/ou fornecedoras de reagentes

quimicos.

Para fundamentar o estudo econémico foram feitos alguns calculos. O

primeiro deles é o retorno de vendas (RV)RV (ZTSi) = Y produtos MASsa (bat':fada) *
USs$ bateladas
Preco (E) *(T) Eq. IV-3. Este valor leva em conta o prego do

produto por unidade multiplicada pela quantidade disponibilizada pela empresa
para venda (PERLINGEIRO, 2005).

ano batelada ano

R ()= Sy Massa (20  Preco (22) (22

O segundo célculo realizado é o de custo anual de matérias-primas (CMP).
Este calculo fornece quanto a empresa gasta por ano com a aquisicdo de
matérias-primas. Leva-se em conta o pre¢o e quantidade gastos de matéria prima
por batelada, assim como o numero de bateladas por ano. O CMP pode ser
$ano= Matérias—PrimasMassa kgbateladaPreco US$kg+bateladasano Eq. V-4
(PERLINGEIRO, 2005):

cmp (US$) = ZMatérias—Primas Massa ( uJ ) * Pre(;o (U_S$) * (M) Eq V-4

ano batelada kg ano

7 7

Outro calculo relevante é o lucro bruto (LB) que € obtido por meio da
US$ano= RV US$ano— CMP US$ano Eq. 1V-5). Este célculo leva
em consideracdo custo de utilidades, taxas, como, por exemplo, impostos

governamentais, gastos fixos, entre outros (PERLINGEIRO, 2005).

LBI (22) = R (22) - cmp (=) Eq. IV-5

ano ano ano

Esse célculo serve para dar uma ideia aproximada da viabilidade do
processo. Se o RV for menor, proximo ou um pouco maior que O custo
despendido com matérias-primas (CMP), pode-se desconsiderar a viabilidade do
processo. Caso o RV seja maior que o CMP, o processo pode ser viavel, devendo

ser realizado um estudo econémico mais detalhado (PERLINGEIRO, 2005).
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V. RESULTADOS EM FRASCOS AGITADOS

V.1 Selecédo das cepas

O interesse econémico em efedrina justifica a necessidade em otimizar a
producao biocatalitica de seu precursor (L)—fenil-acetil-carbinol. Nos ultimos anos,
as estirpes geneticamente modificadas, células imobilizadas, piruvato
descarboxilase (PDC) parcialmente purificada ou meio suplementado com
piruvato de ter sido utilizado (VOJTISEK e NETRVAL 1982; MAHMOUD et al
1990; IWAN et al 2001, KOSTRABY et al 2002, ROSCHE et al 2002. MANDWAL
et al 2004 e KHAN et al 2012). Sem duavida, no entanto, a possibilidade de
utilizagcdo de micro-organismos naturalmente ocorrentes sob condi¢cdes de
fermentacdo é sempre interessante a partir de um ponto de vista préatico e
econdmico.

Cepas da colegao de cultura do Instituto de Microbiologia da UFRJ foram
selecionadas em funcéo das caracteristicas desejadas para esse processo. Como
essas cepas estavam estocadas por muito tempo, foi utilizada a técnica de
esgotamento e assim foram selecionadas 18 cepas, sendo 2 do género Candida,
1 do género Debaryomyces, 4 do género Kluyveromyces, 3 do género Pichia e 8
do género Saccharomyces (As fotos das placas de isolamento de todas elas se
encontram no Anexo 1).

As leveduras pré-selecionadas foram aquelas com capacidade de produzir
etanol uma vez que é necessario que a enzima piruvato descarboxilase esteja
ativa para a producado de L-PAC. Mais 4 cepas da espécie Saccharomyces foram
utilizadas, dessas 2 existentes no laboratério E-103 do grupo Biose, 1 do INCQS-
Fiocruz e 1 da Industria Fleischman. As 22 cepas foram cultivadas em meio de
producdo proposto por Zhang et al. (2008). O conhecimento da cinética do
processo fermentativo € de extrema importancia quando da transposi¢cdo de um
experimento de laboratério para escala industrial, além de possibilitar uma
comparacao quantitativa entre diferentes condi¢Bes de cultivo, por intermédio de
variaveis, obtidas também a partir das curvas de ajuste de X=X(t), P=P(t) e S=
S(t). (HISS, 2001). Todas foram capazes de crescer em presenca de 1 g/L de
benzaldeido, como pode ser observado na Tabela V-1, mas apenas cinco delas
eram boas produtoras de L-PAC no meio testado. Também é possivel observar

na Tabela V-1 que as cepas de K.marl, S.carl, S.cer5, S.cer6 e S.pasl foram as
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que mais produziram L-PAC. Portanto, foram selecionadas para as proximas

etapas.

Tabela V-1 Parametros do cultivo das cepas escolhidas

CRC* g (h™hP AX (g/L)° L-PAC (g/L)
C.coll 0.283 5.21 0.01
C.guil 0.167 3.99 0.01
D.yaml 0.181 3.30 0.01
K.aesl 0.311 1.04 0.07
K.marl 0.137 3.83 0.74
K.mar2 0.141 2.09 0.03
K.thel 0.085 5.87 0.19
P.anol 0.251 3.17 0.12
P.ano2 0.123 4.20 0.01
P.ohm1 0.330 0.91 0.17
S.carl 0.141 3.59 1.75
S.cerl 0.345 3.89 0.27
S.cer2 0.427 2.06 0.06
S.cer3 0.283 2.42 0.07
S.cerd 0.159 2.16 0.03
S.cerb 0.256 2.22 0.79
S.cer6 0.245 1.54 0.97
S.cer7 0.171 3.52 0.19
S.cer8 0.076 5.21 0.14
S.dail 0.207 3.99 0.36
S.pasl 0.338 3.30 0.39
S.spel 0.139 3.89 0.06

4CRC: Codigo referente a cepa
P taxa especifica de crescimento durante a fase exponencial do crescimento
°AX: Concentracéo de Biomassa maxima menos a concentracéo de biomassa inicial
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V.2 Estudo do tempo de adicdo de Benzaldeido

Véarios autores j& mostraram que o0 benzaldeido apresenta elevada
toxicidade para a célula (Rogers et al., 1997; Zhang et al., 2008) e sugerem a
adicdo desse substrato quando as células ja estdo com o metabolismo mais ativo
pois favorece a formacéo do produto. Portanto, no presente estudo, o tempo de
adicdo de benzaldeido foi avaliado, a fim de permitir que as células se
adaptassem ao meio de producgéo antes da adicdo de benzaldeido. A adicdo de 1
g/L de benzaldeido foi realizada em 0, 1,5, 3,0 e 4,5 horas apés a inoculagcéo dos
micro-organismos no meio de produgdo proposto por Zhang et al. (2008) (sem
benzaldeido). Neste estudo, esses 4 tempos de adicdo foram testados para cada
uma das cinco cepas, adicionando-se benzaldeido uma vez durante a
fermentacdo, nos momentos mencionados. A Tabela V-2 mostra os resultados

para as cinco cepas.

Para o conhecimento da cinética do processo fermentativo foram obtidos
0s parametros estequiométricos e verificados o consumo dos substratos (S1=
Glicose, e S2= Benzaldeido), a produg¢édo de biomassa (X), a evolucdo do pH, a
producdo do L-PAC (P) e dos subprodutos acido benzoico e &lcool benzilico. Os
fatores de conversdo de substrato em produto Yps; (g de L-PAC / g de
benzaldeido) e de conversdo de substrato em biomassa Yxsi (g de células / g de
glicose, a taxa especifica de crescimento (u) e a taxa de consumo de benzaldeido

(-dS2/dt) também foram avaliados.

Avaliando a bioquimica do processo (Figura II-5), & possivel obter a
estequiometria de producgéo de L-PAC a partir de glicose e benzaldeido. Partindo-
se de 1 mol de glicose, obtém-se 2 mols de &cido piravico. Cada mol de &cido
piravico reage com um mol de benzaldeido formando um mol de L-PAC. Assim o
fator de converséao tedrico de substrato em produto Yp;s2 tesrico € 1,42 g de L-PAC/g
de benzaldeido. Com esse valor, € possivel ter uma ideia da eficiéncia do

processo.
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Tabela V-2 Producéo de L-PAC e subprodutos para as 5 melhores cepas em diferentes tempos de adicdo do Benzaldeido em meio de producéo (Zhang et

al., 2008) com inoculo de 3 g cél/L, concentracao inicial de glicose de 25 g/L.

Cepa/ Tempo Tempo de PACma Benzaldeido Glicose Acido Alcool Biomassa J Yxs1 Yeis2 -dS,/dt
de adicéo PACnac  (0/L) (/L) ¢ (g/L)°  Benzoico benzilico formada (h™ (g de biomassa/ (g de L-PAC/ (g/L.h)
() (g/lL) ¢ (/L) ¢ (g/lL) ¢ g de Glicose) g de Benzaldeido)
K.marl
Oh 45 0,35 0,02 5,9 0,15 0,54 4,21 0,08 0,06 0,59 0,13
15h 45 0,52 0,00 7,4 0,11 0,53 4,60 0,08 0,12 0,71 0,19
3,0h 45 0,55 0,14 5,5 0,06 0,49 5,29 0,16 0,14 1,07 0,39
45h 24,0 0,11 0,00 3,8 0,19 0,40 6,94 0,17 0,14 0,66 0,03
S.carl
Oh 7,0 0,47 0,01 10,6 0,13 0,75 3,08 0,02 0 0,69 0,10
15h 7,0 0,36 0,11 17,7 0,26 0,58 3,51 0,04 0.01 0,43 0,15
3,0h 7,0 0,28 0,03 9,3 0,19 0,71 4,53 0,07 0.06 0,34 0,21
45h 24,0 0,02 0,00 0,0 0,14 0,61 4,60 0,10 0.07 0,03 0,04
S.cerb
Oh 4,0 0,37 0,00 8,2 0,27 0,61 3,57 0,14 0,06 0,42 0,220
15h 4,0 0,59 0,00 0,2 0,16 0,41 4,75 0,16 0,08 0,70 0,34
3,0h 50 0,61 0,11 0,0 0,13 0,37 7,08 0,34 0,18 0,81 0,37
4,5h ND¢ ND* 0,00° 0,0° 0,22° 0,92° 9,06° 0,30 0,26 ND¢ ND¢

@ Tempo de obtencdo de PAC

b PAC.sx Maxima concentracéo de L- PAC produzido
¢ Concentracdo no tempo de PACnax

9 ND: N&o detectado pelo método.

€ Concentracdo em 24 h do processo.
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Tabela V-2 - continuagéo

Cepa/ Tempo de PACma Benzaldeido Glicose Acido Alcool benzilico  Biomassa J Yxs1 Yeis2 -dS,/dt
Tempode  PACmad (g/L) (/)¢ (@/L)°  Benzoico (g/L)® formada (h™ (g de biomassa/ (g de L-PAC/ g (g/L.h)
adicdo (h) (g/L)¢ (/L) ¢ g de Glicose) de Benzaldeido)

S.cer6

Oh 6,0 0,26 0,00 0,1 0,20 0,63 6,24 0,144 0,140 0,351 0,123
1,5h 45 0,52 0,00 0,1 0,11 0,60 5,57 0,174 0,124 0,732 0,237
3,0h 45 0,20 0,28 0,2 0,10 0,45 7,13 0,297 0,177 0,435 0,307
45h 5,0 0,06 0,45 0,1 0,06 0,30 7,45 0,244 0,202 0,154 0,780
S.pasl

Oh 6,0 0,24 0,00 0,2 0,31 0,63 3,80 0,033 0,000 0,27 0,148
1,5h 6,0 0,51 0,00 0,0 0,16 0,55 5,43 0,213 0,095 0,573 0,198
3,0h 45 0,67 0,00 0,1 0,12 0,38 6,25 0,238 0,185 1,155 0,580
45h 6,0 0,09 0,61 0,0 0,13 0,41 7,65 0,264 0,207 0,265 0,227

@ Tempo de obtencéo de PAC

b PACnax. Maxima concentracéo de L- PAC produzido
°Concentragéo no tempo de PACnax

4 ND: N&o detectado pelo método.

€ Concentracdo em 24 h do processo.
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E possivel observar na Tabela V-2 que as melhores cepas produtoras de L-
PAC dentre as 5 escolhidas sdo K.marl, S.cer5 e S.pasl pois apresentaram 0s
valores mais elevados da concentragdo de produto, mantendo esse valor por,
pelo menos, 1,5 h. Dentre essas 3 cepas, os melhores tempos para a adi¢édo de
benzaldeido foram 1,5 e 3 h. Para as cepas S.cer5 e S.pasl, quando a adi¢éo de
benzaldeido foi realizada em 3 h, a glicose foi completamente consumida e para
S.cer5 ainda restou benzaldeido no meio. A adicdo em 1,5 h apesar de ter
favorecido o consumo de toda a glicose e de benzaldeido, favoreceu a producao
de alcool benzilico e acido benzoico. Para a cepa K.marl ndo houve consumo de
toda a glicose. Com a adicdo de benzaldeido em 1,5 h houve consumo total de
benzaldeido, mas este foi convertido a uma concentracao inferior de L-PAC em
relacdo a adicdo em 3 h de processo. Isto se deve a maior conversdo do

benzaldeido em subprodutos quando este foi adicionado em 1,5h.

Portanto, considerou-se que o melhor tempo para a adigcdo de benzaldeido
foi 3 horas, momento em que o crescimento celular estd na fase exponencial,
como mostram as Figura V-1, Figura V-2, Figura V-3 e Figura V-4. Nessa fase, as

células ja estdo adaptadas ao meio e mais biocatalisador esta disponivel.

Benzaldeido
Acido Benzoico
|
[8)]

- O---

~ L-PACT#

1 1
w =
Conc. (g/L) —>— Biomassa

Conc. (g/L) —®— Glicose

Conc. (g/L) <"
Alcool Benzilico"

g---

T T T T T T 0 -2
0 2 4 6
tempo (h)

Figura V-1 Cinética do cultivo da cepa S.cer5 em meio de producédo Zhang et al.

(2008) com inoculo de 3,0 g cél/L e adicdo de benzaldeido no inicio do cultivo (0 h).
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Figura V-2 Cinética do cultivo da cepa S.cer5 em meio de producédo Zhang et al.

(2008) com inoculo de 3,0 g cél/L e adi¢do de benzaldeido apés 1,5h.
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Figura V-3 Cinética do cultivo da cepa S.cer5 em meio de producédo Zhang et al.

(2008) com inoculo de 3,0 g cél/L e adicdo de benzaldeido apés 3h.
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Figura V-4 Cinética do cultivo da cepa S.cer5 em meio de producédo Zhang et al.

(2008) com inoculo de 3,0 g cél/L e adi¢do de benzaldeido ap6s 4,5h.

E possivel verificar pelos resultados da Tabela V-2 e das Figuras V-1, V-2,
V-3 e V-4 que o tempo de adigdo de benzaldeido é um parametro de extrema
importancia para a produgéo de L-PAC. A adicdo de benzaldeido logo no inicio do
cultivo (Figura V-1) influencia interfere negativamente no crescimento celular,
provavelmente pela inibicdo de uma ou mais enzimas do metabolismo. Observa-
se que ndo ha aumento do crescimento celular, indicando uma tendéncia de néao
haver duplicagéo celular. As Figuras V-2, V-3 e V-4 mostram que antes da adigao
do benzaldeido as células se adaptam ao meio, iniciando o aumento da
concentragcdo de células, o que indica que o fluxo de carbono esta ocorrendo,
favorecendo as enzimas do metabolismo celular. Com a adicdo do benzaldeido
em 1,5 ou 3 h, a enzima PDC passa a converter o piruvato, que esta sendo

gerado por esse fluxo de carbono, em L-PAC.

A adicdo posterior de benzaldeido (4,5 h) ndo se mostra favoravel a
producdo de L-PAC pois as células ja se encontram em fase estacionaria de
crescimento, momento em que a maior parte da glicose j& foi consumida para o
crescimento celular. Assim, ndo ha mais piruvato disponivel para a bioconversao.
Long e Ward (1989) também utilizaram um periodo del hora para a adaptagéo

das células ao novo meio. A fermentagdo foi iniciada pela adicdo de aldeido
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aromético em frascos agitados por 1 hora e 30 minutos e a concentracdo de L-
PAC formada, a partir de 1 g/L de benzaldeido, foi de 0,1 g/L.

A méxima taxa especifica de producdo do L-PAC ocorre quando a taxa
especifica de crescimento do micro-organismo sofre uma reducéo significativa. No
comego da fermentag&o predominam transformacdes produtoras de energia com
formacdo de biomassa; apds a adigdo do benzaldeido, a formacdo de biomassa
cessa para que a energia formada seja convertida na formacéo do produto que é

um metabdlico secundario, sendo assim ndo ha associacao entre taxas.

V.3 Avaliacdo de parametros do processo de producéo de L-PAC.

Considerando os resultados do tempo de adi¢do de benzaldeido, apos 3 h,
selecionou-se as cepas, K.marl, S.cer5 e S.pasl para avaliar a concentragdo
inicial de células, de glicose, de benzaldeido e o pH por intermédio de um
planejamento fatorial fracionado 2*' (Tabela IV-2), utilizado 4 variaveis

independentes, totalizando 2** (8) experimentos e 4 pontos centrais.

Uma forma de disponibilizar mais piruvato para a bioconversao de L-PAC
seria submeter as células a repressdo catabdlica. Ou seja, na presenca de
elevada concentracdo de glicose, mesmo na presenca de oxigénio, ha inibicdo da
sintese de algumas enzimas do metabolismo celular, reduzindo a utilizacdo do
oxigénio como aceptor final de elétrons. Para S. cerevisiae, que é um micro-
organismo facultativo em relagdo ao oxigénio, a continuidade do fluxo de carbono
(glicose) é possivel pela utilizagdo do piruvato para gerar etanol (que passa a ser
o aceptor final de elétrons) (GANCEDO, 1998). Mas na presenca de benzaldeido,
a PDC converte o piruvato e o benzaldeido em L-PAC. Portanto, a avaliagdo da
concentragdo de glicose e de benzaldeido pode permitir um aumento na obtencéo

desse produto.

Além disso, como a cinética de producdo de L-PAC é classificada como
semi associada ao crescimento celular, quanto mais células, mais produto pode

ser obtido. Assim essa variavel foi também avaliada.

O efeito do pH sobre a atividade carboligase da PDC, cujo valor 6timo € em
torno de 6,5, é um fator que precisa ser avaliado uma vez que segundo Rosche et

al. (2002), quando o pH est4 acima de 7 ocorre uma reducdo desta atividade
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(ROSCHE et al.,, 2002). A faixa de pH entre 4 e 6 tem sido frequentemente
empregada na producdo de PAC quando se utiliza células de Saccharomyces
cerevisiae (LONG e WARD, 1989). Em pH 3 e 3,5 a formacéo de &lcool benzilico é
baixa e nota-se uma grande quantidade de benzaldeido residual. J& em pH 4 ha
um aumento na formacdo de alcool benzilico e a quantidade de benzaldeido
residual cai drasticamente. A maxima producdo de L-PAC é observada entre pH
4,5 e 5 (SHUKLA, 2001) e em pH 6,0 por Khan et al. (2012), Leksawasdi et al.
(2003) e Chen et al. (2005).

Na Tabela V-3, é possivel verificar que para cepa S.pasl, a maior
concentragdo de L-PAC (3,12 g/L) foi obtida em altas de glicose (40 g/L) e
Benzaldeido (4 g/L), baixas concentracdes celulares (3 g/L) e pH 5. A variacdo da
concentracdo de L-PAC no ponto central € de 0,55 g/L mostrando que o0s
resultados s&o reprodutiveis sendo a variacio maxima entre a maior
concentragdo de L-PAC (3,51 g/L) e a minima concentragédo de L-PAC (0,04 g/L)
é de 3,47 g/L ou seja, as diferentes concentracdes entre cada experimento sdo

inerentes as mudancas das variaveis.

Tabela V-3 Planejamento experimental: Estudo das influéncias das variaveis, concentracdo de
glicose, concentracao inicial de células, benzaldeido e do pH inicial na producao de PAC por

S.pasl apos 7 h de cultivo com adicédo de benzaldeido apés 3 h de cultivo.

, a ab S a Benzaldeido a d Alcoqll Ac.
Glicose™ [cel); Benzaldeido®. pH (AS)™° L-PAC Yeis2 aben2|l|co Benz6ico®
-1(10) -13) -1(@ -1 (5,0) 1,00 0,06 0,06 0,59 0,21
+1(40) -13) -1 +1(7,0) 1,00 0,72 0,72 0,32 0,04
-1(10)  +1(9) -1(1) +1 (7,00 1,00 0,44 0,44 0,56 0,01
+1(40) +1(9) -1(1) -1 (5,0) 1,00 0,04 0,04 0,76 0,11
-1(10) -13) +1(4) +1(7,0) 2,36 0,66 0,28 1,15 0,01
+1(40) -13) +1(4) -1 (5,0) 3,51 3,12 0,89 0,41 0,41
-1(10)  +1(9) +1(4) -1 (5,0) 1,82 0,02 0,01 0,27 0,58
+1(40) +1(9) +1(4) +1(7,0) 1,96 0,27 0,14 0,37 0,53
0(25) 0() 0(2)5) 0 (6,0) 1,99 0,45 0,22 1,13 0,29
0(25) 0() 0(2)5) 0 (6,0) 1,89 0,65 0,34 1,32 0,25
0(25) 0() 0(2)5) 0 (6,0) 1,69 0,10 0,01 0,73 0,33
0(25) 0(6) 0(2)5) 0 (6,0) 1,70 0,12 0,07 0,67 0,39

dunidade: g/L, ; *: [cel ] Concentrac&o inicial de células
¢ Benzadeido. (AS): Benzaldeido consumido.
Ypls Fator de converséo de benzaldeido em produto L-PAC (g de L-PAC/ g de benzaldeido)
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Os dados apresentados na Tabela V-3, ndo podem ser interpretados de
forma direta, pois se faz necessaria uma avaliacdo da significancia dos
pardmetros estudados por bases estatisticas. Na andlise de variancia (ANOVA)
existe um pardmetro estatistico denominado p-valor, que permite avaliar quais
fatores sdo estatisticamente relevantes. Quando os valores do p-valor para cada
um dos fatores e interacbes sdo menores ou iguais a 0,05, estes apresentam
significancia ou relevancia estatistica com confiabilidade superior a 95% (NETO et
al., 1995; MONTGOMERY, 1999).

A magnitude dos efeitos estimados de cada varidvel é apresentada no
diagrama de Pareto (Figura V-5), que fornece o efeito quantitativo estimado que
cada uma das variaveis possui sobre a producdo de L-PAC, estabelecendo quais
desses efeitos encontram-se dentro do grau de confian¢ca determinado para a
andlise (95%).

s
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Figura V-5 Diagrama de Pareto para o efeito estimado de cada variavel do planejamento fatorial

fracionado 2** para a cepa S.pasl na formacéo de L-PAC.

Nesta condicdo, a conversdo do benzaldeido em subprodutos foi baixa,
com percentual de 10% para o alcool benzilico e para o acido benzdéico. A

formacdo de alcool benzilico foi favorecida por altas concentracbes de
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benzaldeido, o que, provavelmente, ocorreu devido a inibicdo da piruvato

descarboxilase (Resultado ndo mostrado).

A cepa S.cer5 também apresentou maximo de produgdo nas mesmas
condi¢gbes. Na Tabela V-4 é possivel verificar que a maior concentracéo de L-PAC
foi de 2,79 g/L. A variacdo da concentracdo de L-PAC no ponto central € de 0,37
g/L mostrando que os resultados séo reprodutiveis. Além disso, a variagdo entre a
maior concentragdo de L-PAC (2,79 g/L) e a minima concentracdo de L-PAC
(0,02 g/L) obtidas & de 2,77 g/L, ou seja, as diferentes concentragbes de L-PAC

para cada experimento sdo inerentes as mudancgas das varidveis dependentes.

Tabela V-4 Planejamento experimental: Estudo das influéncias das variaveis, concentracéo de
glicose, concentracao inicial de células, benzaldeido e do pH inicial na producéo de PAC por S.

cer5 e adicdo de benzaldeido apds 3 h de cultivo

Glicose® [cel]*® Benzaldeido®. pH ?Aesn)zglcdmdo IISZACe‘ Yeiso' Qlecnoz?llico gghzéicoa
1100 13 1(D) 1(50) 1,00 0,02 002 0,68 0,23
+1(40)  -13) -1(D) +1(7,0) 1,00 092 092 042 0,05
1(10) 419 -1(1) +1(7,0) 0,04 009 2729 092 0,62
+1(40)  +1(9) -1 (D) 1(50) 0,97 005 005 0,63 0,26
1100 -1(3)  +1(4) +1(7,0) 2,45 0,88 036 0,70 0,01
+1(40)  -1(3) +1(4) 1(50) 3,02 279 092 0,34 0,40
1(10)  +1(9)  +1(4) 1(50) 1,67 002 001 023 0,40
+1(40)  +1(9) +1(4) +1(7,0) 3,85 1,90 049 1,10 0,42
025 0(6) 0(25) 0(6,00) 1,87 0,78 042 0,88 0,34
0(25) 0(6) 0(25) 0(6,00 1,67 059 035 0,85 0,34
0(25) 0(6) 0(25) 0(6,00 1,90 091 097 1,18 0,08
0(25) 0(6) 0(25) 0(6,00 2,50 096 039 142 0,70

dunidade: g/L,

®: [cel ], : Concentrac&o inicial de células

¢ Benzadeido. (AS): Benzaldeido consumido.

Yp/s Fator de convers&o de benzaldeido em produto L-PAC (g de L-PAC/ g de benzaldeido)

Na condigdo de maior producéo de L-PAC, a converséo do benzaldeido em
alcool benzilico foi de 0,34 g/L ou seja 9,6% dos produtos formados e a conversao
a acido benzdico foi de 0,40 g/L ou 11,3% dos produtos. Na andlise de pareto da
Figura V-6 podemos concluir que o elevado pH (7,0) favoreceu a formagédo de
alcool benzilico, exceto para a condigdo de baixa concentracdo de benzaldeido e

baixa concentragéo celular.
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Além disso, é possivel observar na Tabela V-4 que a alta concentracao
inicial de células favoreceu a formacao de acido benzdico, possivelmente devido a
utilizacdo da glicose para manutencdo celular, ndo gerando piruvato suficiente

para conversdo a L-PAC com o benzaldeido e com isso esse foi oxidado a acido

Para cepa K.marl, verifica-se na Tabela V-5 que a maior concentracdo de
L-PAC (2,61 g/L) foi obtida em altas concentracbes de glicose (40 g/L), de
benzaldeido (4 g/L) e de células (9 g/L) e pH 7. Nesta condi¢do ocorreu uma
elevada formacédo de alcool benzilico (1,62 g/L) correspondente a 38,1% dos

produtos gerados.
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Tabela V-5 Planejamento experimental: Estudo das influéncias das variaveis, concentracéo de
glicose, concentracao inicial de células, benzaldeido e do pH inicial na producdo de PAC por

K.marl.e adicdo de benzaldeido apés 1,5 h de cultivo

Benzaldeido(AS)
a,c

Glicose® [cel]*” Benzaldeido®. pH L-PAC? Ypis," Alcool benzilico® Ac. Benzoico®

1(10)  -1(3) -1(D) 1(5,0) 0,71 0,12 017 04 0,14
+1(40)  -1(3) -1(1) +1(7,0) 1,00 0,77 0,77 0,44 0

1(10)  +1(9) -1 (1) +1(7,0) 1,00 0,43 0,43 0,64 0,01
+1(40)  +1(9) -1(1) -1(5,0) 1,00 027 027 0,66 0,18
1(10) 1) +1(4) +1(7,0) 1,59 055 0,34 0,26 0,01
+1(40)  -1(3) +1(4) 1(5,00 2,31 097 042 0,14 0,47
1(10)  +1(9)  +1(4) 1(5,0) 1,72 011 0,06 0,1 0,39
+1(40)  +1(9) +1(4) +1(7,0) 3,50 261 075 1,62 0,02
0(25) 0(6) 0(25) 0(6,0) 1,73 1,17 0,67 0,93 0,09
0(25) 0(6) 0(25) 0(6,0) 1,54 0,82 053 0,86 0,11
0(25) 0(6) 0(25) 0(6,0) 1,68 1,01 0,60 0,78 0,12
0(25) 0(6) 0(25) 0(6,0) 233 1,24 0558 1,05 0,1

3unidade: g/L, ; *[cel]; : Concentracao inicial de células
¢ Benzadeido. (AS): Benzaldeido consumido.
Y p/s Fator de conversdo de benzaldeido em produto L-PAC (g de L-PAC/ g de benzaldeido)

Para as cepas S.pasl e S.cer5, o pH ndo foi uma variavel com influéncia
significativa. A concentragdo inicial de células teve um efeito negativo, sendo a
variavel mais significativa para S.pasl. As concentragBes de glicose e de
benzaldeido tiveram efeito positivo, sendo as mais significativas para S.cer5. Ja
para cepa K.marl (Figura V-7), a varidvel ndo significativa foi a concentracdo de
células e as demais tiveram efeito positivo, sendo a concentragdo de glicose a

mais significativa.
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Figura V-7 Diagrama de Pareto para o efeito estimado de cada variavel do planejamento fatorial

fracionado 2** para a cepa K.marl na formacéo de L-PAC.

Com base nestes resultados, é possivel observar que, a concentracdo de
glicose foi uma variavel com elevada influéncia para a producdo de L-PAC
independente do micro-organismo. Isso confirma a sugestdo inicial de que a
condicao de represséao catabdlica favorece a producdo de L-PAC. A concentracao
inicial de benzaldeido também teve esse efeito, sendo o aumento da
concentragdo positivo para a producdo de L-PAC para todos 0s micro-
organismos. Como o benzaldeido é o substrato limitante nesse processo, 0
aumento da concentracdo pode aumentar a producdo de L-PAC. No entanto,
como esse composto € toxico para as células, percebe-se que a faixa de
concentragdo estudada esté abaixo do valor critico para a toxicidade.

Em relacdo a concentracdo de células, o efeito negativo para as cepas
S.pasl e S.cer5 pode ser explicado pelo fato de que com maior concentragéo de
células a demanda por glicose é maior, o que favorece a sua reducdo mais
rapidamente, deixando as células em condicdo de desrepressao.

Como a cepa Kmarl foi a que apresentou menor producéo de L-PAC e
maior concentracdo de subprodutos, esta ndo foi considerada para o0s
experimentos posteriores.

Na avaliacdo da cinética das duas melhores cepas na condicdo de maior

producdo de L-PAC (concentracdo inicial de glicose: 40 g/L, células: 3 g/L,
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benzaldeido: 4 g/L e pH 5,0) (Figura V-8) é possivel perceber que o perfil cinético

para ambas as cepas € bastante semelhante.
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Figura V-8 Cinética de producéo de L-PAC e seus subprodutos em frascos agitados a 200 rpm
e 30°C por S.cer5 (a) e S.pasl (b) em concentracdes iniciais de 40 g/L de glicose, 3 g/L de
células, 4 g/L de Benzaldeido e pH 5.
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A concentracdo maxima de L-PAC para S.cer5 e S.pas1 foi de 3,80 e 3,79
g/L respectivamente apos 24 h de cultivo. Mas as maiores produtividades (0,37 e
0,42 g/L.h) ocorreram ap6s 8 h. Os coeficientes de conversao de benzaldeido em
L-PAC (Ypis) apés 8 h foram, respectivamente, 0,82 e 0,91 g de L-PAC/g de
benzaldeido, aproximando-se do valor teérico (1,41 g de L-PAC/g de
benzaldeido).

Mediante a analise do perfil cinético de produgéo de L-PAC, confirma-se a
classificacdo semi associada ao crescimento, pois o L-PAC s6é comega a ser
produzido quando o cultivo estd em fase estacionéria. Portanto, a taxa de
formacéo de L-PAC néo esta relacionada a taxa de formacéo de células.

Como as duas cepas apresentaram elevada similaridade na producéo de L-
PAC e devido a necessidade de se estabelecer um micro-organismo para os
estudos seguintes, a cepa S. cer5 foi escolhida por ser pertencente ao banco de

cepas da Universidade.

A partir dos resultados do primeiro planejamento experimental para a cepa
S. cer5, um novo planejamento foi proposto para aumentar a producgéo de L-PAC.
O delineamento central composto rotacional (DCCR) foi utilizado avaliando-se as
concentragfes de células, benzaldeido e glicose. Os resultados do planejamento
experimental anterior (Tabela V-5) sugerem um aumento na concentragdo de
glicose e de benzaldeido. Portanto, os valores dos niveis maximos (40 g/L de
glicose e 4 g/L de benzaldeido) foram utilizados como referéncia para o nivel -1
no DCCR. Para a concentracao inicial de células, cujo efeito foi negativo o menor
valor do planejamento anterior (3 g/L), foi definido como ponto central do DCCR.

O pH foi mantido constante em 5,0. A Tabela V-6 apresenta os resultados.

A maior concentracdo de L-PAC de 3,05 g/L foi obtida em alta
concentracdo de glicose e alta concentracdo inicial de células e em baixas
concentragbes de benzaldeido (3,81 g/L), porém o melhor coeficiente de
formacdo de L-PAC a partir de benzaldeido, Yp;s obtido foi em concentracdes
minimas de glicose, células e benzaldeido, produzindo 2,76 g/L de L-PAC em 7 h.
Concentragfes de benzaldeido superiores a 5 g/L inibiram a formacéo de L-PAC
devido a sua alta toxicidade. N&o foi possivel aumentar a producdo de L-PAC em
relagdo ao planejamento experimental anterior. No entanto, com o DCCR é

possivel realizar uma analise da influéncia das varidveis mais completa.
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Tabela V-6 Planejamento DCCR para analise da Concentracao inicial de glicose, células e

benzaldeido ap6s 1,5 h na producéo de L-PAC em frascos agitados pela levedura S.cer5.

Glicose*  [cell®®  Benzaldeido® ?Aegn)zs deido. | paca Ypls® Qlecnoz?llicoa gghz Sico?
1 1381 -1(1,81) -1(3.81) 259 276 107 047 0,10
2 1(619) -1(L81) -1(3.81) 272 2,87 1,06 0,52 011
3 -1(381) 1(419) -1(3.81) 3,54 2,96 084 142 0,15
4 1(619) 1(419) -1(3.81) 3,81 3,05 080 141 0,15
5 -1(381) -1(1,81) 1(6,19) 251 0,18 007 008 0,02
6 1(619) -1(1,81) 1(6,19) 2.47 0,08 003 0,00 0,76
7 -1(381) 1(419) 1(6,19) 2,62 0,27 010 0,00 0,80
8 1(619) 1(419) 1(6,19) 210 0,42 020 012 0,03
9 -1,68(30) 0(3) 0(5) 2,64 0,94 036 016 0,63
10 1,68(70) 0(3) 0(5) 1,34 0,56 042 021 0,02
11 0(50) 1,68 (1) 0(5) 1,83 0,13 007 0,00 0,65
12 0(50) 1,68(5) 0 (5) 3,37 1,78 053 0,49 0,57
13 0(50) 0(3) 11,68 (3) 2,70 2,32 086 054 0,40
14 0(50) 0(3) 1,68 (7) 3,15 0,25 0,08 0,00 0,87
15 0 (50) 0(3) 0(5) 1,44 0,43 030 020 0,01
16 0 (50) 0(3) 0(5) 218 0,38 017 001 0,64
17 0(50) 0(3) 0(5) 3,00 0,40 013 079 0,04

“unidade: g/L, ; *: [cel]i : Concentrac&o inicial de células

¢ Benzadeido. (AS): Benzaldeido consumido.
Yp/s Fator de converséo de benzaldeido em produto L-PAC (g de L-PAC/ g de benzaldeido)

A Andlise de Variancia (ANOVA) mostra a validade do modelo pelo teste F

e o residuo que mostra a magnitude do erro experimental (Tabela V-7). O valor de
F tabelado (F 0,95, 7, 9, = 3,29) foi menor que o valor de F calculado (7,17),

mostrando a validade do modelo experimental. O coeficiente de determinagéo (R?

= 0,85) foi significante, mostrando que o modelo ndo explica apenas 15% da

variagdo. O valor do residuo (3,24415) foi baixo quando comparado com a

regressao, e o baixo valor do erro puro indicou boa reprodutibilidade da andlise.

Os valores do teste F mostraram ser significativos, uma vez que o F-calculado foi

maior que o F — tabelado, levando entéo a rejeicdo da hipdtese nula.
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Tabela V-7 Andlise de variancia (ANOVA) DCCR para andlise da Concentracdo inicial de
glicose, células e benzaldeido na producédo de L-PAC em frascos agitados pela levedura
S.cerb.Coeficiente de determinacgéo: R?=0,85: F(0.05;7;9) = 3,29. Valor de F= média quadratica

da regressao/ média quadratica do residuo.

Fonte de Variagcédo SS df MS F
Regressédo 18,09523 7 2,58503 7,171461
Residuo 3,24415 9 0,36046

Falta de Ajuste 3,24288 7 0,46327

Erro Puro 0,00127 2 0,00064

Total 21,33938 16 1,33371

SS (soma dos quadrados da variagdo dos termos),

df (grau de liberdade),

MS (quadrados médios),

MS Erro Puro (quadrado médio devido aos erros de ajuste);
F (parametro relacionado a distribuicao de Fisher-Snedecor).

A Tabela V-8 mostra os coeficientes de regressédo para construgdo do

modelo empirico, além da significancia dos termos quadraticos e lineares.

Tabela V-8 Efeitos estimados e coeficientes das variaveis escalonadas significativas. L
representa os efeitos lineares e Q os quadraticos do DCCR para analise da Concentracgao inicial
de glicose, células e benzaldeido na producdo de L-PAC em frascos agitados pela levedura
S.cerb.

Coeficiente de

Variavel ~ Erro puro Testet  Valorp
regressao

Interacéo 0,36660 0,014499 25,284 0,001561
Glicose (L) -0,03506 0,006813 -5,146 0,035746
Glicose (Q) 0,24577 0,007506 32,744  0,000931
Conc. de Célula (L) 0,25592 0,006813 37,564 0,000708
Conc. de Célula (Q) 0,31840 0,007506 42,421  0,000555
Benzaldeido (L) -1,03172 0,006813 -151,436 0,000044
Benzaldeido (Q) 0,43532 0,007506 57,999 0,000297
Glicose (L) x Conc. De Célula (L) 0,04000 0,008898 4,496 0,046086

Com base na analise de variancia (ANOVA) (Tabela V-8) e regresséo, que
avalia as correlagdes entre variaveis independentes e resposta, tem-se a equacao

do modelo r e parametrizado a partir das variaveis reais, Eq. V-1:

Z= 0,3666 -0,03506*G +0,25592*C -1,03172*B +0,24577*G* + 0,31840*C?
+0,43532*B? + 0,04*G*C (V-1)

sendo:
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Z= Concentragéo de L-PAC
G= Variavel concentracado glicose codificada
C= Variavel concentragao de célula codificada

B= Variavel concentragdo de benzaldeido codificada

O diagrama de Pareto (Figura V-9) apresenta de forma rapida e clara os
fatores que foram estatisticamente importantes. Os termos linear e quadrético
para concentracdo de benzaldeido foram os mais significativos, seguido da
concentracdo inicial de células, quadratico e linear, e do termo quadratico da
glicose. As interacbes e o termo linear da glicose ficaram no limite de
significancia.
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Figura V-9 Diagrama de Pareto para o efeito estimado de cada variavel do planejamento fatorial
completo 2° do DCCR para andlise da Concentracao inicial de glicose, células e benzaldeido na

producédo de L-PAC em frascos agitados pela levedura S.cer5.

Por meio do modelo (Eq. V-1) foi possivel obter superficies de resposta. A

Figura V-10 apresenta as superficies de resposta variando a concentragcdo de
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benzaldeido e a concentracdo de células mantendo a glicose no ponto central.
Nesta percebe-se que a maior concentracdo de L-PAC foi obtida em alta

concentracdo de células e baixa concentracdo de benzaldeido.

e

Supeaee
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Figura V-10 Superficie de resposta para as interacdes concentracdo de células (g/L) e
benzaldeido (g/L). O valor da concentracdo de glicose foi fixado em 50 g/L do DCCR para
andlise da concentracao inicial de glicose, células e benzaldeido na producédo de L-PAC em

frascos agitados pela levedura S.cerb.

V.4 Avaliagcéo de interferentes metabdlicos

A partir do melhor resultado do planejamento fatorial (Ensaio E1: 38,1 g/L de
glicose, 1,81 g/L de células e 3,81 g/L de benzaldeido) foram testadas, maiores
concentracdes de benzaldeido, a presenga de uma tampa de silicone para reduzir
a evaporacéao do benzaldeido e a substituicdo da peptona pelo sulfato de aménio

como fonte de nitrogénio.

Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL com 100
mL de meio com a seguinte composicéo: Glicose 38,1 g/L; Peptona 20 g/L (ou
Sulfato de Amoénio 20 g/L); Extrato de Lévedo 10 g/L; MgS0O4.7H,O 1 giL;
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CaCl,.2H,0 0,05 g/L; NaHPO,4 35 g/L, Acido Citrico 10,7 g/L e benzaldeido

adicionado apds 3 h de cultivo.

Primeiramente se testou um aumento na concentracdo de benzaldeido. Na
Tabela V-9 pode-se verificar que a concentracdo de 4,8 g/L de benzaldeido foi
inibitéria obtendo-se uma concentracdo de L-PAC de apenas 0,42 g/L e que com
4,0 g/L de benzaldeido ocorreu um aumento na concentracdo de L-PAC de 2,76
para 3,15 g/L de L-PAC. Nos seguintes testes a concentracdo de benzaldeido foi

fixada em 4,0 g/L.

A substituicdo da peptona por sulfato de aménio também n&o foi uma boa
estratégia atingindo a concentragdo de 0,95 g/L de L-PAC que corresponde a
aproximadamente um tergo da concentragao obtida com a peptona (3,15 g/L). A
reducdo da presenca de ar e o uso de Tiamina Pirofosfato (como cofator)
favoreceram a rota metabdlica com um acréscimo na concentragdo de L-PAC

para 3,38 e 3,55 g/L, respectivamente.

Tabela V-9 Analise comparativa da influéncia dos interferentes metabdlicos.

Condicdes experimentais Resultado
Benzaldeido (g/L) Comtampa TPP Sulfato de aménio L-PAC (g/L)
Ensaiol* 3,8 2,76
Teste 1 4.0 3,15
Teste 2 4.0 X 3,55
Teste 3 4.8 0,42
Teste 4 4.0 X 3,38
Teste 5 4.0 X 0,95

*Dado da Tabela V-6

A biotransformagéo do benzaldeido para produgdo do L-PAC é catalisada
pela enzima piruvato descarboxilase (PDC). Inicialmente, o piruvato formado
durante a fase fermentativa € convertido em acetaldeido por uma reagédo de
descarboxilacdo ndo oxidativa. Entdo o benzaldeido € condensado ao acetaldeido
(formacéo da ligacdo C-C), para que estas reagdes ocorram Sa0 necessarios 0s
cofatores tiamina pirofosfato (TPP) e Mg*? (RISCH, 2009).

Quando realiza-se a biotransformacdo do benzaldeido utilizando micro-
organismos alguns subprodutos também podem ser formados devido a presenca

de varias enzimas. Uma parte significativa do benzaldeido é convertida em &lcool
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benzilico devido a presenca da enzima alcool desidrogenase. Varias estratégias
tém sido utilizadas para reduzir a formacéao do &lcool benzilico, como a adigdo de
acetaldeido que também aumenta o rendimento de L-PAC (SHUKLA e
KULKARNI, 2000).

Para andlise da adicdo de acetaldeido foi feita uma batelada com trés
alimentagdes em Erlenmeyer de 500 mL com 100 mL de meio de produgéo, a
30°C em incubador rotatério com velocidade de agitacdo de 200 rpm. Apés 0,5 h
de adaptacdo foi feita uma 12 adicdo contendo 25 g/L de glicose, 1,0 g/L de
acetaldeido e 3,5 g/L de benzaldeido. Apos 5,5 h de fermentacdo uma 22 adicao
contendo 5 g/L de glicose, 0,75 g/L de acetaldeido e 1,5 g/L de benzaldeido. E
apo6s 7,5 h uma 32 adicdo contendo 5 g/L de glicose, 0,75 g/L de acetaldeido e 1,0
g/L de benzaldeido.

Na Figura V-11 é possivel observar a cinética deste processo. A
concentragcdo de L-PAC apo6s 5,5 h de fermentacéo foi igual a 1,56 g/L. Neste
momento foi feita a segunda adi¢c&o e a concentragcédo chegou a 1,82 g/L apés 7,5
h de fermentacdo. Apos a terceira adi¢cdo, a concentragdo de L-PAC foi de 1,86
apo6s 10 h. A adicdo de acetaldeido ndo aumentou a concentracao de L-PAC. Isto
provavelmente ocorreu devido a alta volatilidade do acetaldeido e a inibigdo pelo

excesso de benzaldeido.
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Figura V-11 Batelada com adicao de benzaldeido e acetaldeido para producdo de L-PAC por

S.cer5 a 30 °C em pH 5,5 em frascos agitados.

V.5 Estudo da minimizacdo de sais do meio de producéo.

O planejamento Plackett e Burman tem o mesmo objetivo que o planejamento

Fracionério, isto € escolha daquelas varidveis que devem ser incluidas nos
planejamentos seguintes (RODRIGUES e IEMMA, 2005)

A fim de minimizar os custos de producéo, foi realizado um planejamento
experimental Plackett-Burman-12 para minimizagdo dos sais presentes no meio.
Estes ensaios foram realizados em imcubador rotatério utilizando frascos de
Erlenmeyer de 500 mL com 100 mL de meio de producéo. Nesses experimentos a
concentracgéo inicial de células foi de 3,0 g/L, a concentragdo de glicose foi de 40
g/L e a concentracdo de benzaldeido foi de 4,0 g/L, que foi adicionado apés 3 h
de processo. As variaveis analisadas foram as concentracdes de sais do meio de
producdo, como mostra a Tabela V-10, a partir das concentragfes utilizadas até

entdo e indicadas por Zhang et al (2008).



Tabela V-10 Resultados do planejamento experimental Plackett-Burman-12, para producgéo de L-PAC, alcool benzilico e 4cido benzoico por S.cer5. com

concentracao inicial de células de 3 g/L e adicdo de 4 g/L de benzaldeido apds 3 h de cultivo.

Ensaio Peptona Ext. Lévedo MgS0,.7H,O CaCl,.2H,0 Na,HP0O,.12H,O Ac. Citrico L-PAC Alcool Ac. Benzobico
benzilico

1 +1 (20) -1(2) +1 (5) -1(0,01) -1 (5) -1(2) 0,37 0 0,47
2 +1 (20) +1 (10) -1(1) +1(0,1) -1 (5) -1(2) 0,65 0,13 0,34
3 -1 (5) +1 (10) +1 (5) -1(0,01) +1 (35) -1(2) 2,02 0,59 0,07
4 +1 (20) -1(2) +1 (5) +1(0,1) -1 (5) +1(10) 0,11 0 0,42
5 +1 (20) +1 (10) -1(1) +1(0,1) +1 (35) -1(2) 2,17 0,47 0,1
6 +1 (20) +1 (10) +1 (5) -1(0,01) +1 (35) +1(10) 0,18 0 0,42
7 -1 (5) +1 (10) +1 (5) +1(0,1) -1 (5) +1(10) 0,09 0 0,4
8 -1 (5) -1(2) +1 (5) +1(0,1) +1 (35) -1(2) 1,92 0,54 0,08
9 -1 (5) -1(2) -1(1) +1(0,1) +1 (35) +1(10) 0,33 0 0,02
10 +1 (20) -1(2) -1(1) -1(0,01) +1 (35) +1(10) 0,37 0 0,01
11 -1 (5) +1 (10) -1(1) -1(0,01) -1 (5) +1(10) 0,42 0 0,03
12 -1 (5) -1(2) -1(1) -1(0,01) -1 (5) -1(2) 1,02 0,26 0,04
13 12,5 0 (6) 0(3) 0 (0,055) 0 (20) 0 (6) 0,38 0 0,37
14 12,5 0 (6) 0(3) 0 (0,055) 0 (20) 0 (6) 0,36 0 0,39
15 12,5 0 (6) 0(3) 0 (0,055) 0 (20) 0 (6) 0,58 0 0,03
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Analisando o gréafico de Pareto para concentracdo de L-PAC (Figura
V-12) é possivel observar que a concentracdo de MgSO4.7H,O nado é
estatisticamente significativa na faixa estudada. Porém, ao utilizar 1 g/L de
MgS0O,.7H,0, verifica-se que a concentracao de L-PAC é bastante inferior
(1,02 g/L) comparando-se com a producéo de L-PAC (2,07 g/L) utilizando a
maior quantidade desse sal (5 g/L). Apesar de a analise estatistica determinar
gue a concentracdo de MgS0O,.7H,0O, na faixa estudada nao influencia na
producdo de L-PAC, o fon Mg?" é muito importante na rota metabdlica, sendo
sua presenca necessaria para que o benzaldeido reaja com o piruvato na

formacéo de L-PAC, evitando formacao de alcool benzilico.

As variaveis significativas na analise de pareto foram &cido citrico,
peptona e fosfato de sodio A partir deste resultado (Tabela V-10) foi possivel
minimizar as concentragdes de peptona de 20 para 5 g/L, de CaCl,.2H,0 de
0,05 para 0,01 g/L e de &cido citrico de 10,7 para 2 g/L. A composi¢cdo do meio
para maior producéo de L-PAC obtida pelo planejamento PB-12 foi Glicose 40
g/L; Peptona 5 g/L; Extrato de Lévedo 10 g/L; MgS0O,4.7H,0 5 g/L; CaCl,.2H,0
0,01 g/L; Na,HPO,4.12H,0 35 g/L, Acido Citrico 2 g/L e Benzaldeido 4 g/L

5
(6)Ac. Citrico % Z
i

(5)Na2HPO4 [7 7

(1)Peptona fZ _

7

(2)Extrato Levedo
(4)CaCl2.2H20

(3)MgS04.7H20 [

Valor Absoluto

Figura V-12 Grafico de Pareto do planejamento experimental Plackett-Burman-12 para

producéo de L-PAC por S.cer5. e adicdo de 4 g/L de benzaldeido apds 3 h de cultivo.
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Para verificar a influéncia dos sais na formagao dos subprodutos foram
gerados os graficos de pareto para o alcool benzilico (Figura V-13) e para o
acido benzdico (Figura V-14). As variaveis que mais influenciaram a produgéo
de &lcool benzilico também foram as concentragdes de 4cido citrico com efeito
negativo e de fosfato de sodio dodecahidratado com efeito positivo. Para
concentracao de &cido benzéico foram a peptona e o sulfato de magnésio
heptahidratado. Portanto, como o &cido citrico e o fosfato de sddio exerceram a
mesma influéncia sobre produto e subprodutos, deve-se estimular a formacéao
do produto com esses sais e inibir a formacéo de subprodutos de outra forma.
Para o caso do &cido benzoéico pode-se reduzi-lo pela utilizacdo de menor
concentracao de peptona ja que este componente exerce efeito contrario na

formagéo de L-PAC.

wswousnol s

Peptona -1,65824

3

Ext. Lévedo ,8186253

.

CaCl,.2H,0 16087214

L

N

MgS0,.7H,0 5667406

N

p=,05

Valor Absoluto

Figura V-13 Grafico de Pareto do planejamento experimental Plackett-Burman-12 para
producdo de Alcool benzilico por S.cer5. e adicdo de 4 g/L de benzaldeido ap6s 3 h de

cultivo.
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Valor Absoluto

Figura V-14 Grafico de Pareto do planejamento experimental Plackett-Burman-12 para
producdo de Acido benzéico por S.cer5. e adicdo de 4 g/L de benzaldeido ap6s 3 h de

cultivo.

V.6 Estudo da producédo de L-PAC em frascos agitados —

Efeito da concentracédo inicial de células

Utilizando o meio determinado por intermédio do planejamento PB-12,
com adicdo de benzaldeido apés 1,5 h de fermentacdo, foi realizado um
planejamento experimental de forma a encontrar a melhor condigdo de
concentracao inicial celular, de benzaldeido e de glicose para a producgéo de L-
PAC em frascos Erlenmeyer de 500 mL com 100 mL do novo meio de

producéo.

Verificou-se que para aumentar a concentracdo de L-PAC seria
necessario um aumento da concentracdo de biocatalisador. Um estudo com o
aumento da concentracdo de células foi desenvolvido aumentando-se também
a concentracdo de glicose e benzaldeido uma vez que, com o0 aumento da
concentracdo de células ha maior demanda por substratos. A adicdo de
benzaldeido passou a ser feita em 1,5 h para garantir que as células
estivessem em fase exponencial de crescimento e que a glicose ainda

estivesse presente.
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As maiores concentragdes de L-PAC foram obtidas quando maiores

concentracdes de glicose e de benzaldeido foram utilizadas. Além disso, na

Tabela V-11 pode-se verificar que, com a concentragdo inicial de 30g/L
do biocatalisador, a concentragdo de L-PAC obtida foi de 4,92 g/L enquanto
que com 50 g/L a mesma foi reduzida para 2,86 g/L. Isso provavelmente
ocorreu pela auséncia de glicose para conversdo, uma vez que com 0 aumento
da concentracdo de células houve um aumento no consumo do substrato

utilizado.

Mujahid et al. (2012) obtiveram um resultado bastante semelhante utilizado
Saccharomyces cerevisiae GCU-36 com uma concentragcdo maxima de 2,58
g/L de L-PAC e um inéculo de 30 g/L de células, 50 g/L de glicose e 5 adi¢cdes
de 1,2 mL/L de benzaldeido e 1,2 mL/L de acetaldeido com intervalos de 1

hora.

Tabela V-11 Planejamento fatorial Completo 2° para andlise da Concentracdo inicial de

células, glicose e benzaldeido na producéo de L-PAC em frascos agitados.

Ensaio Glicose (g/L) Conc. Inicial de Cel. (g/L) Benzaldeido (g/L) PACax(g/L)

1 -1 (40) -1 (30) “1(4) 0,4

2 -1 (40) -1 (30) 1(6) 1,64
3 -1 (40) 1 (50) -1 (4) 0,05
4 -1 (40) 1 (50) 1 (6) 1,14
5 1 (80) -1 (30) -1 (4) 0,72
6 1 (80) -1 (30) 1 (6) 4,92
7 1 (80) 1(50) -1 (4) 0,41
8 1 (80) 1(50) 1 (6) 2,86
9 0 (60) 0(40) 0 (5) 0,23
10 0 (60) 0(40) 0 (5) 0,53
11 0 (60) 0(40) 0 (5) 0,69

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa Statistica 6.0
(StatSoft, Inc., 2001). Analisando o gréafico de Pareto (Figura V-15), observa-se
que as varidveis independentes concentracdo de benzaldeido e de glicose
apresentaram efeito significativo sobre a varidvel de resposta (L-PAC) com um
efeito positivo, ou seja, 0 aumento da concentracdo destes componentes
conduz a um aumento na produgdo de L-PAC. Portanto, é importante estudar

maiores concentracdes de benzaldeido e de glicose.
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Em relacdo a concentracdo de células, observou-se que esta variavel
exerceu efeito negativo sobre a producdo de PAC. Este resultado ndo era
esperado uma vez que quanto mais biocatalisadores, maior seria a
concentracdo de L-PAC. Porém a alta concentracdo celular desfavoreceu
provavelmente a glicélise, uma vez que o ensaio 8 com alta concentracda
celular e alta concentragédo de glicose apresentou uma alta producéo de 2,86
g/L de L-PAC. Portando escolhemos aumentar de 3,0 g/L para 30 g/L a

concentracao inicial de células.

(1)Glicose g %/j%/j%/j 8,599483

Valor Absoluto

Figura V-15 Andlise dos efeitos das variaveis (concentracdo de benzaldeido, concentracédo
de biomassa no indculo e concentracao inicial de glicose no meio) do planejamento fatorial

completo 2°na producio de L-PAC.

V.7 Estudo dainfluéncia de cofatores na Producéo de L-PAC

Utilizando o meio escolhido com uso do planejamento PB-12, em frascos
Erlenmeyer de 500 mL com 100 mL do meio, indculo inicial de 30 g/L de
S.cer.5 e adicdo de benzaldeido (6,0 g/L) ap6s 1,5 h de fermentacéo, foram
avaliados a concentracéo da tiamina (0,5, 1 e 2,0 mM) e de MgS0O,4.7H,0 (1 e 5
g/L) na formacéo do acetaldeido ativo, e além disso a concentragdo nitrato de
prata (1,0 x 103, 1,0 x 10* e 1,0 x 10®° mg/L) na inibicdo da acdo da ADH
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minimizando a formac&o dos sub produtos de forma a encontrar a melhor
condi¢cao para aumentar a producdo de L-PAC. Comparando 0s experimentos
com a adicdo de Tiamina (Tabela V-12) observa-se que o aumento da
concentragdo de tiamina de 0,5 mM para 2 mM aumentou a produtividade pois
a concentracdo maxima foi atingida em 4,5 h e a concentracdo de L-PAC foi de
2,859/L.

Ao avaliar o efeito inibitério do nitrato de prata sobre a ADH observa-se
que a maior concentragdo de nitrato de 10° g/L apresentou a maior
produtividade (1,54 g/L.h) e a menor concentracdo de &lcool benzilico (1,94
g/L) porém o benzaldeido passou a ser oxidado a &cido benzoico, aumentando

a concentragao deste sub produto (Tabela V-12).

Portanto, as maiores produtividades foram obtidas nos meios sem

adicéo de peptona e tiamina e na menor concentragdo de MgS0O,4.7H,0.

Tabela V-12 Estudo das influéncias das variaveis, concentracdo de MgS0O,4.7H,0, AgNOs,
tiamina e peptona na producao de L-PAC, alcool benzilico e acido benzoico por S.cer.5 em
meio de producdo PB com concentracgéo inicial de células de 30 g/L e glicose inicial de 80
g/L.

Condicbes Resultados

MgSO,.7H,0 AgNO; Tiamina Peptona |L-PACma 1S7P° (pry pac Alcodl — Ac.

(/L) Mmg/)  (mM) (/L) (/L) PACmax (g/L.h) benzilico benzobico
(h) (9/L) (9/L)

1,0 0,0 0,0 5,0 4,52 7 0,646 2,09 0,02

5,0 0,0 0,0 5,0 4,67 4,5 1,038 2,33 0,01

1,0 0,0 0,0 0,0 4,74 3 1,580 2,03 0,01

1,0 1,0E-05 0,0 0,0 4,25 4,5 0,944 4 1,25

50 1,0E-04 0,0 0,0 4,7 4,5 1,044 2,5 1,27

1,0 1,0E-03 0,0 0,0 4,61 3 1,537 1,94 1,25

5,0 0 1,0 5,0 3,42 3 1,140 2,14 0

5,0 0 0,5 5,0 3,39 3 1,130 1,96 0

5,0 0 2,0 5,0 3,68 3 1,227 3,69 0

1,0 1,0E-03 1,0 0,0 2,53 4,5 0,562 1,66 0
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V.8 Avaliagdo da acdo da betaciclodextrina como protegéo

ao efeito toxico do benzaldeido

Utilizando o meio escolhido por intermédio do planejamento PB-12, em
frascos Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL do meio, concentragdo inicial de
S.cer.5 de 30 g/L e adicdo de benzaldeido apés 1,5 h de fermentacéo, foram
avaliados a concentracdo de benzaldeido (6,0, 7,0 e 8,0 g/L) com e sem adi¢éo
de betaciclodextrina 2% (SHUKLA e KULKARNI, 2000).

Na Tabela V-13 verifica-se que com alta concentragdo de benzaldeido,
foi possivel obter mais PAC com betaciclidextrina Shukla e Kulkarni (2002)
utilizando 2% de betaciclodextrina aumentaram em 50% a concentracéo
méaxima tolerdvel de benzaldeido pela Toluraspora delbruekii. Ciclodextrinas
séo conhecidas por oferecer efeito protetor mediante a formacéo de complexos
de inclusdo (SZETJLI, 1998; UEKAMA et al, 1998) proporcionando uma

liberag&@o controlada do benzaldeido.

O aumento da concentragdo de L-PAC foi alcancado apenas quando
utlizou-se a concentracdo de 8,0 g/L de benzaldeido. Nas concentracdes
inferiores o efeito da betaciclodextrina foi prejudicial uma vez que nestas
concentragdes a acdo toxica ainda néo foi verificada e possivelmente nem todo

o benzaldeido foi liberado ficando complexada pela betaciclodextrina.

Tabela V-13 Aviacao da acado protetora da betaciclodextrina, por S.cer.5 em meio
de producédo PB, concentracdo inicial de céluas de 30 g/L e de glicose de 80 g/L em

diferentes concentragcdes de benzaldeido

Condicbes Resultados

Benzaldeido 5:;3}?1';"0' MgSO,.7H, Pepton PACn: Tempo Benzaldeido (Pr)PAC
(g/V) (%) O (g/L) a(g/ll) «(g/lLl) PACms(h) Final (g/L) (g/L.h)
6,0 0,0 1,0 5,0 456 4,5 0,051 1,01

6,0 2,0 1,0 5,0 319 45 0,053 0,71

7,0 0,0 1,0 5,0 400 7,0 0,523 0,57

7,0 2,0 1,0 5,0 359 45 0,176 0,80

8,0 0,0 1,0 5,0 1,57 7,0 3,024 0,22

8,0 2,0 1,0 5,0 513 7,0 0,176 0,73
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VI. PRODUCAO DE L-PAC EM BIORREATOR 1L

Os experimentos em biorreator ocorreram concomitantes aos
planejamentos experimentais realizados em frascos agitados. Para as analises
de aeragéo do sistema e alimentagéo do processo, 0 meio utilizado foi proposto
por Zhang et al (2008), apenas com modificagdes nas concentragbes de
glicose e benzaldeido. No estudo da concentracdo de biocatalisador e
experimentos seguintes, o meio escolhido apdés o planejamento PB-12 foi

utilizado.

VI.1 Estudo da aeracéo do sistema.

Para o estudo da aeragdo do sistema, 0 bioprocesso foi dividido em
duas fases. A primeira fase é a adaptacdo da levedura ao novo meio e ao
biorreator e a segunda fase é a biotransformacdo apdés a adicao de
benzaldeido. Na primeira fase é importante que a levedura esteja crescendo e
produzindo a enzima piruvato descarboxilase, sendo este processo aerobico.
Para essa fase foram avaliadas 2 diferentes aeragdes, 2 e 5 vwm. J& a segunda
fase, apds 3 h com a adicdo de 3,4 g/L de benzaldeido, a presenca de aeracéo
néo é favoravel, pois em presenca de oxigénio o benzaldeido pode ser oxidado
a acido benzdico e o L-PAC formado pode ser reduzido a PAC-diol. Portanto,

foram avaliados dois niveis de aeracao, 2 e 0 vwm.

Na Tabela VI-1 é possivel observar que as maiores concentragdes de L-
PAC foram obtidas com agitagéo de 350 rpm, aeragao na fase de adaptacéo de
2 vwm e aeracdo na fase de biotransformagédo de O vvm, ou seja, sem
fornecimento de ar pelo dispersor. Khan et al. (2010) também usaram duas
diferentes aeragbes durante o processo no biorreator sendo 1 vvm para

geracgao de biomassa e 0,1 vwvm no processo de biotransformacéao.
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Tabela VI-1 Estudo da aeracdo do sistema para producdo de L-PAC em biorreator de 1 L por
S.cer5 a 30 °C, 350 rpm e pH 5,5, meio de producéo de Zhang et al. (2008) com adicdo de

benzaldeido apds 3 h.

Aeracao Aeracao . . Y
Adaptggéo Biotrgnsf G(Ig:/ose ([;/ell])l L'P('S‘/CI:_)? h B(;nﬁa(lglil)do (g de L-I?’/;\O(.:/. g de
(vwm) (vwm) células inicias)

2 25 2,00 1,18 1,74 0,59
5 2 25 4,00 0,25 1,26 0,0625
5 1 25 2,50 1,92 2,14 0,768
5 0 25 2,05 1,98 1,10 0,965
2 0 25 2,05 2,33 1,51 1,130

[cel]; : Concentracéo inicial de células

VI.2 Estudo da alimentac&o do processo

Tendo sido definidas as condigbes de aeragao do sistema, foi avaliada a
alimentacéo do sistema de forma intermitente com benzaldeido e glicose sendo
acrescentados em pulsos. A primeira adicdo de benzaldeido ocorreu em 3 h de
processo. As adicdes subsequentes foram realizadas em funcdo da
determinagdo da concentragdo dos substratos. A Tabela VI-2 apresenta as
diferentes bateladas realizadas. E possivel perceber que, nas condigdes
estudadas, a alimentacdo apresentou um efeito toxico, inibindo a producao de
L-PAC, uma vez que a concentracdo final de benzaldeido ficou bastante

elevada.

Tabela VI-2 Estudo da alimentacdo de benzaldeido e glicose de forma intermitente do
processo para a producédo de L-PAC em biorreator de 1 L. por S.cer 5 em 750 mL de meio

de producédo de Zhang et al. 2008.

Rotagdo Benzaldeido™" Glicose™* (cel]: (g/L) L-PAC Benzaldeido
(rpm) (mL) (mL) ' 7h (g/L) 7h (g/L)

250 3,321 +1, 27 1,93 2,40 3,13

350 3,321+1,0+1,0 9+9 1,36 2,02 3,62

350 3,321+1,0+1,0 9+9 2,00 0,85 4,51

350 3,321 +1,0+1,0 9+9 2,70 1,35 4,27

& concentracéo da solucdo de benzaldeido 95% e glicose 40%
®: tempo de adico de benzaldeido de 3h,4,5he 6 h.

°: tempo de adic&o de glicose de 45he6h.

[cel]; : Concentracdo inicial de células

71



VI.3 Estudo da concentracédo de biocatalisador

Devido ao efeito toxico da alimentacdo de benzaldeido, percebeu-se que
uma maior quantidade de biocatalisador seria necesséria para aumentar a
concentracdo de L-PAC formada. Utilizou-se, portanto, a concentragao celular

indicada pelo planejamento fatorial completo 2° realizado em frascos agitados

Tabela V-11) nos experimentos em biorreator. A Tabela VI-3 apresenta
os resultados para as bateladas realizadas com concentracdo de células mais
elevadas, e diferentes concentragdes iniciais de glicose. Trés experimentos
foram realizados com meio proposto por Zhang et al. (2008) (chamado de meio

de produgéo) e os outros 3 com meio selecionado no PB-12.

Com o aumento da concentracdo de células, o consumo de glicose
passou a ser mais rapido. Para garantir que o micro-organismo ainda estava
em fase exponencial produzindo bastante piruvato o ponto inicial de adi¢cédo de
benzaldeido foi reduzido para 1,5 h. As adi¢Bes de benzaldeido e glicose foram
apos 1,5, 3, 5 e 6,5 h de cultivo e monitoradas pela analise quantitativa de
modo que a concentragdo de benzaldeido n&o ultrapassasse 6,0 g/L e a
glicose néo ficasse inferior a 40 g/L. Khan et al. (2012), utilizando Candida
utilis, determinaram que o melhor intervalo entre as adi¢des seria de 1 h e que
em intervalos inferiores a adicdo de benzaldeido teria um efeito téxico e
superiores favoreceriam a produgéo de ADH levando o L-PAC a PAC diol. No
presente estudo, o intervalo ideal para cepa S. cer5 mostrou ser 1,5 h, baseado

na taxa de consumo do benzaldeido.

A Tabela VI-3 mostra que as diferentes bateladas realizadas com
elevada concentragdo inicial de células possibilitaram um aumento de
aproximadamente 3 vezes na producdo de L-PAC, em comparagdo com as

bateladas com 3,0 g/L de concentrac&o inicial de células (Figura VI-1).
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Tabela VI-3 Avaliacdo da producdo de L-PAC em biorreator de 1 L utilizando concentragédo inicial de células de 30 g/L. e diferentes alimentac6es de

glicose e Benzaldeido durante o processo.

) . Yeixo

Meio (e]iifs Benzaldeido (mL) Glicose (mL) [cel]® L7Pr']°‘£ Benz7alh(1e|do (g de L-PAC/ g de

células inicias)

Producéo © 25 3,3+3,3+3,3+3,3+10+5°¢ 55+ 55+ 22 + 22+ 45" 33,18 6,91 2,53 0,208
Produc;sloe 25 33+33+2+1 57 + 47 + 15 +30’ 25,5 5,53 2,42 0,217
Producao © 25 35+20+10+10' 57 +47 +22 +30+225 "™ 28,1 5,24 0 0,186
PB' 40 40+4,0+20" 60 +50 + 15° 28,4 7,50 2,80 0,264
PB' 80 4,0+4,0+20° 75 + 93 +561 38,4 6,16 3,59 0,160
PB' 80 40+4,0+20° 40 + 40 + 20° 32,7 7,65 0,04 0,234

dunidade: g/L,

® [Gli];: Concentrac&o inicial de glicose,

“Volume adicionado da solucéo de benzaldeido 95% e da solugéo de glicose 40% (mL) .

d[cel]: Concentracio inicial de célula,

®Glicose 25 g/L; Peptona 20 g/L; Extrato de Lévedo 10 g/L; MgS0,4.7H,0 1 g/L; CaCl,.2H,0 0,05 g/L; Na,HPO,4.12H,0 35 g/L, Acido Citrico 10,7 g/L,
"Glicose 40 g/L; Peptona 5 g/L; Extrato de Lévedo 10 g/L; MgS0O,.7H,0 1 g/L; CaCl,.2H,0 0,01 g/L; Na,HPO,.12H,0 35 g/L, Acido Citrico 2 g/L
9 tempo de adicdo de benzaldeido de 1,5h, 3h,5h,6,5h, 7h, e 21 h.

_h tempo de adicao de glicose:1,5h,3h,5h,6,5h e 21 h.

ftempo de adicao de benzaldeido:1 h, 3h,5,5h, 6,5h, 7 h,

! tempo de adic&o de glicose:1 h,3h,45he8h.

™ tempo de adic&o de glicose:1,5h,45h,6he8,5h

" tempo de adicdo de benzaldeido:1,5h, 3h,5he8h.

° tempo de adic&o de glicose:1,5h,3he5h

P tempo de adicdo de benzaldeido:1 h, 3he 5h

9 tempo de adicao de glicose:1h,3he5h
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A maior concentragdo (7,65 g/L) foi obtida quando se utilizou 0 meio
estipulado apo6s o planejamento PB com concentracéo inicial de glicose de 80
g/L (Figura VI-1). Foram necessarias 3 alimentacdes, a primeira de 4,0 mL de
benzaldeido 96% e 40 mL de solucéo de glicose 40% apos 1h, a segunda de
4,0 mL benzaldeido 96% e 40 mL de solu¢do de glicose 40% apds 3h e a

terceira de 2,0 mL benzaldeido e 20 mL de solugéo de glicose 40% apoés 5h.

w B
o o

N
o
Conc (g/ll_)gng Glicose
&
Conc. (g/L) > Biomassa

Alcool Benzilico™ O~ Acido Benzoico

10

Conc. (g/L) ™~ O~ L-PAC® - Benzaldeido

O

tempo (h)

Figura VI-1 Producdo de L- PAC em Biorreator 1 L meio estipulado apds o
planejamento PB com concentracao inicial de glicose de 80 g/L e alimenta¢des de glicose e
benzaldeido. Os simbolos representam os pontos experimentais e as linhas a tendéncia do

perfil cinético.

E possivel perceber na Figura VI-1 que com 2,5 h de processo, o0
benzaldeido e a glicose se esgotaram. Apds a segunda alimentacdo o
consumo de benzaldeido foi diretamente proporcional a produgéo de L-PAC se
esgotando novamente apés 6h, sendo esse o fator que limitou a formacéao de
L-PAC. A melhor condicdo experimental apresentou um coeficiente de
converséo de produto por substrato consumido (Ygs) igual a 1,09 g de L-PAC/g

de benzaldeido com uma eficiéncia de n= 88,6%.

74



Abreu e OImo (2014) conseguiram adicionar 10 g/L de benzaldeido
distribuido em 200 mg de doses sucessivas mantendo a concentracdo de
benzaldeido em 2 g/L, obtendo 7,1 g/L de L-PAC.

VI.4 Avaliagdo da Reutilizagcdo de Células.

De forma a aproveitar as células apds o processo de producéo de L-
PAC, visto que para um processo industrial a propagacdo de células torna o
processo muito caro, foi realizado um estudo da reutilizacdo das células apés

uma fermentacé&o em biorreator de 1 L.

Apos a batelada alimentada que resultou em uma producdo de L-PAC
7,65 g/L que foi realizada segundo a dultima condicdo com meio PB,
apresentado na Tabela VI-3 realizou-se a andlise da viabilidade celular, através
da coloragdo com azul de metileno e constatou-se que apenas 50% das células
da batelada anterior encontravam-se viaveis. Portanto, o indculo foi realizado
com 50% de células reutilizadas e 50% de células novas. Deste inoculo, de 35
g/L de células apenas 26 g/L estavam viaveis. A Figura VI-2 apresenta a

cinética da batelada.

O consumo de benzaldeido e de glicose foram mais lentos tornando-se
necesséria a reducdo da alimentagcédo de benzaldeido na segunda etapa e ndo
sendo necessaria a alimentacdo de glicose na terceira etapa. Com isso, a
producéo de L-PAC foi menor chegando a 5,6 g/L em 24 h. Nesse momento
ainda restavam 2,8 g/L de benzaldeido no meio, mostrando que as células ja

nao estavam mais metabolizando esse substrato.
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Figura VI-2- Producgdo de L- PAC no Biorreator de 1L por S.cer5 em meio PB com inoculo

com 50% de células reutilizadas e 50% de células novas

VI.5 Estudo da Adicao de cofator Tiamina piro fosfato (TPP) e

ion magnésio

Segundo Uppada et al. (2014), a disponibilidade de cofator pode ser
uma estratégia importante para aumentar a eficiéncia bioldgica dos processos

a fim de se obter um rendimento méximo em produto.

A adicéo de TPP favorece o deslocamento da reagado para formacao de
L-PAC e inibicdo da formacdo dos subprodutos. Porém o mesmo néo foi
verificado experimentalmente, como pode ser observado na Tabela VI-4, uma
vez que a concentracdo de Alcool benzilico foi bastante elevada. O meio PB
(Glicose 40 g/L; Peptona 5 g/L; Extrato de Lévedo 10 g/L; MgS0O..7H,O 1 g/L;
CaCl,.2H,0 0,01 g/L; Na,HPO4.12H,0 35 g/L, Acido Citrico 2 g/L) foi acrescido
de Tiamina a 1% (mol/L). Avaliou-se o aumento da concentracdo de
MgS0O4.7H20 para 5 g/L.
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Tabela VI-4 Avaliacdo da adicdo de Tiamina piro fosfato (TPP) e Mg na formacéo de L-

PAC em meio determinado pelo PB por S.cer.5.

Exp. Benzaldeido®® Glicose™© [cel]i™® MgSO0,.7H,0" PP L_PAS Alcooll g Yieaci
% (7h)" Benzilico” genzaldeido

Q) 6,0+4,0+2,0 40 +40 + 20 31,8 1 1 5,92 5,07 1,16

2) 6,0+4,0+2,0 40+ 20 + 20 31,1 5 6,50 5,57 1,30

3) 6,0+3,0+2,0+1,0 40+ 20 +20 +20 36,9 5 1 8,02 7,20 1,11

2unidade: ml de benzaldeido 96%° mL da solucéo de glicose 40%,°Tempo de adicdo: 1 h, 3 he
5h; ¢ Concentracdo: g/L; °[cel]; Concentrac&o inicial de célula

O efeito da adicAo da tiamina € comprovado comparando o0s
experimentos 2 e 3, nos quais observa-se que a adigdo de tiamina aumentou

em 26% a concentracao de L-PAC produzido.

Apesar do planejamento PB ter indicado uma concentragdo de 1g/L para
0 MgS0,.7H,0 a rota metabdlica nos indica que o metabolismo da levedura em
presenca de magnésio se desloca para formacdo de L-PAC. Isto pode ser
verificado com um aumento de 37% na concentragdo de L-PAC quando
comparamos o experimento 3 com o experimento 1. Na Tabela VI-4 é possivel
observar que em presenga de tiamina 1% (mol/L) e MgS0O,.7H,O 5g/L a
concentracdo de L-PAC méaxima foi de 8,02 g/L. A Figura VI-3 apresenta a
cinética de producéo de L-PAC e formagdo dos subprodutos do experimento 3
com 1% (mol/L) de tiamina e MgSO,.7H,0 .5g/L
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Figura VI-3 Producéo de L- PAC no Biorreator de 1L por S.cer5 em meio PB com adicao de
Tiamina 1% e MgS0,.7H,0 5 g/L.

VI.6 Experimento em biorreator com acucar cristal e tiamina

O acucar cristal € uma fonte de carbono mais barata e necessaria para
viabilizar economicamente o processo. A substituicdo da glicose pelo agucar
cristal foi avaliada em biorreator de 1 L. O meio de cultivo era o meio PB-12,
com 5 g/L de peptona, 5 g/L de MgS0O,.7H,O e 80 g/L de acucar cristal e a
concentracao inicial de células, 30 g/L. Foram feitas 2 adi¢cdes de agUcar cristal,
sendo 40 mL de solugéo de acgucar cristal 40% (m/v) em 1,5 h de fermentag&o
e 60 mL de solucdo de acgucar cristal 40% (m/v) apo6s 3 h de fermentagéo. As
adicbes de benzaldeido foram de 6 mL de benzaldeido 96% (v/v) em 1,5 h de
fermentacéo, 3 mL de benzaldeido 96% (v/v), ap6s 3 h de fermentacdo e 1 mL

de benzaldeido 96% (v/v), apos 4,5 h de fermentacao.

A Figura VI-4 apresenta a cinética desse processo, em que € possivel
perceber que a concentragcdo maxima de L-PAC foi de 4,5 g/L. A concentracao
de sacarose foi mantida acima de 20 g/L, mantendo as células sob represséo
catabolica. O benzaldeido n&o foi totalmente consumido no final do processo e

sua concentragdo se manteve acima de 1,5 g/L ao longo de todo o processo.
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Em comparagdo com as mesmas condigbes, mas em meio contendo
glicose (experimento 3 da Tabela VI-4, PAC Max = 8,02 g/L), houve redugéo de
55% na producéo de L-PAC.
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—o—L- PAC —&— Benzaldeido
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Figura VI-4 Cinética de producao de L-PAC no biorreator de 1 L por S.cer 5 PB
com 5g/L de MgS04.7H,O e 80 g/L de aglcar cristal, e batelada alimentada com 2

alimentac6es de solucdo de acucar cristal 48% (m/v) e 3 alimentac¢8es de benzaldeido

AGARWAL et al. (2013) avaliaram que a atividade em K. pastoris é
induzida pela presenca de substratos glicoliticos, quando cultivadas em
diferentes fontes de carbono. A atividade maxima da PDC foi encontrada
durante o cultivo em glicose e glicerol, sendo relativamente maior em glicose e
nenhuma atividade de PDC foi detectavel durante crescimento em etanol e
metanol. Assim a troca do substrato pode ter alterado o nivel de atividade da
PDC.
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VI.7 Estudo da alimentagcdo continua de glicose/sacarose e

Benzaldeido.

A alimentagdo continua de benzaldeido e glicose em uma vazéo
constante permite que a medida que o substrato é fornecido, este ja seja
consumido pela levedura o que pode minimizar o efeito toxico causado quando

uma grande concentracédo de benzaldeido € inserida no meio de uma vez sé.

Durante o processo de producdo de L-PAC, ap6s 1h de crescimento e
adaptacdo ao mesmo iniciou-se uma alimentagdo continua de uma solugéo
contendo glicose 40% (p/v) e benzaldeido 10% (v/v) na vaz&o de 0,67 mL/min
por 5 h. A vazéo foi escolhida de modo a atingir o volume maximo do biorreator

em 6 h mantendo a concentragéo de glicose superior a 20 g/L.

A Figura VI-5 apresenta os resultados obtidos. Observa-se, que a
concentracdo de benzaldeido foi aumentando ao longo do tempo, atingindo
uma concentracdo de 9,14 g/L de benzaldeido apds 4h de fermentacéo,
chegando a 10,5 g/L ap6s 6h. Portanto, provavelmente a taxa de consumo de
benzaldeido néo foi suficiente para acompanhar o suprimento de benzaldeido.
Neste processo, portanto, a vazao de alimentacdo de benzaldeido foi muito
elevada. Mesmo assim, a concentracdo maxima de L-PAC obtida foi elevada
(8,91 g/L), em comparagdo com a maxima concentracdo de L-PAC obtida com
alimentacdo intermitente (7,65 g/L). No entanto, apos atingido esse valor em 4
h, como a concentracdo de benzaldeido ja era elevada, ndo houve mais
aumento e a concentracdo de L-PAC se estabilizou. Destaca-se também que a
concentracdo de alcool benzilico (3,0 g/L) foi inferior ao da batelada com

alimentagéo intermitente de (4,66 g/L).
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Figura VI-5 Cinética de producédo de L-PAC em meio de producédo PB por S.cer5 em

biorreator de 1 L com alimentacao continua de glicose 40% e benzaldeido 10%.

Para minimizar o efeito toxico adicionou-se betaciclodextrina 2% e
diminui-se a concentragdo de benzaldeido na alimentacdo para 5% (V/V).
Segundo Coughlin et. al. (1991), a adigdo de betaciclodextrina promove uma
liberagé@o controlada do benzaldeido o que foi comprovado com o aumento de
6,0 g/L para 8,0 g/L de benzaldeido em frascos agitados. Optou-se, nesse
momento, por substituir a glicose por aglcar cristal a 48% (m/v). Realizou-se a
alimentagédo dessa solugéo por duas horas na vazéo de 1,67 mL/min (200 mL
de solucdo de acgucar cristal 48% e 10 mL de benzaldeido PA) atingindo o

volume méaximo do biorreator em duas horas.

A Figura VI-6 apresenta a cinética dessa fermentacdo. A maxima
concentracdo de L-PAC foi de 4,5 g/L com 4 h de fermentagdo e a
concentracdo de benzaldeido atingiu o valor maximo de 2,2 g/L, sendo
consumido totalmente posteriormente. A mesma concentracdo foi obtida
quando utilizamos sacarose e alimentagdo intermitente, mas inferior quando
comparada a produgdo com alimentacdo continua e glicose (8,91 g/L). A
concentracdo de éalcool benzilico (4,07 g/L) foi superior aquela do experimento

com glicose (3,0 g/L) e com sacarose intermitente (2,67 g/L).
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Figura VI-6 Cinética de producdo de L-PAC por S.cer.5 com alimentacao de Agucar cristal
48%, benzaldeido 2% na vazdo de 1,67 mL/min em meio PB com 5 g/L MgS0O4.7H,0

suplementado de betaciclodextrina 2%.

VIl.  PRODUCAO DE L-PAC EM BIORREATOR 13L

VII.1 Avaliacdo da Extrapolacdo de Escala da Agitacao

Para o processo em biorreator de 13 litros utilizando o mesmo meio
determinado pelo PB, e as mesmas condicbes de temperatura de 30°C,
aeracao de 1 vvm e adicao de benzaldeido avaliou-se as condicfes a fim de se

reproduzir as mesmas concentra¢cdes obtidas na escala menor de 1 litro.

Primeiramente, foi avaliado o sistema de batelada alimentada
intermitente com 3 alimentacdes (Figura VII-1) sendo a primeira adicdo de 40
mL de benzaldeido 95% e 400 mL de solucao de glicose 48% (p/v) apés 1 h de
fermentacéo, a segunda adicdo de 15 mL de benzaldeido 95% e 250 mL de
solucéo de glicose 48% (p/v) apds 4h de fermentacao e a terceira adigdo de 15
mL de benzaldeido e 250 mL de solucdo de glicose 48% (p/v) apés 6 h de
fermentacgdo. A agitagdo foi mantida igual a do fermentador de 1 L de: 350 rpm.
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Figura VII-1 Cinética de producao de L-PAC por S. cer 5 em biorreator de 13 L com batelada
alimentada e 350 rpm.em meio de producdo PB com concentracao inicial de glicose de 40
g/L
Neste caso a concentracdo maxima de L-PAC obtida foi de 2,35 g/L
apés 7 h de fermentacéo, inferior a producéo de L-PAC em biorreator de 1 L,
que foi de 7,65 g/L Ao compararmos com o fermentador de 1 L (Figura VI-1)
observa-se a concentracdo de biomassa inicial no fermentador de 13 L foi
inferior (Figura VII-1). Como é uma cinética ndo associada ao crescimento, a
taxa de formacdo de produto € proporcional & concentracdo de células
(LUEDEKING e PIRET, 1959). Observa-se na Figura VII-1 que a taxa de
formacdo de L-PAC é lenta em comparacdo com o0 processo realizado em
biorreator de 1 L. Além disso, a agitagédo escolhida pode também ter sido muito

alta pois néo se realizou um estudo de aumento de escala, previamente.

O critério da constancia da poténcia efetiva foi utilizado para a
extrapolacdo de escala da agitagdo nos biorreatores do processo de producéo
do L-PAC, em comparagdo com os biorreatores de producdo de bancada.
Shukla et al. (2001) utilizaram o K,a como critério de extrapolacdo de escala
levando em consideragao oxigénio dissolvido em frascos agitados e aplicaram
direto em um biorreator de 5 L. Este critério ndo se mostrou eficiente uma vez

qgue no biorreator de 5 L a massa celular foi 78% maior. Além disso, durante o

83



processo de biotransformagédo a aeracdo € reduzida o que vem a corroborar

pela n&o escolha do K, a como critério de extrapolacao de escala.

A velocidade de agitagdo no biorreator de 1 litro é de 350 rpm. Para esse

biorreator, as dimensdes sao:
H= 22, 5 cm (altura do fermentador);
T=9 cm (diametro do fermentador);
h = 8 cm (distancia entre as palhetas);
D =4 cm (diametro da palheta).
Para o biorreator de bancada de 13 litros, as dimensdes sao:
H= 45 cm (altura do fermentador);
T=20 cm (diametro do fermentador);
h =11 cm (distancia entre as palhetas);
D =10 cm (diametro da palheta).

E possivel observar que as relagcbes geométricas ndo foram mantidas.
Para o biorreator de 13 L ha uma palheta a mais e as rela¢des entre a altura do
fermentador e o didmetro do fermentador (H/T) é de 2,5 para o biorreator de 1
L e de 2,25 para o de 13 L. A relagédo entre o diametro da palheta e o diametro
do fermentador (D/T) é de 0,44 para o biorreator de 1 L e 0,5 para o biorreator
de 13 L. Mesmo assim, utilizou-se o critério da poténcia efetiva para calcular a

velocidade de agitagéo do biorreator de 13 L.

Entdo, segundo a equacao VII-1 do critério da poténcia efetiva:

N/
o N,= N, (3—:) 3 eq VII-1
2/
_ 4 cm 3
* NZ - 350 (11 cm)
e N, =190

Entéo a velocidade de agitagéo utilizada deve ser de 190 rpm.

Durante a batelada alimentada em biorreator de 13 L a 190 rpm (Figura

VII-2) foram feitas 3 alimentagbes sendo a primeira adicdo de 40 mL de
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benzaldeido 95% e 400 mL de solucao de glicose 40% ap6s 1 h, a segunda
adicdo de 15 mL de benzaldeido 95% e 400 mL de solugdo de glicose 40%
apdés 4 h e a terceira adicdo de 15 mL de benzaldeido 95% e 400 mL de

solugéo de glicose 40% apds 6 h.

Neste caso a concentracdo méaxima de L-PAC foi de 2,89 g/L apds 7 h
de fermentacdo, um valor ligeiramente superior ao encontrado com a agitagéo
de 350 rpm (2,35 g/L). A taxa de formacédo de L-PAC (dP/dt) foi 0,48 g/L.h o
que foi ligeiramente superior que a dP/dt para a 350 rpm (0,39 g/L.h), porém
bastante inferior a dP/dt obtida no biorreator de 1 litro (1,27 g/L.h). Isto
provavelmente se deve ao fato de que a concentracdo inicial de células no
biorreator de 13 L foi de aproximadamente um terco da concentragao inicial de

células do biorreator de um litro.

Segundo Luedeking e Piret (1959) a cinética de formacdo de produto
segue a equacéo VII-2:

dp _  dx
prrill 2wy + X eq. VII-2

Por ser um processo néo associado ao crescimento, a taxa de formagao

do produto estd associada apenas a concentracdo da biomassa e néo a sua

taxa de formacéo.
Comparando os processos temos que:
dp
) E = BX
e [ =0,37biorreator de 1L
e [ =0,59 biorreator de 13 L

Onde B é igual a 0,59 no processo em biorreator de 13 L e 0,37 no
processo em biorreator de 1 L. Os valores semelhantes mostram que a
equacao pode ser considerada e, portanto, a menor producéo de L-PAC obtida
no biorreator de 13 L se deve ao fato de que a concentracdo de células nesse
caso foi inferior.

85



8+ - 140 412

1
i
[N

(g/L)

—w— Gl
1 1 1
© © =
Conc. (g/L)‘D* Biomassa

©
o
Conc.
)

== Alcool Benzilico " © " Acido Benzoico

- 80

Conc. (g/L)“<>“‘ L-PAC~~ "~ Benzaldeido

o
.
1

b

0 'ﬁi,;:, T - . v . : 70 Jde

tempo (h)

Figura VII-2 Cinética de producao de L-PAC por S.cer.5em biorreator de 13 L com batelada
alimentada e 190 rpm em meio de producdo PB com concentracao inicial de glicose de 40
g/L

VII.2 Estudo da alimentag&o continua em biorreator de 13L

Mantendo a agitacdo em 190 rpm avaliou-se a substituicdo da batelada
alimentada em pulsos pela batelada com alimentacdo continua de uma solucéo
contendo glicose 48% (p/v) e benzaldeido 5% (v/v) na vazdo de 4,44 mL/min
por 4 h (Figura VII-3).

A concentracdo maxima de L-PAC obtida foi de 0,98 g/L e grande parte
do benzaldeido foi convertida a &lcool benzilico cuja concentracéo final foi de
2,07 g/L. A concentracdo de células inicial foi bastante inferior de apenas 6,8
g/L. A glicose permaneceu em valores elevados favorecendo a formagéo de

alcool benzilico.
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Figura VII-3 Cinética de producéo de L-PAC em biorreator de 13 L com alimentacéo continua

de glicose e benzaldeido;

Ao substituir a glicose por agucar cristal com alimentacdo continua na
vazdo de 4,44 mbL/min de uma solucdo de acucar cristal 48% (p/v) e
benzaldeido 5% (v/v) observa-se na Figura VII-4 que houve um problema na
homogeneizacdo da solugdo de alimentagdo uma vez que a concentracao de
benzaldeido e de L-PAC aumentaram drasticamente no final do processo.
Neste caso a concentracdo méxima de L-PAC foi de 3,15 g/L, mas a
concentracao de alcool benzilico também foi muito alta chegando a 3,29 g/L, o
gue reduz significativamente o rendimento. Novamente a concentracdo de
glicose foi muito elevada e a concentragéo celular inicial foi de 8,16 g/L. Essas
concentracdes favoreceram a atividade da ADH e a rota metabdlica se desloca

para formacéao de alcool benzilico.

A acdo da PDC e ADH séao dependentes, Kunjapur e Prather (2015)
conseguiram reduzir a formacdo de 4&lcool benzilico utlizando cepas
recombinantes de uma estirpe de E. coli MG1655 com reducdo aldeido
aromético (RARE) que pode servir como uma plataforma para a sintese de
aldeidos aromaticos com o0 minimo ou nenhuma conversdo para 0S Seus
alcoois correspondentes sendo capazes de produzir L-PAC utilizando

benzaldeido e fornecendo, exogenamente, piruvato metabolizado.
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Figura VII-4 Cinética de producao de L-PAC em biorretor de 13 L com alimentag&o continua

de acucar cristal 48% e benzaldeido 5%;

A reutilizagdo de células é uma estratégia importante para viabilizar
economicamente o processo. As células da batelada anterior foram separadas
por centrifugacéo e armazenadas a 4°C. Durante o processo de propagacao da
biomassa elas foram ressuspensas em meio YPD no biorreator de 4 L e neste
processo elas foram revitalizadas uma vez que ndo apresentaram células
mortas ao serem coradas com azul de metileno segundo o método descrito por
Lee; Robinson; Wang (1981) que utiliza azul de metileno como corante seguido
de contagem em camara de Neubauer, usando um microscépio 6ptico, em
aumento de 400X.

O processo foi repetido e desta vez a bomba manteve constante a
concentracdo de benzaldeido (Figura VII-5). A producéo de L-PAC foi de 1,96,
0 que corresponde a 62% da producao sem reutilizacao de células. Além disso,
grande parte do benzaldeido foi convertida a &lcool benzilico cuja concentragdo

final foi de 3,7 g/L. A sacarose foi consumida a taxa de converséo de 0,108.
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Figura VII-5 Cinética de producéo de L-PAC em meio PB por S.cer5 em biorretor de 13L com

alimentacdo continua de acUcar cristal 48% e benzaldeido 5% e reutilizacdo de células.

O resumo dos resultados obtidos ao longo do trabalho foram

sumarizados nas Tabelas Tabela VII-1, Tabela ViI-2Tabela VII-3.
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Tabela VII-1 Comparacéao dos resultados de producao de L-PAC em frascos agitados por S.cer 5

Condicoes Resultados
ltem [cel], (g/L) Glic(o7lt_e[81]i Bgrlzaldeido (S,) Conpligéo PACmax (P) ;iné:; (PrPAC bg\rlli?l?éo ber'lo\z%ico Bgnzaldeido
g/L) adicBes (uL ou g/L) Experimental (g/L) ) (g/Lh) (/L) (/L) final (g/L)
V.2 3,13 25 95 uL Adicdo O h 0,37 4,0 0,09 0,61 0,27 0,00
V.2 3,00 25 91,2 uL Adicdo 1,5h 0,59 4,0 0,15 0,41 0,16 0,00
V.2 3,21 25 87,4 uL Adicdo 3 h 0,61 5,0 0,12 0,37 0,13 0,11
V.3 3,39 25 369 L 3,81 g/L Planej. 2** 2,79 7,0 0,40 0,34 0,40 0,98
V.3 1,50 38,1 3,81 g/L DCCR 3,05 7,0 0,43 1,41 0,15 1,41
V.4 1,44 40 4 g/L éng;Z?égigg 3,15 24 0,13 0,81 0,17 0,47
V.4 1,07 40 4 g/L Com tampa 3,38 24 0,14 0,68 0,18 0,55
V.4 1,08 40 4 g/L TPP 3,55 24 0,15 0,76 0,19 0,38
V.5 2,26 40 4 g/L PB-12 2,17 7 0,31 0,47 0,1 2,24
V.6 28,7 80 6,0 g/L Aumento da [cel]; 4,92 7 0,70 2,58 0,30 0,10
V7 3362 80 6.0 giL (1,0@90%059 n 4,61 3 1,54 1,94 1,25 0,28
V.7 16,85 80 6,0 g/L M%f%.gzgzo 4,74 3 1,58 2,03 0,01 0,43
V.8 30,9 80 8 g/L Beta-ciclodextrina 5,13 7.0 0,80 0,176

2%

[cel]; : Concentracéo inicial de células; [S,]i: Concentracdo inicial de Glicose; Yps,. Fator de conversao de benzaldeido em produto L-PAC (g de L-PAC/ g de
benzaldeido); (Pr)PAC: Produtividade de L-PAC (g/Lh); d(S,)/dt: taxa de consume de benzaldeido
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Tabela VII-2 Comparacéao dos resultados de producao de L-PAC em biorreator de 1 L por S.cer 5

Condicbes Resultados
Fonte de . . Tempo Alcool Ac. .

[cel]; Carbono [Sa]i Ben.za~lde|do (Saz) Fonte (.Jle~carbonob PAC s (P) PAC, 4 (PrPAC benzilico benzéico Bgnzaldeldo d(sy)/ Yoo

(g/L) (Sy) (g/L) adicbes (mL) (S,1) adicBes (mL) (g/L) ) (g/Lh) (/L) (/L) final (g/L) dt

2,00 25 3,4g/L 1,18 7 0,26 1,74

4,00 25 3,4g/L 0,25 7 0,03 1,26
& 2,50 25 3,4g/L 1,92 7 0,27 2,14
§ 2,05 25 3,4g/L 1,98 7 0,28 0,79 0,37 1,10 0,48 0,86
% 2,05 25 3,4g/L 2,33 7 0,33 0,77 0,41 1,51 0,28 1,19
= 1,93 @ 25 3,321 +1, 27 2,40 7 0,34 1,28 0,16 3,13 0,22 1,54
> 1,36 S 25 3,321 +1,0+1,0 9+9 2,02 7 0,29 0,39 0,28 3,62 0,18 1,58
‘;:j 2,00 o 25 3,321 +1,0+1,0 9+9 0,85 7 0,12 0,54 0 4,51 0,15 0,82
© 2,70 25 3,321 +1,0+1,0 9+9 1,35 7 0,19 0,66 0,36 4,27 0,17 1,12
.é 33,2 25 3'12;;231'?11013;%21 S5+ 552523 " 22f 6,91 6,5 1,06 0,18 3,99 2,53 1,29 0,70

25,5 25 3,321+3,321+2+1 57+47+15+30’ 5,53 7 0,79 3,34 0,56 2,42 0,80 0,99

28,1 25 35+20+10+10' °7T*I7T¥2E+30 5,24 8 0,65 3,41 0,37 0 0,82 071

28,4 40 40+4,0+2,0" 60 + 50 + 15° 7,50 7.5 1 5,19 1,15 2,80 1,19 0,84

38,4 80 4,0+4,0+2,0° 75 + 93 +56 ¢ 6,16 7 0,88 2,94 0,23 3,59 1,17 0,75
o~ 327 Q 80 4,0+4,0+2,0° 40 + 40 + 20° 7,65 7 1,09 4,66 0,25 0,04 1,00 1,09
E 31,8 3 40 6,0+4,0+2,0 40 +40 + 20 5,92 6,5 0,91 5,07 0,21 3,39 0,71 1,16
06 31,1 [ 40 6,0+4,0+2,0 40 +20 + 20 6,50 7 0,93 5,57 0,07 3,20 0,57 1,30
s 37,0 40 6,0+30+20+10 40+20+20+20 8,02 7 1,15 7,20 1,74 2,08 0,89 1,11
= 18,7 80 12,0 120 8,91 4 2,22 3,00 0 9,14 2,05 1,09

33,3 Actcar 80 6,0+3,0+1,0 40 + 60 4,51 6 0,75 2,67 1,26 2,51 0,36 0,96

28,5 Cristal 80 10 200 4,5 4 1,12 4,07 0,47 0,61

[S4]i: Concentracao inicial da Fonte de Carbono; Yps,. Fator de converséo de benzaldeido em produto L-PAC (g de L-PAC/ g de benzaldeido)
(Pr)PAC: Produtividade de L-PAC (g/Lh); d(S,)/dt: taxa de consume de benzaldeido; *benzaldeido 95%, ®solucio de glicose/sacarose 48%,
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Tabela VII-3 Comparacéao dos resultados de producao de L-PAC em biorreator de 13 L por S.cer 5

Condicdes Resultados
. Fonte de carbono PACns Tempo Alcool Ac. .
Figura CaFrEZfod(‘;) [Sdi ngf;gg'?nﬂé)sﬂ (S)adigdes  (P)  PACr (F(’é)/EhA)C benzilico benzéico Bﬁg;f"(‘;‘/’t‘;o d(S)/dt Yerss
(mL) (g/L) (h) (g/L) (g/L)

Figura VII-1 Glicose 80 40+ 15+ 15 mL 400 + 250+ 250 2,35 7 0,34 3,05 0,11 3,98 0,51 0,65
Figura VII-2 Glicose 80 40+ 15+ 15 mL 400 + 250 + 250 2,89 7 0,41 2,52 1,8 2,49 0,73 0,57
Figura VII-3¢ Glicose 80,0 50 1000 0,97 55 0,18 1,76 0 0,017 0,79 0,22
Figura VI1-4°  Aclcar Cristal 80,0 100 2000 3,15 7 0,45 3,29 0 1,17 1,03 0,44
Figura VI1-5*® Agucar Cristal 80,0 100 2000 1,96 7 0,28 3,71 0,34 0,185 1,17 0,24

[S4]i: Concentracdo inicial da Fonte de Carbono; Yp;s,. Fator de conversdo de benzaldeido em produto L-PAC (g de L-PAC/ g de benzaldeido)
(Pr)PAC: Produtividade de L-PAC (g/Lh); d(S,)/dt: taxa de consume de benzaldeido.

*benzaldeido 95%, bsoluc;,élo de glicose/sacarose 48%, ‘vaz&o de alimentacéo de 4,44 mL/min; d Reutilizacdo de células
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VIIl.  Extracgéo liquido-liquido do L- PAC

O L-PAC precisa ser extraido e concentrado do meio para poder ser
convertido por meio da sintese quimica em efedrina, uma vez que 0s nutrientes
presentes no meio interferem no processo e o volume final da produgéo é muito
grande. Com isso é feita primeiro uma extragdo com solvente organico para
separar 0 L-PAC da fase aquosa em seguido o solvente é recuperado e o L-

PAC concentrado para sintese quimica.

O L-PAC possui maior afinidade com solventes organicos do que com o
meio aquoso Khan et al. (2012). Portanto, foram testados 6 solventes (Figura
VIlI-1para extracdo do L-PAC obtido apds fermentacdo em meio de producéo
PB-12 com a cepa S.cer 5. A concentracdo de L-PAC no meio fermentado livre
de células era de 3,85 g/L de L-PAC. A extracao com tolueno, éter de petréleo
e ciclohexano formaram duas fases. Ja as extracdes com cloroférmio, hexano e
xileno formaram uma emulséo, o que dificultou o processo de extracdo. Todos
os solventes foram capazes de extrair o L-PAC, dentre eles o cloroférmio, o

xileno e o tolueno foram os que apresentaram melhores remocdes de L-PAC

do meio (Tabela VIII-1).
| il PELE
- ; . '7
‘ h
N~ .

(@) (b) (© (@ (€) (f)

Figura VIII-1 Teste de extracdo com solventes (a) Tolueno, (b) Xileno, (c) Eter de Petréleo,

(d) Ciclohexano, (e) Cloroférmio e (f) Hexano.
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Tabela VIII-1 Extracdo liquido-liquido 1;1 com solventes organicos Tolueno, éter de

petréleo, cloroférmio, hexano, clico hexano e xileno.

L-PAC (g/L)
Solvente -

Fase aquosa Fase organica Emulsao
Tolueno 0,87 1,92
Eter de petrdleo 1,32 2,07
Cloroférmio 0,24 3,79 3,36
Hexano 2,11 1,26 2,2
Ciclohexano 1,35 1,57
Xileno 0,62 2,53 0,57

Devido & elevada periculosidade do cloroférmio e do xileno estes foram
descartados. Os testes de extragdo liquido-liquido de L-PAC prosseguiram com
dois solventes organicos, tolueno e diclorometano. Foram feitas extragcdes com
45 mL de meio fermentado e 90 mL de solvente organico (dividido em 4 fracOes
de 22,5 mL) provenientes do meio fermentado em biorreator de 1 litro com
meio de producdo PB-12 e concentracdo de L-PAC de 7,11 g/L. Na Tabela
VIll-2verifica-se que com quatro extragbes com tolueno, 86% do L-PAC foi
obtido e que com 2 extragBes com diclorometano 95% do L-PAC foi extraido.
Apesar de ter apresentado uma conversao inferior, o tolueno foi escolhido por
ser um reagente mais barato e ja estar presente no processo de conversdo do
L-PAC a efedrina.

Tabela VIII-2 Processo de extracdo liquido-liquido com solventes organicos do meio aquoso
contendo.7,11 g/L de L-PAC.

Extracio Tolueno Diclorometano
L-PAC (mg)® % de extracdo L-PAC (mg)® % de extracdo
1@ 200 62% 280 89%
28 56 80% 18 95%
32 17 85% 2 95%
42 5 86% 1 95%

 massa inicial de 320 mg de L-PAC

O meio fermentado foi divido em 3 partes e extraido com tolueno e
posteriormente rota evaporado. Neste processo adaptado de Khan et al
(2012), o tolueno é separado dos outros compostos a vacuo sob a temperatura

de 90°C e recuperado. Na Tabela VIII-3 Extracéo liquido-liquido de L-PAC do meio
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fermentado com tolueno e concentracdo da fase organica.podemos observar que o
processo de extracdo foi de 96%. O concentrado apresentou uma coloracao
amarela caracteristica de L-PAC (Figura VIII-2 com 119 g/L de L-PAC, 3,48 g/L
de benzaldeido, 65,11 g/L de acido benzdico e 2,28 g/L de alcool benzilico.

Tabela VIII-3 Extracdo liquido-liquido de L-PAC do meio fermentado com tolueno e

concentragdo da fase orgénica.

Extracdo L-PAC
Massa inicial 4,56 g
Massa extraida 4,36 g
Volume final 40 mL
Concentragdo 119 g/L

Figura VllI-2Concentrado de L-PAC ap6s a rotaevaporacédo
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IX. AVALIACAO ECONOMICA

Os cultivos realizados em biorreator de 13 L para produgdo de L-PAC
por S. cer 5 em meio determinado apresentaram resultados bastante
promissores para uma possivel producao industrial, principalmente quando se
substituiu a glicose por agucar cristal e mostrou-se ser possivel a reutilizagdo
de células. No entanto, para que se confirme que o processo tem potencial
para producdo industrial e comercializagdo do produto final, € necessario que
se analise a viabilidade econdmica do processo. A avaliacao foi feita baseada
nos dados obtidos no biorreator de 1 litro, pois foi a condicdo que foi melhor
investigada, resultando em uma producéo de L-PAC mais elevada.

Para essa avaliagcdo, considerou ser possivel a mesma producgdo de L-
PAC em um biorreator em escala industrial que a obtida em um biorreator de
bancada, por intermédio de calculos de extrapolacdo de escala. Certamente,
para uma avaliagdo econdmica mais precisa, testes em reatores de maior
volume seriam necessarios. No entanto, a intengdo da presente avaliagdo é
fornecer um indicativo para uma possivel continuidade da investigagdo em
relacdo ao processo estudado.

Portanto, inicialmente, avaliou-se o tamanho dos biorreatores
necessarios para uma determinada produgédo de L-PAC anual (considerando
também os biorreatores para propagacéo de células), estimada para suprir as
necessidades desse produto no Brasil (COSATI et al., 2014)). Em seguida, foi
necessario realizar célculos de extrapolacéo de escala para as dimensfes do
equipamento e agitacdo do sistema. Finalmente, montou-se um diagrama de
blocos para o processo, permitindo determinar o balango de massa das
quantidades de reagentes gastos e produtos obtidos. Com esses dados,

realizou-se a avaliagdo econdmica. Todos esses passos séo descritos a seguir.

IX.1 Calculos dos volumes dos biorreatores

Considerando uma producdo anual de L-PAC de 1000 kg (COSATI et

al., 2014) e, baseando-se nos resultados encontrados no presente trabalho, foi
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possivel projetar uma planta industrial para a produgdo desse intermediario

farmacéutico.

Para esse calculo, foi escolhido como base o processo que apresentou a
melhor producgéo/produtividade de L-PAC (8,91 g/L) por S.cer.5 (resultados
apresentados na Figura VI-5). Nesse processo, em meio de produgéo PB sobre
agitacdo de 350 rpm e aeragdo de 0,1 vwm o benzaldeido e a glicose foram
adicionados ap6s 1 h de crescimento e adaptacdo ao mesmo iniciou-se uma
alimentacdo continua de uma solucdo contendo glicose 40% (p/v) e

benzaldeido 10% (v/v) na vaz&o de 0,67 mL/min por 5 h.

O numero de bateladas anuais (B) € calculado levando-se em conta as

seguintes consideragodes:
e A planta funciona 330 dias ao ano (Dy);
e A planta funciona 24 horas por dia (Hs);

O tempo de producgédo de L-PAC (t,) é de 4 horas, baseando-se no
resultado apresentado na Figura VI-6;

e O tempo de carga, descarga e de limpeza de cada biorreator
(tc,q)) é de 6 horas (Adaptado de Borzani et al (2001)).
Df*Hf 330+24

= = Eq. IX-1
tp+ tc,d,l 4+ 6

|B = 792 bateladas/ano|

Entdo, devem ser realizadas 792 bateladas por ano.

Para encontrar o volume final do meio (Vwm,1) para a producéo do L-PAC

M 1.000.000 g
V; = Lt=—"— Eg. 1X-2) e o volume do reator
Vm1 = 5 792+8,91 g/L a )

(Vr1) para essa producdo (Vgq = Vmq1 1,2 =141,7x1,2

Eq. 1X-3). As seguintes consideragdes foram feitas:
e A massa de L-PAC (M) a ser produzida é de 1000 kg por ano;
e Foram consideradas 792 bateladas por ano (B);

e A concentracdo de L-PAC produzido € de 8,91 g/L (resultado
apresentado na Figura VI-5)
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M, _ 1.000.000g

_— = Eq. IX-2
B+P 792891 g/L

Vm1 =

[Vms = 1417 L]

Considerando que o volume util do biorreator corresponde a 80% do

volume total do biorreator (Vg 1), tem-se que:

VR1= Um1*1,2=141,7+1,2 Eq. IX-3

|Ves =17005L ~ 180L

Portanto, ao final de cada batelada, sdo obtidos 141,7 litros de meio
fermentado contendo L-PAC a 8,91 g/L. O reator para essa produgéo deveria

ter um volume de 170,05 litros, que foi aproximado para um reator de 180 litros.

Para o célculo do volume do pré-fermentador (Vg2), considera-se que o
mesmo deve ter 40% do volume de meio do biorreator de produgdo. Essa
consideragéo é baseada no fato de que a concentragdo inicial de células para a
producdo de L-PAC deve ser elevada (30 g/L) e para tal um volume de in6culo

maior (em relacdo ao padrdo 10% utilizado nos processos industriais) é

VM,2= VM, 1+40%=141,7+40% Eq. IX-4) e Vg2 VR2=
Vmz*1,2=56,7 1,2 Eg. IX-5) da seguinte forma:

Viz = Vg *40% = 141,7 « 40% Eq. IX-4

VRz = Vmz2*1,2=56,7+1,2 Eq. IX-5

Ve, = 6802L ~70L]

Cada pré-fermentador deve ter capacidade nominal de 70 litros, para o

volume de mosto de 56,7 litros.

Para que a planta de producéo funcione 24 h por dia, é necessério que
a cada 10 horas (4 horas de fermentacdo e 6 horas para limpeza, carga e
descarga) tenha um inéculo pronto para iniciar o processo. No entanto, como a
producéo de células do pré-indculo dura 12 h, sdo necessérios mais de um pré-

fermentador. Para calcular o nimero de pré-fermentadores necessarios (D),

98



faz-se as seguintes consideragdes, baseando-se em dados experimentais

(D — ti+ tc,d,l,i — 12+6 Eq |X—6)
tp+ tc,d,l 4+ 6 ) )

e Tempo de preparo do inéculo: t; = 12 horas;

e Tempo de carga, descarga e limpeza do pré-fermentador: t.q,; =
6 horas;

e Tempo de producdo de L-PAC: t, = 4 horas;

e Tempo de carga, descarga e limpeza do fermentador: t. 4; =

6 horas;
ti+teari 12+6
D =-1—cdli = Eq. IX-6
tp+ tc,d,l 4+ 6
|D = 1,8dornas|

S&o necessérias duas dornas de pré-fermentacdo para que o processo de

producgéo de L-PAC néo pare.

Para o célculo do volume do pré-fermentador (Vgr;3), considera-se que o
mesmo deve ter 25% do volume de meio do préximo pré-fermentador (Vg.2).
Essa consideracéo é baseada no fato de que a concentracéo inicial de células
no pré fermentador deve ser (9 g/L) e para tal um volume de in6culo maior (em
relacdo ao padrdo 10% utilizado nos processos industriais) € necessario.
VM,3=VM,2%25%=70%25% Eq. IX-7) e Vgs ( da

seguinte forma:

VM,3 = VM,Z *25% =70+ 25% Eq IX-7
Vs = 14210
VRz = Vm3*1,2=14,2+1,2 Eqg. IX-8

O biorreator anterior ao pré-fermentador deve ter capacidade de 17

litros, para comportar 14,2 litros de meio.

Jé o volume do biorreator anterior ao biorreator de capacidade nominal

de 17 litros. Para o célculo do volume do pré-fermentador (Vra4). Portanto,
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calcula-se Vma (Vmsa = Vms *10% = 14,2 * 10% Eg. IX-9) e
VRa(VRa = Vma*1,2=1,4%1,2 Eq. 1X-10) da

seguinte forma:

Vma = VM3 *10% = 14,2 «10% Eq. IX-9
Vs =14L
VRa = Wmax1,2=1,4%12 Eqg. IX-10

Vea =17L ~25L]|

Essa etapa da propagacdo apresentou um volume total de 1,4 litros,

podendo ser realizada em dois Erlenmeyers de 2 litros. .

Para a etapa de reativacdo do in6culo, o volume de mosto deve ser de,
no maximo, 500 mL. Para encontrar o volume de mosto, tem-se naVy s = V4 *

10% = 1,4 * 10% Eqg. IX-11 que:

VM,S = VMA- * 10% = 1,4 * 10% Eq IX-11

VM,S = 0,14 L

Como esse volume € menor do que 500 mL, é possivel iniciar a
reativagdo do in6culo em Erlenmeyer em incubadora agitada. O volume do
Erlenmeyer para essa etapa é de 500 mL, como foi realizado nos experimentos

dessa tese.

A primeira etapa do processo de producgéo de L-PAC pode ser iniciada
em um Erlenmeyer de 500 mL. Essa etapa € denominada reativagdo do

in6culo.

IX.2 Calculos para a Extrapolacdo de Escala da Agitacao

O estudo da variagdo de escala de processos examina 0s problemas
associados com a transposi¢édo de dados obtidos em equipamentos de escalas

de laboratério e piloto, para a escala de produc¢éo industrial.
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Na escala de bancada, tendo em vista sua maior flexibilidade e menor

custo de operagao, foram selecionados o micro-organismo, o0 meio de producéo

e as condi¢des de operagao.

Mantendo-se constante grande parte das variaveis, como temperatura a

30°C, pH 5, alimentagéo continua, meio de producéo PB-12 e as relacdes

geométricas escolheu-se por critério de ampliagdo de escala a constante

poténcia efetiva.

Sendo as dimensdes do biorreator de 1L (1) iguais a:

~ . T
E as relagGes geométricas 1o m

T1 (didmetro do fermentador) = 0,09cm
H1( altura do fermentador) = 0,225m
D1 (didmentro das paletas) = 0,04cm
h1 (distancia entre as paletas) = 0,08 cm

N1 (velocidade de agitagdo) = 350 rpm

Y
2 _H2 _ DZ_hZ_(VZ) 3

1 H1 D1 h1 \V1

Eq. IX-12:

T2 _
T1

1
H2 D2 h2 V2 /3
—_— = == = \= Eqg. IX-12

H1 D1 h1  \r1

Para o biorreator de produgéo de L-PAC de 180 litros (2), as dimensdes

e velocidade de agitacao séo:

T2 =50,8cm
H2=127m
D2 =22,6cm
h2 =452 cm
N2 =110 rpm

O primeiro passo para a avaliacdo econdmica de um processo é a

construgcdo de um diagrama de blocos. A Figura VIII-1 apresenta um diagrama

de blocos da produgédo industrial do processo de producédo de L-PAC em

biorreator de 180 L, utilizado para obteng&o dos resultados do Capitulo VI. As

condi¢des de produgdo utilizadas sé&o as que promoveram maior produtividade
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L-PAC (Figura VI-5). Além disso foi considerada a substituicdo da glicose por
acucar cristal e a reutlizacdo de células, supondo-se que nestas condigdes a

mesma produtividade sera obtida.

Tomou-se por base, portanto, 0 processo descrito no item VI-7,
apresentado na Figura VI-5, no qual obteve-se 8,91 g/L de L-PAC. As
condi¢des de produgéo séo: temperatura de 30°C, aeracdo de 1vvm durante a
primeira hora. Ap6s 1 h de crescimento e adaptagdo, iniciou-se uma
alimentacdo continua de solucdo de glicose ou sacarose40% e benzaldeido
10% na vazéo de 1,67 mL/ min por 3 h. Para a agitagéo do sistema, utilizou-se
o valor 120 rpm obtido a partir da extrapolacéo de escala, descrito no item VII-
1.

O diagrama de blocos (Figura I1X-1) apresenta um balan¢co de massa,
onde é calculado as concentragbes dos componentes dos meios, das
alimentagdes, a concentragdo de biomassa, de L-PAC e dos subprodutos.
Estes calculos levaram em consideragdo que o L-PAC é extraido do meio
fermentado por tolueno com uma eficiéncia de 86% em batelada alimentada
intermitente (Anexo -2 diagrama de blocos com reutlizagdo de células e agucar

cristal).
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Meio YPD

566,8 g de Glicose

283,4 g de Ext. de Levedo
566,8 g de Peptona

Adigio: Meio YPD Concentrado

1133,7 g de Glicose

566,8 g de Ext. de Levedo
1133,7 g de Peptona

Meio YPD
141,7 g de Glicose
70,9 g de Ext. de Levedo
141,7 g de Peptona

/ Meio de Producdo \

6847,1 g de Glicose
855,9g de Ext. de Levedo
171,2 g Acido Citrico
85,65 Mg50,.7H,0
0,9 g CaCl,.2H,0
2995,6g Na,HPO,.12H,0
Adicdio:

22448 g de Glicose

\ 5555,9de Benzaldeido /

4251,3g de

Adicio: Meio YPD Concentrado
2834,2 g de Glicose

141,7g de Ext. de Levedo
283,4 g de Peptona

Meio YPD
27,1 g de Glicose
13,5 g de Ext. de Levedo
27,1 g de Peptona
Adicdo
25,6 g de Glicose

Propagac3o3 Biocatalisador | Produgdo
. pagls — Centrifugagdo | — — Y Biorreator de
Biorreator de 70L 180L
1201,3 g de Biocatalisad Tolusso
N .3 g de Biocatalisador 245,71g !
Propagagio2 Sobrenadante Centrifugagdo

Biorreator de 21L

21,8 gdeBio

4
Y

catalisador

Propagaciol
2 Erlenmeyer de 1L

3627,7 g de

1212,1¢g biocatalisador

de L-PAC

» 1,4 g de Biocat;

alisador

Meio YPD
2,8 g de Glicose
1,4 g de Ext. de Levedo
2,8 g de Peptona

Reativacio
Erlenmeyer de 1L

Benzaldeido: 637,7 g
Produtos:

S

1262,6g de L-PAC
402,5¢ de Benzil lcool

Banco de Células de
Trabalho

Figura IX-1 - Diagrama de blocos para a producao de 1 kg de L-PAC em batelada alimentada intermitente.
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IX.3 Precos das Matérias-Primas, Insumos, Subprodutos e

Produto Final

Para a elaboracdo do estudo econdmico foi feita uma pesquisa de precos
mediante de busca em diversos sites de reagentes quimicos. Os resultados dessa
busca estdo expostos na Tabela 1X-1.

Alguns precos foram encontrados em Reais e outros em Doélares
Americanos. Para a conversdo de todos os precos para dolares americanos, foi
feita também uma busca pela cotacdo do dolar na data de 01/07/2014 (BANCO
CENTRAL DO BRASIL, 2014). A cotagdo a ser utilizada para os célculos da
avaliacdo econbmica sera a taxa de venda de R$ 2,2054/US$. Porém estes

precos sdo muito elevados para escala industrial.

Tabela 1X-1 Pre¢os das Matérias-Primas, Insumos e Produto Final

Produto Fabricante/ Fornecedor I(Dljg%?Kg)
Glicose Vetec- (SIGMA- ALDRICH, 2014) 6,35
Aclcar Cristal Cepea/Esalg (NOTICIAS AGRICOLAS, 2014) 0,55
Peptona de Shenzhen ldeal Pharmtech Co., Ltd. (IDEAL CHEM GROUP,

Carne 2014) 25,00
Ext. de Lévedo  Affymetrix (AFFYMETRIX, 2014) 39,00
Benzaldeido Alfa Aesar (ALFA AESAR, 2014) 17,28
MgS0O,.7H,0 Vetec - (SIGMA- ALDRICH, 2014) 11,79
CaCl,.2H,0 Vetec - (SIGMA- ALDRICH, 2014) 9,98
Na,HPO,12H,0 Sigma-Aldrich (SIGMA- ALDRICH, 2014) 18,65
Acido Citrico: l;lgi/vdf)Dlrecnons Aromatics (NEW DIRECTIONS AROMATICS, 563
Antifoam 204 Sigma - Krackeler Scientific (KRACKELER SCIENTIFIC, 2014) 118,00
L-PAC CMC Mexico — 300

GONG CHANG, 2014)

Fonte:https://www.sigmaaldrich.com/brazil.html,
http://mwww.gongchang.com/Phenylacetylcarbinol_L_Phenyl_Acetyl Carbinol_L_PAC-dp13517329/

Fazendo um novo levantamento onde levou-se em conta o prego FOB, da
sigla em inglés para Free on Board, ou seja, quando o frete sera feito pelo

comprador. Obtivemos 0s precos expostos na Tabela IX-2.



Tabela IX-2 Pregcos FOB das Matérias-Primas, Insumos e Produto Final

Produto Fabricante/ Fornecedor Preco FOB (US$/Kg)
Glicose Wuhu Deli Food Co. Ltda 0,5
Acucar Cristal BRF S.A. 0,3
Peptona de Carne  Booding Zhongbas Chemical Industry Trading Co 8
Ext. de Lévedo Weifang Union Biochemistry Co., Ltd 6
Benzaldeido ChemFine Intenation Co. Ltd. 3
MgSQO,.7H,0 Dalian CR Science Development Co., Ltd. 0,08
CaCl,.2H,0 Zibo Hangzheng Chemical Trading Co., Ltd. 0,17
Na,HPO,12H,0  Sichuan Mianzhu Ronghong Chemical Co., Ltd 1,25
Acido Citrico: Weifang Noga Imp And Exp Co., Ltd. 0,76
Antifoam 204 A.M Food Chemical Co., 5,65
Tolueno icis 2
L-PAC CMC México — GONG CHANG 300

Fonte: http://www.alibaba.com
http://www.gongchang.com/Phenylacetylcarbinol_L_Phenyl Acetyl Carbinol L PAC-dp13517329/
http://www.icis.com/chemicals/channel-info-chemicals-a-z/

Considerando uma planta de producéo operando 330 dias por ano (SEIDER

et al., 2003), tem-se que o custo anual de matérias-primas (CMP) é US$
56,636,00 (Tabela 1X-4).

Antes de se estimar os custos anuais da producédo, € importante estimar o
retorno anual de vendas, RV, pois se esse valor ndo for maior que o custo da
matéria-prima, torna-se desnecessario considerar o processo (SEIDER et al.,
2003). O RV baseia-se no prec¢o de venda do produto por unidade e na quantidade

de produto produzido para venda.

Considerando uma eficiéncia de extracdo de 96% tem-se uma producao de
1212,1 g de L-PAC por batelada o retorno anual de vendas (RV) é de US$
288000,00. Sendo RV maior que o custo anual de matéria-prima (CMP), pode-se

considerar que 0 processo apresenta potencial para ser economicamente viavel.
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Entretanto ainda é necessario considerar outros custos do processo. O
lucro bruto (LB) pode ser calculado pela diferenca entre o retorno anual de vendas
e o custo anual de producao sem considerar as taxas governamentais (SEIDER et
al., 2003). Fazendo-se uma estimativa inicial do lucro bruto, ou seja, calculando o
gue pode se chamar de lucro bruto inicial (LBI), considerando apenas 0s custos de
matéria-prima, sem levar em consideracdo os custos de operacdo da planta, tem-
se que a simulac&o apresentou um LBI de US$ 231363,75 por ano, como pode ser
visto na Tabela IX-4.

Tabela 1X-3 Lucro bruto inicial para o meio determinado pelo PB.

Massa Preco Custo Custo
(kg/batelada) (US$/kg)  (US$/batelada) (US$/ano)

Matérias-Primas

Glicose 44,230 0,50 22,12 17.515,11
Peptona 2,156 8,00 17,24 13.657,42
Extrato de Lévedo 1,934 6,00 11,60 9.188,72
Benzaldeido 5,556 3,00 16,67 13.200,77
MgSQO,4.7H,0 0,086 0,08 0,01 5,42
CaCl,.2H,0 0,001 0,17 0,00 0,12
Na,HPO,12H,0 2,996 1,25 3,74 2.965,66
Acido Citrico 0,171 0,76 0,13 103,04
Antiespumante Antifoam 204 0,108 5,65 0,61 483,87
Tolueno 0,246 2,80 0,69 545,53
Custo Total de Matérias-Primas 71,51 56.636,25
Retorno de Vendas

L-PAC 1,212 300,00 363,64 288.000,00
Lucro Bruto Inicial 292,13 231.363,75

Considerando que a producéo de L-PAC é a mesma substituindo a glicose
por acucar cristal que é uma fonte de carbono mais barata (Custo de 10509,07
U$/ano) o lucro bruto inicial (LBI) é de US$ 238369,79 por ano.
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IX.4 Avaliagdo Econbmica do Processo com Reutilizagcdo de

Células e Acucar Cristal

Para a simulagdo com reutilizacdo de células, foi considerado que metade
das células que sairam do biorreator de producdo seriam reutilizadas na
fermentacdo seguinte. O restante das células seria proveniente do mesmo
processo de propagacao de células. No entanto, para cada etapa (cada biorreator
de propagacao) utilizou-se metade do volume do projeto de planta original. A partir
desse procedimento, seria possivel obter a massa inicial de células necessaria

para o inicio da producéo de L-PAC.

Para o calculo de massa de matérias-primas e demais insumos, foram
somadas as quantidades utilizadas no processo comum e no processo reutilizado
as de células. Ou seja, para o processo utilizando 50% das células do processo
anterior, considerou-se a metade da massa de matérias-primas utilizada na
propagacdo das células e toda a massa de matérias primas do meio de producéo.
Por fim, dividiu-se a quantidade por dois. A Tabela I1X-2 apresenta os custos das

matérias-primas utilizadas no processo.

O retorno anual de vendas (RV) é de US$ 288.000,00, entretanto ainda é
necessario considerar outros custos do processo. O lucro bruto (LB) pode ser
calculado pela diferenga entre o retorno anual de vendas e o custo anual de
producdo sem considerar as taxas governamentais (SEIDER et al.,, 2003).
Fazendo-se uma estimativa inicial do lucro bruto, ou seja, calculando o que pode
se chamar de lucro bruto inicial (LBI), considerando apenas os custos de matéria-
prima, sem levar em consideragcao os custos de operacao da planta, tem-se que a
simulacdo apresentou um LBI de US$ 243.706,40 por ano, como pode ser visto na
Tabela IX-4.
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Tabela 1X-4 Lucro bruto inicial para o meio determinado pelo PB com reutilizacdo de células e

acuUcar cristal.

Massa Preco Custo Custo

(kg/batelada) (US$/kg) (US$/batelada) (US$/ano)
Matérias-Primas
Acucar Cristal 39,065 0,30 11,72 9.281,88
Peptona 1,617 8,00 12,93 10.243,07
Extrato de Lévedo 1,734 6,00 10,41 8.241,69
Benzaldeido 5,556 3,00 16,67 13.200,77
MgSQO,4.7H,0 0,093 0,08 0,01 5,87
CaCl,.2H,0 0,001 0,17 0,00 0,12
Na,HPO,12H,0 3,241 1,25 4,05 3.208,72
Acido Citrico 0,185 0,76 0,14 111,48
Antiespumante Antifoam 204 0,134 5,65 0,76 599,62
Tolueno 2,301 2,80 6,44 5.102,70
Custo Total de Matérias-Primas 55,93 44.293,60
Retorno de Vendas
L-PAC 1,212 300,00 363,64 288.000,00
Lucro Bruto Inicial 307,71 243.706,40

7

No entanto, é necessario computar os gastos com utilidades, com
operadores, etc., para se determinar se 0 processo é realmente economicamente
viavel. A Tabela IX-5 apresenta os custos de utilidade do processo descrito no
Anexo 2. Utilizou-se apenas eletricidade como utilidade, para um processo em
escala industrial seria necesséario modificar as opera¢des de forma a reduzir os
custos.

Considerando que para cada batelada sdo necesséarias 10 horas e uma
planta operando 330 dias por ano, totalizado 792 bateladas por ano é possivel
calcular o custo anual de utilidades (CUT) US$ 16616,16.
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Tabela IX-5 Custos da energia elétrica consumida durante o processo de producéao

de L-PAC em escala industrial

Tempo de

Operagio Poténcia do utili;agéo do dcé)gilé?g?a Custo (US_% .
equipamento (kW) equipamento (kWh) (batelada)™)
(h (batelada)-1)

Esterilizacdo de meios 2,000 0,25 0,5 0,60
Biorreator 1 com aeracéo 1,773 1 1,8 2,12
Biorreator 1 sem aeracao 0,827 2 1,7 1,97
Biorreator 2 0,362 12 4,3 5,19
Biorreator 3 0,145 24 3,5 4,15
Biorreator 4 0,004 12 0,0 0,06
Incubador Agitado 0,650 6 3,9 4,66
Centrifugacéo 3,730 0,25 0,9 1,11
Centrifugacéo 3,730 0,25 0,9 1,11

Total- Custo de utilidade por batelada 20,98

a Custo de energia (R$ 0,543 KWh) fornecido pela ANEEL (www.acs.ind.br) no dia
30/12/2014 e convertido para ddlar 2,20

Pode-se observar que o CUT para o processo de producéo de L-PAC representa,
em torno, de 5,76% do RV,

Para estimar os custos de méo de obra, ou seja, 0s gastos com operadores,
pode-se considerar que cada operador de turno trabalha 44 horas por semana e,
portanto, sdo necessarios 3,8 turnos por semana (7 dias (semana)-1*24 horas
(dia)-1 =168 horas (semana)-1) por operador necessario na planta. Segundo
SEIDER et al. (2003) devido a licencas, férias, treinamentos, etc. pode-se
considerar 4 turnos por semana por operador requerido. Para um processo
proposto, pode-se considerar 2 operadores por turno e também um gasto com
assisténcia técnica, baseando-se em um operador por turno (em um turno por
semana) com um salario de técnico (R$ 788,00/més): valor do salario minimo
nacional.

O célculo do salario completo (salario mais beneficios) de um operador
ficou em torno de R$ 1.377,04 por més (baseando-se nos célculos da Tabela
IX-6), e considerando uma cotagdo atual para o délar de R$ 2,20 por US$, na
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Tabela IX-7 pode-se calcular que o custo referente aos salarios e beneficios
anuais (CSB) é US$ 71.004,80 (adaptado de SEIDER et al. 2003):

Tabela IX-6 Calculo do custo Funcionario

Evento Valor
Salario R$ 778,00
Vale transporte R$ 231,00
Desconto vale transporte (R$ 43,44)
Vale refeicdo R$ 0,00
Plano de saude R$ 0,00
Outros beneficios R$ 0,00
Provisdo 13° salério R$ 64,83
Provisdo Férias R$ 64,83
Provisdo 1/3 Férias R$ 21,61
FGTS R$ 62,24
Provisdo FGTS (13° e Férias) R$ 12,10
INSS (20,00%) R$ 155,60
Provisdo INSS (13° e Férias) R$ 30,26
Custo Funcionario R$ 1.377,04

Tabela IX-7 Custos da méo de obra necessaria para o processo de producéo L-PAC em escala

industrial
N° de R Tempo de trabalho Custo por
Méo de obra operador t’\LljmeZS (horas (ano)™ operador ﬁj‘;tso ano™)?
por turno (operador)™) (USS hh
Salérios e Beneficios 2 4 2112 3,55 59980,80
Assisténcia Técnica 1 1 2080 1,70 3536,00
Controle de Producdo 1 1 2080 3,60 7488,00

Total - Custo anual de méo de obra

71004,80

Portanto, é possivel obter a folha de custos e ganhos do processo realizado

com reutlizacdo de células, como mostra a Tabela IX-8.
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Tabela 1X-8 Folha de custos e ganhos para o processo de producéo de L-PAC em escala industrial

Fator Custo anual (US$ (ano)-1)
Matéria-prima 44.293,60

Utilidades 166.16,16

Maéo de obra 71.004,80

Custo de producéo 131.914,56

Gastos gerais 5.760,00

Custo total do produto (CTP) 137.674,56

Vendas (RV) 288.000,00

Lucro Bruto Anual 150.325,44

Com a folha de custos e ganhos € possivel observar que o lucro bruto (LB =
RV — CTP) é de US$ 150.325,44. Sabe-se que os custos de matéria-prima e
utilidades em escala industrial séo inferiores aos custos em escala de laboratorio,
sendo que o custo da importacdo da matéria-prima, dos insumos e do L-PAC néo
foram calculados. Os custos com mao de obra também representam um
percentual menor do custo total do produto. No entanto, para um processo em
escala industrial deve-se considerar outros custos, como custos de manutencéo,
de depreciagcdo, administrativos, entre outros. Portanto, deve-se considerar uma

analise econbémica mais precisa em escala industrial para se avaliar o lucro bruto.
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X. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que:

v Dentre as vinte duas cepas selecionadas como possiveis produtoras
de L-PAC as trés melhores foram S.cer5, S.pasl e K.marl

v O benzaldeido deve ser adicionado durante a fase exponencial, para
garantir alta concentracdo de PDC.

v Dentre as trés melhores cepas, S.cer5 foi selecionada e apresentou
uma producédo de L-PAC de 3,05 g/L utilizando concentragao inicial de glicose de
61,9 g/L, concentracdo inicial de células de 4,19 g/L e concentracdo inicial de
benzaldeido de 3,81 g/L. Porém o melhor valor de Yps foi obtido em
concentragfes minimas de glicose (38,1 g/L), células (1,81g/L) e benzaldeido
(3,81 g/L) produzindo 2,76 g/L de L-PAC em 7 h.

v Composicdo do meio determinado por intermédio do planejamento
PB-12 foi Glicose 40 g/L; Peptona 5 g/L; Extrato de Lévedo 10 g/L; MgS0,4.7H,0O 5
g/L; CaCl,.2H,O 0,01 g/L; Na;HPO4.12H,O 35 g/L, Acido Citrico 2 g/L e
Benzaldeido 4 g/L.

v O aumento da concentracdo de L-PAC foi possivel aumentando a
concentracdo do biocatalisador para 30 g/L. A maior concentracdo de L-PAC
obtida em frascos agitados foi de 4,92 g/L, utilizando o meio determinado a partir
do planejamento PB-12 com 80 g/L de glicose e adicdo de 6 g/L de benzaldeido
apos 1,5 h de fermentagéo.

v A producéo de L-PAC em biorreator é dividida em duas fases, uma
etapa de adaptacdo onde o sistema é aerado com 1 vvm e 350 rpm e uma fase de
biotransformagé&o, na qual ocorreu a adigdo de benzaldeido e a aeragéo é cessada
a fim de evitar perdas de benzaldeido por evaporagéo e oxidagdo. O aumento na
concentracgdo inicial de células, ou seja, do biocatalisador de 3,0 g/L para 30 g/L
aumentou a producéo de L-PAC em aproximadamente 50% (de 3,5 g/L para 5,2

g/L).
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v A utilizacdo do meio determinado por intermédio do PB com o
aumento de biocatalisador para 30 g/L aumentou a producéao de L-PAC em 100%
(de 3,5 g/L para 7,5 g/L).

v A concentracdo de nitrato de prata de 10 g/L apresentou um efeito
inibitorio sobre ADH aumentando a concentragcdo de L-PAC e inibindo a formacao
de alcool benzilico;

v Dentre os solventes testados para extracdo liquido-liquido, o tolueno
apresentou uma extracdo de 96% do L-PAC e foi selecionado por ser o mais
seguro dentre os com boa eficiéncia de extracao.

v A maior conversao em batelada alimentada intermitente, na qual 7,65
g/L de L-PAC foram produzidos em 7 h de cultivo (Pr)PAC = 1,092g/L.h
apresentou um coeficiente de conversdo de produto pelo substrato Yp;s igual a
1,086 g de L-PAC/g de benzaldeido com uma eficiéncia de n= 88,6% sendo a
eficiéncia baseada no Yp/s tedrico cujo valor € Yp;s =1,23.

v A maior conversao em batelada com alimentacdo continua na vazao
de 0,67 mL/min foram produzidos 8,91 g/L de L-PAC em 4 h de cultivo, dS2/dt =
2,67 atingindo o mesmo coeficiente de conversdo de Yp;s igual a 1,09 g de L-
PAC/g de benzaldeido, mas a produtividade (2,22 g/L.h) foi o dobro da batelada
alimentada intermitente.

v A reutilizacdo de células mostrou ser uma estratégia efetiva uma vez
gue as células estavam viaveis durante o processo.

v Com um consumo interno brasileiro de 1 tonelada de efedrina e 10
toneladas de pseudoefedrina por ano, o projeto além de viavel possui um grande
potencial de lucro o que justifica a implantacdo de uma planta nacional de
producéo de L-PAC.
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Xl. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a minimizagcdo do meio de producgéao retirando a peptona e o
acido citrico
Avaliar o aumento de escala para um volume de 4 litros utilizando dois

critério sendo KLa durante a primeira hora e a velocidade periferica da
paleta de agitacdo apds a adicdo de benzaldido.

Otimizar a concentracdo inicial de células, avaliando concentra¢des
entre 3 e 30 g/L.

Estudar a acdo da betaciclodextrina em concentragdes maiores de
benzaldeido

Determinar a atividade das enzimas alcool desidrogenase e piruvato

descarboxilase.
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Anexo 1Cepas selecionadas mediante técnica de esgotamento
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Anexo 2 Fluxograma de producéo em batelada alimentada continua com reutilizacéo de céluas.

/ Meio de Producio \

3984,8 g de Glicose
996,2 g de Ext. de Levedo
199,2 g Acido Citrico
99,6 g Mg$0,.7H,0

Meio YPD
280,6 g de Glicose
140,3 g de Ext. de Levedo

. 280,(? g de Peptona g 1,0 g CaCl,.2H,0
Adic3o: Meio YPD Concentrade [ 3486,7 g Na;HP0..12H,0

5611,7 g de Glicose
280,6 g de Ext. de Levedo
561,2 g de Peptona

Adic3o:
16836,0 g de Glicose

\ 4166,9 de Benzaldeido /

Meio YPD 4251,3 g|de
70,1 g de Glicose - Bizjco:{:liga%eo Biocatalis+dor Producio

35,1 g de Ext. de Levedo .PmPaEaFa“g —»|  Centrifugagio }7,.0 * »|  Biorreator de

70,1 g de Peptona Biorreator de 70 L ¥ 180L

Adigiio: Meio YPD Concentrado Tolueno .

1402,9 g de Glicose .| 594,6 g deBiocatalisador
70,1 g de Ext. de Levedo : Sobrenadante 24

140,3 g de Peptona Propagacio2 ! Cantrifueasho |

Biorreator de 21 L ‘ Ry I
[ 17282 gde
Meio YPD o 10,8 g deBiocatalisador ¥ Biocatalisador
13,4 g de Glicose Propagagiol \
6,7 g de Ext. de Levedo Biorreator de 2,5 L 1091 g de 34484 g de

13,4 g de Peptona
Adicio
12,7 g de Glicose

L-PAC biocatalisador

1,54 g de Biocatalisador

L4

Reativagio

Benzaldeido: 637,7 g

; Erlenmeyerde 1L
Meio YF_'D 4 Produtos:
1,;1 gde Gdllcose . —f 1262,6 g de L-PAC
0,7 g de Ext. de Levedo - 402,5 g de Benzil 4lcool
1,4 g de Peptona Banco de Células de

Trabalho




