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RESUMO

O acido propibnico € um acido de alto interesse comercial, usado nas
industrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos. Atualmente, a producéo primaria
de acido propidnico é feita via rotas petroquimicas, o0 que pode causar danos ao
meio ambiente, mas poderia ser feita por processos fermentativos por meio de
diversos géneros de bactérias. Além disso, com o crescimento da demanda por
produtos ecologicos é fundamental desenvolver fontes alternativas que néo
dependam do petréleo. Considerando as bactérias produtoras de acido propiénico o
género Propionibacterium ssp. se destaca, pois além de conseguir utilizar diversas
fontes de carbono, como (glicose, xilose, glicerol e lactato, permite o
reprocessamento de residuos. O bagago da cana-de-agucar é o maior residuo da
agroindustria brasileira, e com 40% de celulose em sua composigdo se torna uma
excelente opgédo para produgdo de acido por meios fermentativos. Dentre os
diferentes processos fermentativos, pode-se destacar a batelada alimentada, um
processo em que um ou mais nutrientes sdo adicionados ao fermentador durante o
cultivo e os produtos gerados permanecem até o final da fermentag&o. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a produgdo de acido propidnico em batelada
alimentada por Propionibacterium acidipropionici utilizando hidrolisado de bagago de
cana-de-acucar como fonte de carbono. Uma cinética de crescimento microbiano foi
realizada a fim de avaliar a velocidade especifica de crescimento da bactéria, tendo
como resultado 0,086 h!. Além disso, pré-tratamento com glicerol seguido de
hidrélise enzimatica foram realizados para converter os polissacarideos de celulose
e hemicelulose em agucares fermentaveis, tendo um rendimento de 47% na hidrolise
enzimatica. Por fim, foi realizada a producdo microbiana em batelada alimentada de
acido propidnico utilizando a cepa P. acidipropionici em biorreator a 32 °C/76 h e pH
6,8 £ 0,2 mantido com NaOH 4M, com dois pulsos de alimentagdo. Foram obtidos
uma conversao de substrato em produto igual a 0,34 gP/gS, uma produtividade
volumétrica global de 0,07 gP L *h~! um fator de conversdo de célula em produto
igual a 0,21 gX/gS, uma velocidade especifica maxima de crescimento de 0,098 h™1,
antes do pulso 1, e 0,07 h™! entres os pulsos 1 e 2, 0,019 h~! depois do pulso 2 e
um rendimento de 61,8%. Logo, foi possivel observar que o hidrolisado de bagago
de cana-de-agucar submetido ao pré-tratamento com glicerol e hidrélise enzimatica
pode ser utilizado como substrato para a produgao de acido propiénico em modo
batelada alimentada e que estudos futuros s&o necessarios para aprimorar o
processo de producdo deste acido.

Palavras-chave: Acido propi6nico; bagaco de cana-de-agucar; P. acidipropionici;
batelada alimentada.



ABSTRACT

Propionic acid is an acid of high commercial interest, used in the chemical,
pharmaceutical and food industries. Currently, the primary production of propionic
acid is done via petrochemical routes, which can cause damage to the environment,
but it could be done through fermentative processes using different genera of
bacteria. nutrients are added to the fermenter during cultivation and the products
generated remain until the end of fermentation. Therefore, the objective of this work
was to evaluate the production of propionic acid in a fed-batch by Propionibacterium
acidipropionici using sugarcane bagasse hydrolyzate as a carbon source. A microbial
growth kinetics was carried out in order to evaluate the specific growth rate of the
bacteria, resulting in 0,086 h~1. Furthermore, pretreatment with glycerol followed by
enzymatic hydrolysis were carried out to convert cellulose and hemicellulose
polysaccharides into fermentable sugars, with a yield of 47% in enzymatic hydrolysis.
Finally, microbial production was carried out in a propionic acid fed-batch using the
strain P. acidipropionici in bioreactor at 32 °C/76 h and pH 6.8 + 0.2 maintained with
4M NaOH, with two feeding pulses. The results obtained are, substrate to product
conversion equal to 0.34 gP/gS, a global volumetric productivity of 0.07 gP L™th™1, a
cell to product conversion factor equal to 0.21 gX/gS, a specific growth rate of 0.098
h™1, before pulse 1, and 0.07 h~! between pulses 1 and 2, 0.019 h™?! after pulse 2
and a yield of 61.8%. Hence, it was possible to observe that sugarcane bagasse
hydrolyzate subjected to pre-treatment with glycerol and enzymatic hydrolysis can be
used as a substrate for the production of propionic acid in fed-batch mode and that
future studies are necessary to improve the process of producing this acid.

Keywords: Propionic acid; sugarcane bagasse; P. acidipropionici;, fed-batch.
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1INTRODUGAO

O acido propidnico (AP) € um acido carboxilico que possui ampla aplicagéo
industrial, podendo ser usado em produtos farmacéuticos, herbicidas, cosméticos,
conservantes alimenticios e intermediario quimico em polimeros (AMMAR et al.,
2014). Por ser tdo versatil a demanda do mercado global de AP foi de 470 mil
toneladas em 2019 e pode chegar a 550 mil toneladas em 2026 (ATASOQY et al.,
2021), além de ser classificado como um dos 30 produtos quimicos mais
promissores a serem produzidos a partir de fontes renovaveis pelo Departamento de
Energia dos Estados Unidos (LIU et al.,2015).

Atualmente sua producdo comercial € feita principalmente por rotas
petroquimicas (YANG et al., 2018), podendo causar danos ao meio ambiente, mas
poderia ser produzida por processos fermentativos por meio de grupos de bactérias
pertencentes aos géneros Propionibacterium, Veillonella, Selenomonas, Clostridium,
Fusobacterium, etc (ALl et al., 2021; RANAEI et al., 2020; SILVA, 2019). A demanda
pela produgdo microbiana de AP vem aumentando com o crescimento da demanda
por produtos ecologicos e sem aditivos artificiais (PIWOWAREK et al., 2018).

No entanto, a producdo comercial microbiana ainda é um desafio,
devido a producao petroquimica de AP ser mais econdmica. Em teoria, o preco
comercial do AP produzido pelo processo microbiano pode ser até o dobro daquele
produzido pelo processo petroquimico (PIWOWAREK et al., 2018).

Por usar a via metabdlica mais eficiente em termos energéticos, o ciclo
Wood-Werkman (GONZALEZ et al.,, 2017), o género Propionibacterium sp. é
considerado promissor para a produgdo de AP. Além disso, consegue utilizar
diversas fontes de carbono, como: glicose, xilose, glicerol e lactato, o que permite o
reprocessamento de residuos (PIWOWAREK et al., 2018).

Porém, esse género de bactérias possui baixa produtividade, rendimento e
titulo final de AP (KESHAV et al.,, 2008), devido a fatores como baixa taxa de
crescimento especifico, inibicdo da producdo de produtos e subprodutos (acidos
acético e succinico) (GONZALEZ et al., 2017), o que resulta em um aumento de
preco do processamento downstream para obter AP com maior pureza (GONZALEZ
et al., 2017).
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Para fazer acido propiénico via produ¢cdo microbiana economicamente
atraente, o desenvolvimento de estratégias de fermentagcdo visando alto titulo e
produtividade, além do uso de fontes alternativas de substrato sdo necessarios.

O bagaco da cana-de-agucar é o maior residuo da agroindustria brasileira, ja
que de acordo com o IPEA (Instituto de Pesquisas Econémicas Aplicadas) o Brasil é
o maior produtor e exportador da cana de agucar no mundo . Estima-se que, a cada
ano, sobrem de 5 a 12 milhdes de toneladas deste material, que corresponde a
aproximadamente 30% da cana moida (SILVA et al, 2007). Com isso, e com uma
concentracdo de 40% de celulose (BURGI, 1985), que pode ser hidrolisada e
convertida em glicose, o bagago de cana-de-agucar se torna uma excelente opgéo
para producao de acido por meios fermentativos.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar uma estratégia de fermentagéo
em batelada alimentada do acido propidnico por Propionibacterium acidipropionici

usando bagago de cana-de-agucar como fonte de carbono.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a producdo de AP usando
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado como substrato em uma
estratégia de fermentagdo em batelada alimentada.

1.1.2 Objetivo especifico

e Estudar a cinética de crescimento da Propionibacterium
acidipropionici;
e Hidrolisar o bagago de cana-de-agucar;

e Testar a producédo de AP em fermentacao de batelada alimentada.
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2REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ACIDO PROPIONICO

O &acido propidnico, também conhecido como acido propandico, € um acido
graxo saturado de cadeia curta com um etano ligado ao carbono de um grupo
carboxila (AYAN et al., 2020). Em seu estado puro € um liquido incolor, corrosivo,
miscivel em agua e de odor pungente (PLAYNE, 1985).

Figura 1 — Férmula estrutural do acido propiénico

O: O
Y
CHy—CH~C]_ /Y

OH OH

AP é um liquido soluvel em agua, em qualquer propor¢do, pois suas
moléculas podem ser atraidas por pontes de hidrogénio. Além disso, o AP (Figura 1)
reage com alcoois formando ésteres, e com alcalis formando sais organicos
(PLAYNE, 1985). A forma nédo dissociada do acido pode atravessar a membrana
celular para o citoplasma e liberar prétons, gerando um gradiente de pH intracelular
que afeta a transferéncia de nutrientes e inibe o crescimento de microrganismos

(FARHADI et al., 2013). A Tabela 1 apresenta as propriedades fisico-quimicas deste

acido.
Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas do acido propiénico

Chemical and Physical Properties

IUPAC name Propanoic acid

Other names Propionic acid and ethanecarboxylic acid

Molecular formula C3H0,

Molar mass 74.08 g/mol

Appearance Colourless liquid

CAS number 79-09-4

pKa 4,8

Melting point -21°C

Boiling point 141 °C

Density 0,992 g/cm?3

Solubility in water Miscible

Viscosity 10 mPa.s

Fonte: http://www.cdc.gov.
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A producéao de AP para fins industriais é realizada pela rota petroquimica por
meio dos processos Reppe e Larson. O processo Reppe converte etileno, monoxido
de carbono e vapor em propionato. O processo Larson converte etanol e mondxido
de carbono em propionato usando trifluoreto de boro como catalisador (GONZALEZ-
GARCIA et al., 2017).

Na industria alimenticia sua principal aplicacado € na forma de sal como
conservante (PIWOWAREK et al., 2018), tendo como exemplo sua adigdo em paes
pré-embalados e produtos de panificagdo para inibir o desenvolvimento de bolores
(SILVA et al., 2016). Em outras industrias, o acido e seus derivados apresentam
diversas aplica¢des, atuando como intermediario quimico na producéo de plasticos,
plastificantes, téxteis, auxiliares de borracha e corantes, além de ser matéria-prima
para a sintese do 2,2-dicloropropionato de sodio, utilizado na producdo de
herbicidas. O AP também é precursor na sintese de sabores e fragrancias artificiais
(éter propidnico e propionato de benzila), drogas (AP e acido cloropropiénico) e
propionato de acetato de celulose (AHMADI et al., 2017).

Com o aumento do preco do petroleo e a crescente demanda por produtos
produzidos por rotas verdes, o interesse comercial em produzir AP e outros produtos
quimicos a partir de fontes renovaveis cresceu (FENG et al., 2011; RUHAL 2011;
TSOSKOUNOGIOU et al., 2008; ZHANG e YANG, 2009). Além disso, o aumento do
custo para eliminacao de residuos e restricbes ao aterro para determinados tipos de
residuos, resultaram no interesse em uma produg¢ao mais sustentavel de produtos
quimicos e materiais de base biologica de matérias-primas renovaveis
(TSOSKOUNOGIOU et al., 2008). A conversao de residuos de base bioldgica ou
subprodutos em produtos quimicos com alto valor agregado oferece varias
vantagens como baixo custo de produgdo, menor impacto ambiental, menor

exigéncia de energia e produtos menos toxicos e biodegradaveis.

2.1.1 Rotas bioldgicas para a produc¢ao de acido propiénico

Existem diversas bactérias anaerébicas facultativas que produzem o AP
como principal produto. Essas bactérias pertencem aos géneros Propionibacterium,
Veillonella, Selenomonas, Clostridium, Fusobacterium, entre outros (BOYAVAL,
1994; SESHADRI, 1993; PLAYNE, 1985).
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O AP é produzido principalmente por Propionibacterium, que foi observada
pela primeira vez na fabricagdo de queijos, no inicio do século XIX por Freudenreich
e Orla Jensen, Van Niel, Werkman e Kendall (PIWOWAREK et al., 2018). Esses
autores nomearam cerca de 11 espécies de Propionibacterium.

Propionibacterias como P. acidipropionici (HIMMI, 2000; GOSWAMI, 2000;
CHOI, 1994; PAIK, 1994), P. shermanii (QUESADA-CHANTO, 1998; NANBA, 1983;
LEE, 1974), P. freudenreichii subespécie shermanii (ANASTASIOU, 2006; HIMMI,
2000; MARSHALL, 1995), e P. freudenreichii subsp. freudenreichii (EMDE, 1990)
sdo comumente utilizadas para a producdo de AP. No entanto, P. acidipropionici
(Figura 3) tem sido a espécie mais utilizada para desenvolvimentos industriais de
producdo de AP (MARTINEZ-CAMPOQOS, 2002; WOSKOW, 1991).

O propionato é produzido principalmente pela via do acido dicarboxilico, mas
algumas espécies produzem propionato a partir do lactato pela via do acido acrilico.
O propionato quase nunca € formado como unico produto; sua sintese costuma ser
acompanhada pela formagdo de acetato e dioxido de carbono, isso ocorre por
razbes estequiomeétricas (PLAYNE, 1985).

2.1.1.1 Via do &cido dicarboxilico na formagédo de Acido Propiénico

Na formacao de AP a via do acido dicarboxilico € a mais comum. A maioria
das bactérias produtoras de AP prefere utilizar o lactato como substrato ao invés da
glicose (BARBIRATO, 1997), que forma propionato pela via do acido dicarboxilico ou
pela via acrilica, sendo a espécie bacteriana que determina a via. As equagdes a
seguir mostram a quebra de glicerol (1), a estequiometria da bactéria utilizando
glicose (2) e lactato (3):

1,5 CgHy,04 = 2 C3Hg0, + CH;COOH + CO, + H,0 (2)
3 C4Hy05 — 2 C3Hy0, + CH;COOH + CO, + H,0 (3)

A Figura 2 mostra a via do acido dicarboxilico a partir da glicose e outras
fontes de carbono.
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Figura 2 - A via do acido dicarboxilico de P. acidipropionici
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Fonte: The dicarboxylic pathway to propionate (SUWANNAKHAM, 2005).

Legenda: (1) Piruvato quinase; (2) Complexo piruvato desidrogenase; (3) Fosfotransacetilase; (4)
Acetato quinase; (5) PEP carboxilase; (6) Oxaloacetato transcarboxilase; (7) Desidrogenase malica;
(8) Fumarase; (9) Succinato desidrogenase;(10) Propionil CoA: succinil CoA transferase; (11)
Metilmalonil isomerase (SUWANNAKHAM, 2005).

A razdo de AP para AA (P/A), sdo controladas por razdes termodinamicas,
para producao de ATP e geracao de entropia (HIMII, 2000; LEWIS, 1992). Em teoria,
a razao molar P/A é 2; no entanto, foi relatado que ha uma grande variacdo na
relagdo P/A de 2:1 a 10:1, quando a glicose é a fonte de carbono (MARTINEZ-
CAMPOS, 2002; BOYAVAL, 1994; CRESPO, 1991; WOOD, 1936 ). A relagdo P/A
muda muito com as condigbes de crescimento (MARSHALL, 1995; SESHADRI,
1993; HSU, 1991; NANBA, 1983).

2.2 PROPIONIBACTERIUM ACIDIPROPIONICI

Pertencente a classe das Actinobactérias, Propionibacterium € um género

de bactérias gram-positivas, imoveis, anaerdbicas ou anaerdbicas facultativas,
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capazes de utilizar uma ampla gama de fontes de carbono. Ndo formadora de
esporos e com catalase positiva sua nomenclatura faz mengao ao seu metabolismo,
ja que sao capazes de sintetizar AP usando enzimas transcarboxilase incomuns. As
condi¢gbes otimas de crescimento sdo uma faixa de pH de 6 a 7 (SESHADRI, 1993;
HSU, 1991; NANBA, 1983) e uma faixa de temperatura de 30 a 37 °C (SESHADRI,
1993). Se o valor do pH estiver abaixo de 4,5, praticamente ndo ha crescimento e
baixa formacéo de acidos organicos (HSU, 1991; PLAYNE, 1985).

Figura 3 - Microscopia P. acidipropionici

Fonte: Autora (2023).

Isoladas pela primeira vez por Eduard von Freudenreich, Orl-Jensen e van
Neila na metade do século XX (PIWOWAREK et al., 2018) o género € dividido em
dois grupos principais: classico e cutaneo. O grupo cutaneo é formado por
patogenos oportunistas, espécies da pele humana, mucosa oral e gastrointestinal,
sendo responsavel pelas acnes. Ja o grupo classico € amplamente utilizado pela
industria de alimentos e pela industria farmacéutica por sua habilidade de produzir
metabalitos de grande valor agregado, como AP (GU, 1998; CRESPO, 1991; EMDE,
1990; JOHNS, 1951; WOOD, 1936), vitamina B12 (BOYAVAL, 1995; QUESADA-
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CHANTO, 1998; PLAYNE, 1985), bacteriocina , trealose e também para a produgéo
de queijos suigos (BOYAVAL, 1995; HETTINGA, 1972).

A trealose € um dissacarideo n&o redutor no qual duas moléculas de glicose
sdo ligadas por uma ligagao glicosidica (ELBEIN et al., 2003), e foi identificada e
caracterizada em varios organismos, incluindo bactérias, fungos, leveduras, plantas
e insetos, nos quais os dissacarideos ndo redutores (incluindo sacarose) sé&o
importantes formas de energia, sendo o0s principais responsaveis pelo seu
armazenamento. (SINGER & LINDIQUIST, 1998; ELBEIN et al., 2003; PAUL et al.,
2008; ITURRIAGA et al, 2009). Por ndo participar da reagdo de Maillard
(responsaveis pelo escurecimento de alimentos), esse dissacarideo pode ser
atraente para aplicagdes industriais e suas propriedades contribuem para seu
interesse biotecnoldgico, por conferir um efeito protetor e estabilizador de
biomoléculas, células inteiras, ou mesmo de produtos alimenticios, farmacéuticos e
cosméticos (ELBEIN, 1974; THEVELEIN, 1984; COUTINHO et al., 1988; ROSER,
1991; COLACO et al., 1992; ELBEIN et al., 2003; PAUL et al., 2008; ITURRIAGA et
al., 2009).

A vitamina B12 esta presente apenas em alimentos de origem animal, como
leite, ovos, carne, entre outros. Os seres humanos necessitam de uma ingestao
diaria de 2,4 ug dessa vitamina (HANNIBAL et al., 2018; STRAND et al., 2013). A
B12 tem um papel extremamente importante em diversos processos, como
eritropoiese (RETIEF et al.,, 1966), sintese de DNA (HERRMANN; OBEID, 2012),
prevencdo de problemas cardiacos (HERRMANN et al., 2002), manutengdo da
fungdo neurolégica (STRAND et al., 2013), além de estar associada ao risco de
desenvolvimento de cancer (CHOI et al., 2004).

Propionibacterium podem utilizar como substrato a glicose (HIMMI, 2000;
RICKERT, 1998; CHOI, 1994; LEWIS, 1992), lactose (GOSWAMI, 2000; LEWIS,
1992; HSU, 1991), xilose (CARRONDO, 1988), sacarose (QUESADA-CHANTO,
1994), glicerol (BORIES, 2004; HIMMI, 2000; BARBIRATO, 1996) e lactato (GU,
1998; RICKERT, 1998; LEWIS, 1992).

P. acidipropionici, em contraste com outras espécies de propionibactérias,
apresenta catalase fraca ou negativa, as cepas crescem bem em condigdes
aerObicas e sao isoladas de produtos lacteos. P. acidipropionici € capaz de
fermentar uma grande variedade de substratos como sacarose, maltose, arabinose,
celobiose e glicerol (VOROBJEVA, 1999).



Tabela 2 - Estudos desenvolvidos para produgéo de acido propidnico por P.

acidipropionici via fermentacéo.

Fonte de Produtividade n
Autor Carbono (9.~ h~Y) Fermentacao
Himmi et al, Glicerol 0,420 Batelada
(2000) Glicose 0240 alimentada
Goswami e
Srivastava Lactose 0,230 all?r?wt:#?:ga
(2000)
Lactato de sodio 0.113
Coral et al. Glicerol 0051 Batelada
(2008) ’ alimentada
Melago de Cana-
de-agucar 0,062
Zang e Yang , Batelada
(2009) Glicose 0,53 alimentada
Glicerol 0,108
Liu et al. .
(2011) Glicose 0,068 Batelada
Glicerol/Glicose 0,152
Glicose 0.51
Zhu et al. Bagago de cana- Batelada
(2012) de-agucar 029
hidrolisado ’
Glicose 0.43
Zhu et al. Bagaco de cana- Batelada
(2012) 9 dé’_agucar Alimentada
hidrolisado 0,37
Frutose 0,159
Yang et al. .
(2018) Rafinose 0,141 Batelada
Melaco de Soja 0,390

Fonte: Autora (2023).
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A tabela 2 mostra estudos desenvolvidos para a produgao de acido
propibnico utilizando a P. acidipropionici e diferentes fontes de carbono. As
fermentagcdes em batelada alimentada alcancaram as maiores produtividades
globais, juntamente com fontes de carbono simples como a glicose e o glicerol.

2.2.1 Modos de operagao de biorreatores para processos fermentativos

2.2.1.1 Batelada

O processo em batelada, também conhecido como descontinuo, consiste
em um in6culo em um tanque que contém um substrato adequado ao
desenvolvimento do microrganismo. Na batelada, a fermentagao so inicia depois que
o fermentador for preenchido, momento em que se mistura o substrato com o
inoculo. A fermentacdo acaba quando a atividade biologica é cessada por falta de
nutrientes ou por excesso de produto inibidor. Esse processo fermentativo pode
levar a baixos rendimentos e produtividades, pois quando o substrato é adicionado
somente uma vez no inicio da fermentacdo pode exercer efeitos de inibigao,
repressao, ou desvio do metabolismo celular a produtos diferentes dos que sao
destinados. O uso da fermentacdo descontinua fica restrito para fermentacdes
laboratoriais, farmacéuticas e na produgdo de cachaga (TOSETTO,2002;
CARVALHO e SATO, 2001; PORTO, 2005).

Como vantagem, o processo descontinuo apresenta boas condigbes de
assepsia, menores riscos de contaminacdo, grande flexibilidade de operacéo,
condicao de controle mais estreita da estabilidade genética do microrganismo, assim
como a capacidade de identificacdo de todos os materiais relacionados quando se
estda desenvolvendo o lote de um produto (CARVALHO e SATO, 2001,
SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001).



Figura 4 - Biorreator em batelada e variagdo de S, X e P com o tempo em um
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Fonte: Adaptado de Mendes et al., 2013; Adaptado de Copersucar, 1987.
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O balanco de massa da fermentacdo em batelada € calculado partindo do

balango global, onde:

Variagédo Global = Entrada — Saida + (geragao/consumo)

(4)

Porém, temos que em um sistema de batelada, o termo de entrada e saida é

nulo.

Para o balango de células, temos:

V.2 —Fe-Xe — Fs-Xs+V -rX

dat

()

Onde Fe é vazao de entrada e Fs a vazao de saida em L/h e V o volume do

reator em litros, e Xe Xs a concentragcdo de células na corrente de entrada e saida

respectivamente (g. L™1). Como Fe e Fs s&o nulos, pois ndo existe fluxo de entrada

nem saida de células do reator, e uX = rX - (1/X), podemos reescrever a Equagao 5

como:

ax
dt

Onde u, € a velocidade especifica de crescimento celular.

Para o balango de substratos, temos:

S

d
V.—
dt

=Fe-Se — Fs-Ss — V- -rS

(6)

(7)
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Onde Se é a concentracdo de substrato na corrente de alimentagcédo e Ss na
corrente de saida (g. L™!). Como Fe e Fs sdo nulos, pois néo existe fluxo de entrada

nem saida do reator podemos escrever a Equagao 7 como:

L= _rs (8)

dt

Por fim, para o balanco de produto:

V.2 =Fe-Pe — Fs-Ps+V 1P (9)
Onde Pe e Ps a concentragéo de produto em (g. L™1) na corrente de entrada e
saida respectivamente. Como Fe e Fs sdo nulos, pois ndo existe fluxo de entrada

nem saida do reator e uP = rP - (1/X), podemos reescrever a Equag¢ao 9 como:

TS ¢ (10)

dt p

Onde u, € a velocidade especifica de produgéo.

2.2.1.2 Batelada alimentada

O processo descontinuo alimentado €& uma técnica em processos
microbianos em que um ou mais nutrientes sao adicionados ao fermentador durante
o cultivo e os produtos gerados permanecem até o final da fermentagédo. A vazao de
alimentagdo pode ser constante ou variar com o tempo, e a adicdo de substrato
pode ser feita de forma continua ou intermitente (CARVALHO e SATO, 2001).

Controlar a vazéo de alimentagdo de substrato do sistema permite controlar
a concentragdo do substrato, e assim, diminuir o efeito inibitério causado pelo
excesso de acgucar. Isso permite a adigdo de agucar nos momentos em que a
fermentacado esta com concentragdes baixas do mesmo (LESSMANN, 1993).

Devido ao controle da concentragcédo de substrato, o metabolismo microbiano
pode ser deslocado para uma via metabdlica especifica, resultando em um aumento

da producédo de um produto especifico. Apds a fase de enchimento no biorreator, o
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processo adquire as mesmas caracteristicas do processo descontinuo, sem entrada
ou saida de elementos do biorreator. O processo cessa no instante em que a massa
de produto no biorreator se mantém constante, ou seja, quando entra em equilibrio
(CARVALHO; SATO, 2001).

Um ponto importante na fermentagdo em batelada alimentada € o
desenvolvimento de uma estratégia de alimentacdo apropriada. Estratégias para
controlar a concentracdo de nutrientes dentro do intervalo 6timo estdo sendo
desenvolvidas, e aplicada para a cultura de células de alta densidade de varios
microrganismos (LEE et al., 1999).

O processo foi introduzido com o intuito de aumentar a produtividade em
relacdo a batelada simples, que além de ser lenta possui baixa produtividade.
Algumas vantagens sao (ALMEIDA, 1960):

e Economia de agucar devido a um menor crescimento celular e
consequentemente um aumento do rendimento em etanol e outros
produtos;

e Eliminagcédo de contaminantes pela centrifugagdo do mosto fermentado
(separacéao da levedura);

¢ Eliminacdo da necessidade de cultura pura no preparo do inéculo,
pratica exigida no processo descontinuo classico, diminuindo a
complexidade das operagdes na condug¢ao do processo.

e Grande potencial para a automacado de processos e reducdo de

custos operacionais.

Figura 5 - Biorreator em batelada alimentada e variagdo de S, X e P com o tempo
em um processo fermentativo descontinuo alimentado
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Fonte: Adaptado de Mendes et al., 2013; Adaptado de Copersucar, 1987.
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O balango de células de um processo em batelada e de um em batelada
alimentada é o mesmo, representado pela Equagao 6.
Para o balango de substratos, temos:

V.%zFe-Se—Fs-Ss—V-rS (7)
Onde Fe é vazao de entrada e Fs a vazao de saida em L/h e V o volume do

reator em litros. Como o termo de saida é nulo, uS =rS-(1/X) e F/V =D, temos:

S =D-Se — ps-X (11)

Onde u, € a velocidade especifica de consumo de substrato e D é a vazao
especifica de alimentagao.

Por fim, o balango de produtos do processo de batelada alimentada € igual ao
da batelada, representado pela Equacgao 10.

2.2.1.3 Processo Continuo

O processo de fermentacdo continua caracteriza-se por possuir uma
alimentagao continua de meio de cultura a uma determinada vazdo, mantendo-se o
volume de reacdo constante pela retirada continua de caldo fermentado. Cada
porcdo de meio alimentada no fermentador € instantaneamente misturada com o
volume de reacdo, de forma que o liquido efluente possuira as mesmas
concentragcdes de células, substrato e produto, que aquelas existentes no meio de
reagéo (GOMEZ, 2011).

Nesse tipo de processo, é essencial manter um volume de cultura constante.
A manutencao de volume constante de liquido no reator é de primordial importancia,
a fim de que o sistema atinja a condigdo de estado estacionario, condigdo na qual as
variaveis de estado (concentragdo de célula, de substrato e de produto)
permanecem constantes ao longo do tempo de operagdo do sistema (SOUZA,
2009).

Os primeiros sistemas de processos continuos foram os de dornas ligadas

em série, com quantidade e tamanho variados, em cascata, em que as primeiras
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dornas continham cerca de 70% do volume total da fermentacdo. Com a evolugao
dos processos fermentativos, ocorreu a otimizagdo dos mesmos, aumentando a
produtividade e diminuindo o tempo do processo. Uma planta operando de forma
continua tem um nivel de utilizagdo dos equipamentos de 100%, ou seja, n&o
existem tempos mortos, diminuindo assim o volume de fermentadores necessarios e
area de troca térmica dos trocadores de calor utilizados para resfriar os mesmos.
Este fato faz com que o investimento inicial em um processo continuo possa chegar
a 60% daquele necessario para a instalagdo de um processo batelada de mesma
capacidade. Apesar de custar menos, os processos de fermentagdo continua
exigem um maior nivel de automagdo e sua operagdo, apesar de mais simples,
exigem maiores cuidados
Algumas vantagens dos processos continuos sdo (FACCIOTTI, 2001,
BORGES, 2008; PACHECO, 2010):
e Maior produtividade;
¢ Menores volume de equipamentos em geral,
e Amplas possibilidades de total automagao;
e Redugao do consumo de insumos;
e Trabalham em condi¢bes 6timas de operagao no estado estacionario.
e Algumas desvantagens sao:
¢ Possibilidade maior de contaminacéo;
e Possibilidade de ocorréncia de mutagdes genéticas espontaneas e
selecdo de mutantes menos produtivos;
¢ Dificuldades de operacédo em estado estacionario, como: formacgao de
espuma, crescimento do microrganismo na parede do biorreator;
e Dificuldades de manutengdo de homogeneidade no reator, quando se
trabalha com vazdes baixas;

e Maior investimento.
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Figura 6 - Biorreator em processo continuo
F
So
Xo

(Po) _—?_—l

T X O m

Fonte: Adaptado de Mendes et al., 2013; Adaptado de Copersucar, 1987
Legenda: (F) Vazao; (S) Substrato; (X) Célula; (P) Produto.

O balango de massa de um processo continuo é calculado partindo do
balanco global, Equacéo 4, porém como se encontra no estado estacionario temos
que n&o ha variagao.

Para o balanco de células, temos que Xe é nulo, pois n&do existe células na
corrente de entrada do reator, uX =rX-(1/X) e F/V = D. Podemos escrever a

Equacéo 13 como:

D= py (13)

Onde D é a vazao especifica de alimentacgao.

Para o balango de substratos, temos:

0=Fe-Se — Fs-Ss —V-rS§ (14)

Onde Se é a concentragédo de substrato na corrente de alimentagédo e Ss na
corrente de saida (g. L™1). Como uS =S - (1/X) e F/V =D, temos:

Se—=S8Ss)=—uS - X (15)

Por fim, para o balango de produto ndo temos Pe. Como uP =rP-(1/X) e
F/V =D, temos:

D-Ps= uP - X (16)
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Onde Pe e Ps a concentragéo de produto em (g. L™1) na corrente de entrada e

saida respectivamente, e u, € a velocidade especifica de produgao.

2.3 SUBSTRATO DE BAIXO CUSTO

2.3.1 Bagaco de cana-de-agucar

A cana-de-agucar € uma graminea, da classe das monocotiledéneas, sendo
um hibrido complexo de varias espécies do género Saccharum (EMBRAPA, 2005).
Dentre elas, destacam-se comercialmente as espécies Sinense e Officinarum por
possuirem os maiores teores de sacarose.

Essa cultura possui grande importancia no Brasil, sendo cultivada em
diversos ambientes com diversidade de clima e solo (MAULE et al., 2001).

O bagago da cana-de-agucar corresponde a 30% (base umida) da cana-de-
acucar moida e é o maior residuo da agroindustria brasileira (SILVA et al., 2007). As
préprias usinas utilizam deste bagago como fonte energética (substitui o dleo
combustivel no processo de aquecimento das caldeiras) e para a geragdo de
energia elétrica (BURGI, 1985).

Existem outros usos néo energéticos para o bagago da cana, como matéria-
prima na industria de papel e papeldo, na industria quimica, como material
alternativo na construcao civil, como ragcdo animal e na producdo de biomassa
microbiana (PANDEY et al., 2000).

As fibras do bagago da cana-de-agucar contém, como principais
componentes, cerca de 40% de celulose, 35% de hemicelulose e 15% de lignina
(BURGI, 1985).

A celulose é o biopolimero renovavel mais abundante da natureza,
encontrado em plantas, bactérias e alguns animais (TINGAUT et al., 2012; CHEN,
2014). E um homopolissacarideo semicristalino linear de cadeia longa constituida de
7.000 a 15.000 residuos de D-glicose unidas por ligagdes [(-1,4 glicosidicas
(GIBSON, 2012). Em vegetais, as moléculas de celulose estdo organizadas em
fibrilas elementares, que sao integradas em unidades maiores denominadas
microfibrilas, que por sua vez compdem as fibras (PAAKKO et al., 2007; HABIBI et

al., 2010). As microfibrilas de celulose estdo envolvidas em uma matriz envolta por
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hemicelulose e lignina ou pectina, conferindo suporte estrutural as plantas (GIBSON,
2012; SILVEIRA et al., 2013).

Hemicelulose refere-se a um grupo de polissacarideos de cadeia ramificada
e baixa massa molecular, que atua como agente de ligagdo entre a celulose e a
lignina nas paredes das plantas (BAI; HU; XU, 2012). Sdo compostas por um ou
mais tipos de agucar, contendo 5 ou 6 atomos de carbono, e classificadas de acordo
com sua composi¢cdo. Também contém grupos substituintes acetil e metil. Possui
configuracgdo irregular e auséncia de cristalinidade, motivo pelo qual absorve agua
facilmente, contribuindo para o aumento de flexibilidade das fibras assim como para
o0 aumento da area especifica ou de ligagao das fibras (MARQUES et al., 2010).

A lignina trata-se de um dos principais componentes dos tecidos, ocorrendo
em vegetais e tecidos vasculares. Possui um importante papel no transporte de
agua, nutrientes e metabdlitos, sendo responsavel pela resisténcia mecanica de
vegetais, além de proteger os tecidos contra o ataque de microrganismos. Vegetais
primitivos como fungos, algas e liquens n&o sao lignificados (FENGEL & WEGENER,
1989).

2.3.2 Transformacdao do bagaco de cana-de-acucar em substrato para
processos de fermentagao

Antes da producédo de hidrolisado € preciso que a matéria-prima esteja apta
para receber o tratamento de forma a ser eficiente. No caso de uma biomassa
lignocelulésica como o bagago de cana-de-agucar € necessario romper a barreira
vegetal formada pela lignina e hemicelulose, desestruturando a parede celular do
vegetal por meio dos pré-tratamentos, cujo o objetivo é tornar a celulose mais
suscetivel ao acesso das enzimas na hidrolise.

Sem o pré-tratamento, a acdo das enzimas € lenta e com rendimentos
inferiores a 20%, mas a insercdo de uma etapa de pré-tratamento resulta em
rendimentos superiores a 80% (MORAIS, 2010). A eficiéncia desta etapa fica em
funcdo do rendimento, seletividade, funcionalidade e custo de operagédo. Segundo
(ASSUMPCAOQ, 2015) para o pré-tratamento ser bem sucedido os requisitos sdo:

e A ruptura do complexo lignina-carboidrato;
e Preservacao da cadeia celuldsica;

e Redugao do grau de polimerizagéo e cristalinidade dos constituintes;
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¢ Aumento da area superficial,

e Baixa producdo de substancias de degradagdo dos acgucares tais
como acido acético, furfural, 5- hidroximetilfurfural e compostos
fendlicos.

Os métodos de pré-tratamento propostos podem ser classificados como
fisicos (tratamento mecanico por trituragdo, moagem, ultrassons e micro-ondas),
quimicos (liquidos iénicos, agentes oxidantes, acidos, alcalis, solventes organicos e
AFEX- explosdo com solugdo de amdnia), fisico-quimicos (explosdo a vapor d’agua,
fluidos supercriticos e a auto hidrolise com agua liquida quente (LHW)) e biolégicos

(acao de microrganismos). Além da possivel combinagao entre eles.



Tabela 3 - Tipos de pré-tratamento de biomassas lignoceludsicas

trataﬁ:l‘:-ntos Fatores Vantagens Desvantagens Referéncias
Agbor et al
Moagem e Redugédo do Alto gasto energético;  (2011);
Fisicos trituragao; tamanho da Nao remogao de Santos et al
Radiacdo e Altas  particula; Redugao lignina e hemicelulose  (2012);
temperaturas da cristalinidade. e formagéao de Sarkar et al
inibidores. (2012).
Remocéo da lignina; Formacao de sais Agbor et al
Alcalinos e AFEX Despolimerizacao irrecuperaveis; baixa (2011);
da hemicelulose. eficiéncia em residuos  Kumar et al
com alto teor de (2009);
lignina e corrosao Sarkar et al
(2012).
) Remocéo da Necessidade de Candido et
Acidos hemicelulose; altera  neutralizagdo; Ataque  al (2012);
estrutura da lignina.  pouco efetivo a lignina  Chatuverdi e
e Corrosao. Verma
(2013).
Quimicos Remocao efetiva da Necessidade de ajuste Dawson
Agentes hemicelulose; Baixa de pH do reagente. Boopathy
Oxidantes degradacéao da (2008);
celulose; Néao Chatuverdi e
geracao de residuos Verma
solidos. (2013);
Rabelo et al
(2011).
Remocédo da lignina  Necessidade de Sun et al
Solventes e hemicelulose; remogao do solvente (2002);
Organicos Obtengédo da lignina  residual; Formagdo de  Agbor et al
com alto grau de inibidores; Alto custo (2011);
pureza. na recuperacéao do Santos et al
solvente. (2012).
Remocéo da lignina  Maior tempo de Balat
e hemicelulose; residéncia; Alto custo;  (2011);
Microrganismos Baixo gasto Taxa de hidrolise Zheng et al
Bioldgicos energético; Ideal baixa; Menor (2009);
(Fungos) - ;
para materiais com rendimento em Ogeda e
alto teor de acucares. Petri (2010).
carboidratos.
~ Equipamentos Sun et al
ExplosaQ . resistentes a alta (2002);
a vapor; - Aumento da area ressao; Alto controle  Alvira et al
Fisico-Quimicos Exploséo superficial; P A .e a
LN - das variaveis do (2010);
aCO2e eficiéncia energética .
LHW processo; Etapa Ogeda e

adicional para
remog¢ao da lignina.

Petri (2010).

Fonte: Autora (2023).
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A Tabela 3 mostra vantagens e desvantagens dos processos de pré-
tratamento. O processo escolhido deve levar em consideragao a matéria-prima e o
produto final, ja que diferem entre si pela acdo dos reagentes e pelos mecanismos
que realizam as modificacbes estruturais da parede celular a fim de aumentar a
acessibilidade das enzimas a celulose.

O pré tratamento com glicerol visa manter a maior fragdo de celulose
na fibra (SUN et al., 2008), e apos o pré-tratamento a celulose representa mais de
60% da composicdo do bagago pré-tratado. No pré-tratamento realizado foi
observada uma solubilizacdo média de 28% da celulose, 74% da hemicelulose e
78% da lignina.

Apoés o pré-tratamento, o bagago-de-cana pode ainda ser submetido a
uma hidrolise enzimatica, que converte os polissacarideos de celulose e
hemicelulose em glicose e outros agucares fermentaveis, que podem ser convertidos
a combustiveis liquidos e muitos outros quimicos de valor agregado (NEVALAINEN,
2005) por microrganismos competentes.

A hidrdlise enzimatica da celulose, caracterizada pela sua conversao a
glicose, é catalisada por celulases. Por conta da elevada recalcitrancia das fibras de
celulose, grandes quantidades de enzimas s&o necessarias durante a hidrolise
celulolitica (CALZADO, 2017).

As enzimas do complexo celulolitico sdo hidrolases que clivam ligagbes
glicosidicas, e classificam-se de acordo com seu local de atuagdo no substrato
celulésico. As endoglucanases agem de forma aleatoria, clivando ligagdo beta,
dentro da molécula da celulose; as celobiohidrolases (exoglucanases) removem as
unidades de celobiose a partir das extremidades da cadeia da celulose e a
Bglucosidase quebra celobiose em duas unidades de glicose (LIMA et al., 2005).
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3MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMO E REATIVACAO

Neste estudo foi utilizada a linhagem de Propionibacterium acidipropionici
ATCC 4875, gentilmente cedida pela Prof.a Dr.a Aline Carvalho da Costa da
Universidade Estadual de Campinas, Unicamp. A cultura foi reativada em meio
reinforced clostridial medium (RCM), composto por (g. L™1): extrato de levedura (3),
extrato de carne bovina (10), peptona (10), amido soluvel (1), glicose (5), cloridrato
de cisteina (0,5), cloreto de sodio (5), acetato de sddio (3). O cultivo foi realizado em
condigbes anaerdbicas em frascos selados (serum bottles) a 32 °C, sem agitacéo.
As cepas foram estocadas em frascos criogénicos a - 80 °C, contendo 1,0 mL de
suspensao bacteriana e 1,0 mL de glicerol a 50%. Metodologia baseada no
protocolo padrao do fornecedor.

3.2 PRE INOCULO E INOCULO

Os meios de pré-indculo e inéculo foram preparados em serum bottles de
100 mL contendo 70 mL de meio composto por: (g. L) extrato de levedura (10),
caldo triptico de soja (5), K2HPOa4 (0,25), MnS04.H20 (0,05), glicose (3) e (15), para
pré inoculo e inéculo respectivamente. Os componentes do meio foram esterilizados
separadamente a 121 °C por 20 min e, em seguida, misturados assepticamente em
cabine de fluxo laminar antes do uso. Por fim, o gas nitrogénio foi aspergido nos
frascos por 30 min antes da inoculag&o. O pH final dos meios foi 7,0 £ 0,2. (Stowers;
Cox e Rodriguez, 2014, COSTA, 2021).

Tubos criogénicos contendo a cepa P. acidipropionici foram descongelados
e inoculados com auxilio de uma seringa em 70 mL dos meios de pré-inoculos. Os
cultivos foram mantidos em crescimento a 32 °C por 24 h, sem agitagdo. Apos o
crescimento, 10 % (7 ml) do volume do pré-indculo foi transferido para o indculo. Os
in6culos foram mantidos em crescimento a 32 °C por 24 h (Quimis Q222T2,
Diadema, Brasil).
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Figura 7 - Pré-Inéculo e In6culo
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Fonte: Autora (2023). (llustragéo criada na plataforma BioRender, https://biorender.com/).

3.3 AVALIACAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO DE P. ACIDIPROPIONICI
NO INOCULO EM GLICOSE

Serum bottles com 70 ml de meio de pré indculo foram inoculadas com um
tubo criogénico de 2 ml contendo a cepa P. acidipropionici. Os cultivos foram
mantidos em crescimento a 37 °C por 24 h, sem agitacdo. Apds esse periodo, 10%
de volume (7 ml) de meio foi transferido para quatro serum bottles contendo 70 ml
de meio de indéculo. Os cultivos foram mantidos em crescimento a 37 °C por 24 h,
sem agitacdo, e a cada 3 h uma aliquota foi coletada do meio para medir a

absorvancia e avaliar o crescimento da cepa.
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Figura 8 - Esquema de pré-inéculo e indculo de P. acidipropionici
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Fonte: Autora (2023). (llustragéo criada na plataforma BioRender, https://biorender.com/).

3.4 HIDROLISE ENZIMATICA DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

O hidrolisado foi produzido a partir de bagago de cana-de-agucar pré
tratado pela equipe coordenada pela Prof.a Dr.a Aline Costa , Unicamp. O bagago
de cana foi pré-tratado com glicerol bruto vindo de uma planta de produgdo de

biodiesel.
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O bagaco in natura foi caracterizado e apresentou a seguinte composigao:
47,7% de celulose, 30,2% de hemicelulose, 22,9% de lignina, 1,4% de cinzas e 1,8%
de extrativos.

O pré tratamento foi realizado a 210°C por 30 min, e a composigao utilizada
foi de 30% de solidos e 70% de glicerol. Apds o pré-tratamento houve separagao
sélido liquido e a fragdo solida foi enviada para o Laboratorio de Engenharia
Biologica (Lieb) da UFSC.

A hidrolise enzimatica foi realizada em um Erlenmeyer (com volume util de
40% do volume total do frasco) em que adicionou-se solugdo tampao citrato 0,05
mol/L para pH 4,8, e bagago de cana-de-agucar pré tratado em uma proporcao de
10% de solido. Em seguida, foi adicionado a polpa uma carga enzimatica de 15
FPU/g de bagago de Cellic Ctec 2. Por fim, os Erlenmeyers com a mistura foram
colocados em uma incubadora (Incubadora Shaker de piso Nova Etica) com
agitacdo orbital 150 rpm a uma temperatura de 50° C por 72 h baseado na
metodologia Dionisio et al., 2021.

Apos o tempo de incubagao, os Erlenmeyers foram retirados da incubadora.
O conteudo foi centrifugado a 3000 xg por 5 min (Centrifuga Beckman coulter Avanti
JE) e o sobrenadante filtrado com filtro de celulose até se obter um liquido
translucido. Uma aliquota de 2 ml foi coletada para posteriormente determinar as
concentragbes de acido acético (AC), glicose e xilose. O restante do hidrolisado foi
imediatamente autoclavado a 121°C por 20 min para parar a reacao hidrolise e
esterilizagdo, seguido de armazenamento sob refrigeracdo para ser utilizado na
fermentacao.

A aliquota coletada ao fim da hidrolise foi aquecida em banho termostatico a
100°C por 15 min para inativar a atividade enzimatica. Em seguida, a aliquota foi
diluida em duas amostras e enviada para determinar as concentragbes de glicose,
xilose e AC por cromatografia liquida de alta eficiéncia, high- performance liquid
chromatography (HPLC), conforme a metodologia modificada descrita por Liu et al
(2016).

3.5 MEIO DE CULTURA E CONDICOES DA FERMENTAGAO

O meio inicial do biorreator foi composto por: (g. L™!) extrato de levedura
(10), K2HPO4 (0,25), difosfato de amoénia (3) e hidrolisado de bagaco de cana-de-
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acucar (30). O meio dos pulsos foi composto de hidrolisado de bagago de cana-de-
acucar de forma que a concentracgao final do meio fosse de 30 g. L™! de hidrolisado.

Para iniciar a fermentagcéo com alta densidade celular, 11 frascos de 70 mL
de in6culo foram centrifugados a 3000 xg por 15 min (Centrifuga Beckman coulter
Avanti JE) e lavados com agua peptonada 0,1% estéril, em seguida, foram
ressuspendidos em um volume que corresponde a 10% do volume de trabalho.

A fermentacéo foi realizada em regime de batelada alimentada, utilizando
dois biorreatores de 1,5 L (New Brunswick BioFlo® / CelliGen® 115), com um
volume total de trabalho de 0,75 L cada. O volume inicial foi de 0,3 L de meio. A
condigdo anaerdbica foi obtida a partir da aspersao de gas N2 no meio por 30 min
antes da inoculagdo. A temperatura foi controlada a 32 °C e a agitagdo mantida a
150 rpm. O processo foi realizado com controle automatizado de pH mantido em 6,8
+ 0,2, adicionando NaOH 4 M estéril (modificada de Liu, Z. et al.2012). As amostras
foram coletadas em horarios pré-estabelecidos durante 76 h de fermentagao.

Para a realizagcdo do pulso foram necessarios calculos para prever a
quantidade de hidrolisado que deveria ser adicionada a fim de aumentar a
concentragdo de agucar para a concentragdo inicial (~30 g. L™1). Os pulsos foram
programados para 0 momento em que a concentragdo de agucar estivesse proxima
de 10 g. L1,

Os seguintes calculos foram feitos:

Massa de agucar no biorreator momento do pulso:

M1 =[S1].V1
M1=10g.L™*.0,3L
M1 = 3g

Concentragéo que se deseja obter ao final do Pulso 1 =30 g. L1
Volume do biorreator apés pulso 1 = 0,5L

Volume do pulso1=0,2 L

Concentragéo do hidrolisado = 68,95 g. L1

Massa de S apésopulso1=30g.L"1.0,5L=15¢g

MS_total = [S1].V1 + [S2] .V2
15g=10g.L"1 *0,3L + S2 *0,2L
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S2=60g.L!

Sabendo que era preciso adicionar o equivalente a 60 g. L™t de agucar, e que
a solugdo estoque de hidrolisado era de 68,95 g. L1, pela férmula da diluicdo
C1V1=C2V2 , temos que o volume de 0,174 ml de hidrolisado deveria ser adicionado
ao biorreator. Além deste volume, 0,026 L de uma solucido de extrato de levedura
(10 g. L™1) foram adicionados para completar 0,2 L do pulso.

O segundo pulso aconteceu quando a concentragdo de agucar residual no
biorreator estivesse proxima de 10 g. L~! novamente. Considerando agora um
volume de 0,5 L, e que no final do pulso 2 com 0,7 L teria 21 g de agucar, realizando
as mesmas contas, temos que era necessario adicionar 0,232 L de hidrolisado da
mesma solucao estoque.

Dados Pulso 1:

C1.v1=C2V2

68,95g/L.V1=60g/L.0,2L

V1 =0,174 L (volume de hidrolisado)

Dados Final Pulso 1:

M3 = [S3].V3
M3=10g.L1.0,5L
M3=5¢g

Concentragéo que se deseja obter ao final do Pulso 2 =30 g. L1
Volume do biorreator apés pulso 2 =0,7 L

Volume do pulso2=0,2 L

Concentragéo do hidrolisado = 68,95 g. L1

Massa de Sapdésopulso2=30g.L"1.0,7L=21¢g

MS_total = [S2].V2 +[S3].V2
21g=10.0,5L+ S3.0,2
S3=80g. L

Dados Pulso 2:
C1.Vv1=C2V2
68,959.L°1.V1=80g.L1.0,2L
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V1 =0,232 L (volume de hidrolisado)

Para estimar o momento em que o aglcar estivesse préximo a 10 g. L1, a

seguinte base de calculo foi realizada:

Dados da Estimativa Pulso 1:

y = 0,421 x + 0,5089, onde x & a absorvéncia e y a massa seca (Coral
et al., 2008)

Formula (20) e (17)

Yx/s = 0,2 (estimado com base em Coral et al., 2008)
Sf = Concentragao de substrato para dar o Pulso 1 =10g. L™
Abs0 = 1,303 (medido)

S0=30g.L!

ux = 0,0903 (grafico)

y = 1,057463 = x0

xf =5,057463

Abs = 10,8041876

In(Abs/Abs0Q) = 2,1152645

t=23,42 =23 h 25 min

Pulso 1 dado no ponto 18,33

Dados da Estimativa Pulso 2:

y = 0,421 x + 0,5089, onde x é a absorvancia e y a massa seca
Formula (20) e (17)
Yx/s = 0,2 (estimado)

Sf = Concentragao de substrato para dar o Pulso 1 =10g. L™
AbsO = 4,9 (medido)

S0=30g.L1

ux = 0,0697 (grafico)
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y =2,5718 = X0
xf = 6,5718

Abs = 14,40

In(Abs/Abs0) = 1,077993

t= 15,46 = 15 h 28 min = ponto 34,30

Pulso 2 dado no ponto 34,25

3.6 ANALISES DA FERMENTAGCAO

Figura 9 - Andlises da Fermentacao
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Fonte: Autora (2023). (llustragéo criada na plataforma BioRender, https://biorender.com/).

3.6.1 Determinacao das concentragoes de glicose, acido propiénico (AP),

acido acético (AA), acido succinico (AS), acido latico (AL)

As aliquotas da fermentagao foram centrifugadas durante 10 min a 8.960 xg
(Centrifuga HT MCD - 2000) e os sobrenadantes foram filtrados usando filtro com
membrana PVDF, marca Analitica, tamanho de poro de 0,22 um. As concentragdes

de glicose, xilose, arabinose, acido propiénico (AP), acido acético (AA), acido
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succinico (AS) e acido latico (AL) foram determinadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, high- performance liquid chromatography (HPLC), conforme
metodologia modificada descrita por Liu et al. (2016). Os produtos foram analisados
com base na comparagao dos tempos de retencdo das amostras padrdo. O calculo
da concentragdo dos compostos foi efetuado a partir da equacgao linear da curva

realizada com amostras padréo.

3.6.2 Determinacao da massa seca

Apos retirar os sobrenadantes para determinacdo de compostos, os
eppendorfs com massa umida ficaram na estufa a 100 °C por 24 h (Estufa Quimis Q-
371B222). Em seguida, foram pesados e a massa seca foi calculada pela diferenca
de peso dos eppendorfs vazios e com a massa seca. Metodologia modificada
descrita por Piwowarek et al. (2019).

3.6.3 Determinacao da absorvancia

O crescimento celular foi monitorado por densidade optica a 600 nm
utilizando um espectrofotdmetro (Bioespectro SP-220).

3.6.4 Determinacgao do agucar pelo método enzimo-colorimétrico

O teste Enzimo-Colorimétrico (Trinder) tem como finalidade determinar
quantitativamente a glicose. Durante tempos pré-determinados foram tiradas
aliquotas do biorreator. Essas aliquotas foram diluidas e colocadas em tubos de
ensaio. Além das amostras, gotas do reagente de cor (tampéo fosfato 30 mmol/L;
fenol 10 mmol/L; glicose oxidase > 12500 U/L; peroxidase > 800 UI/L; 4-
aminoantipirina 290 umol/L; azida sédica 7,7 mmol/L; estabilizantes e surfactantes)
foram adicionadas. Os tubos de ensaio contendo a amostra e o reagente juntamente
com uma amostra de branco foram submetidos a um banho maria a 37°C por 10 min
(Q334M, Quimis). Posteriormente foi medida a densidade 6ptica a 505 nm utilizando
um espectrofotdmetro (Bioespectro SP-220). Os calculos foram feitos seguindo a
metodologia do fornecedor.
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3.7 TRATAMENTO DOS DADOS DE FERMENTAGAO

Os resultados obtidos durante a fermentagcdo foram tratados usando as

equacdes apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Férmulas utilizadas para analise dos resultados

N:&Z;%ga Parametro Férmula Unidade
X
In (X—> = UXmax-t
(17) Velocidade especifica be -
maxima de crescimento ln( ) = UWXmax-t
abs,
(18) Velocidade especifica _ A1 -
de crescimento e
(19) Fator de converséo de _Pe—PR -1
substrato em produto Y% S =S¢ gP 5
(20) Fator de converséo de X =X -1
substrato em célula Y)—S( S —S¢ gx 5
(21) Produtividade _Pe—P gP L 'h™!
volumétrica global Qp = t
(22) Rendimento de glicose [glicose] 1
: Yo =t gG gB
por grama de biomassa g [solidos]
(23) Rendimento de glicose | _ [glicose] %celulose -
por grama de celulose g7 [solidos] 100 g4 8
(24) Rendimento de xilose _ Ixilose] L
por grama de biomassa Y)%l ~ [sélidos] gXil gB
(25) Converséao 1,5 CcH;,04 = 2 C3H,0,
Estequiométrica de + CH;COOH + CO, + H,0
glicose/frutose em AP e
AA
P — P 100
(26) Rendimento n= S;—S; 0,55 %

Fonte: Autora (2023).

Legenda: (Pr) Concentrag&o final de AP; (P;) Concentrag&o inicial de AP; (S55) Concentrag&o final de

substrato; (S; ) Concentragao inicial de substrato; (Xr) Concentracéo final de célula; (X;)
Concentragéo inicial de célula; (t) Tempo; ([glicose]) concentragao de glicose; ([solidos]) concentragéo
de solidos; ([xilose]) concentragao de xilose; (0,55) conversao estequiométrica de glicose em AP para

P. acidipropionici.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CINETICA DE CRESCIMENTO MICROBIANO DE P. ACIDIPROPIONICI NO
INOCULO EM GLICOSE

O perfil cinético permite compreender o comportamento e a capacidade de
replicagcdo do microrganismo em condigdes especificas. A Figura 10 apresenta o

perfil cinético construido para a P. acidipropionici em glicose.

Figura 10 — Perfis de Ln (Abs/Abs0) do cultivo de inéculo de P. acidipropionici em
serum bottles, a 37 °C por 24h.
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Fonte: Autora (2023).

A partir dos dados da cinética foi calculada a velocidade especifica maxima
de crescimento (umax) por meio do coeficiente linear da reta observada nos dados
de In(X/X0) versus o tempo. Foi possivel estabelecer a velocidade especifica
maxima de crescimento celular de ux = 0,086 h™' para P. acidipropionici utilizando

glicose como fonte de carbono.
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A Tabela 5 apresenta resultados encontrados na literatura.

Tabela 5 - Velocidade especifica de crescimento P. acidipropionici em estudos

uméax (h™") Referéncias
0,08 (MART, 2002)
0,05 (ZHANG, 2009)
0,076 (SILVA, 2019)

Fonte: Autora (2023).

A velocidade especifica maxima de crescimento obtida € condizente com o
relatado em Mart, 2002 e Silva, 2019, porém é consideravelmente maior do que a
encontrada em Zhang, 2009.

4.2 RESULTADOS DA HIDROLISE ENZIMATICA DO BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR

A hidrélise enzimatica converteu os polissacarideos de celulose e
hemicelulose do bagago de cana-de-agucar em glicose e outros acgucares

fermentaveis, como a xilose.

Tabela 6 - Resultados da Hidrélise Enzimatica

Concentragio em g. L1

Glicose 59,413
Xilose 9,553
AA 1,1275

Fonte: Autora (2023).

Os rendimentos de glicose por grama de biomassa e por grama de celulose
foram calculados utilizando as Equagdes 22 e 23 respectivamente, e o rendimento
de xilose foi calculado pela Equacéo 24. A concentragéo de solidos foi de 125 g/L, e
a porcentagem de celulose e hemicelulose no bagaco era de 47,7% e 30,2%

respectivamente. Os resultados obtidos foram Ys = 0,47gG gB™*; Yc = 0,99 gGgCl e
B C

Yxi = 0,076gXilgB~!. O rendimento de glicose por grama de biomassa foi
B

consideravelmente maior que o rendimento de xilose, pois a concentracido de
celulose no bagago de cana-de-agucar era maior do que a de hemicelulose. Além
disso, a celulose € composta por grandes cadeias de glicose e a hemicelulose além
de ser composta por xilose, também possui arabinose e outros agucares na sua

Composicao.
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Em Wanderley, 2012 o hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado
alcangou uma concentracédo de 59,69 g/L de glicose, muito proxima da obtida nesse
trabalho. Ja o rendimento de glicose por grama de biomassa de 0,47 gG gB~! é
consideravelmente maior do que o de 0,18 gG gB~! encontrado em Gualberto, 2013,
que também utilizou bagago de cana-de-agucar pré-tratado como biomassa

lignoceludsica.

4.3 RESULTADOS DA FERMENTAGAO PROPIONICA EM BATELADA
ALIMENTADA

Atualmente, o AP é produzido, principalmente, por rotas petroquimicas, no
entanto, devido a demanda por aditivos naturais para aplicagdo no campo alimentar,
a producgéao de AP de origem microbiana vem crescendo, pois o AP produzido por via
biolégica é considerado um aditivo natural e seguro (LIU, Z. et al., 2016).

Para obtencéo de AP foi realizada uma fermentagdo em batelada alimentada
em biorreator de bancada. As Figura 11 e 12 apresentam os dados da cinética da
fermentacdo de AP realizada com hidrolisado de bagago de cana-de-agucar pré-

tratado como fonte de carbono, utilizando a cepa P. acidipropionici.
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Figura 11 - Cinética da producéo de AP por P. acidipropionici em biorreator
utilizando bagacgo de cana-de-agucar como fonte de carbono, cultivada a 32 °C por
76 h, em pH 6,8 £ 0,2 mantido com NaOH 4M. AP (m), AA (=), AS (m), AL (m),
glicose (m), xilose (=), arabinose ().
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Fonte: Autora (2023).

Figura 12 - Cinética da produc&o de AP por P. acidipropionici em biorreator
utilizando bagacgo de cana-de-agucar como fonte de carbono, cultivada a 32 °C por
76 h, em pH 6,8 £ 0,2 mantido com NaOH 4M em g/L. AP (m), AA (=), AS (m), AL
(m), glicose (m), xilose (=), arabinose ().
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Fonte: Autora (2023).
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Como mostrado na Figura 11 e 12, a cepa P. acidipropionici nao consumiu
por completo a glicose nas 76 h de fermentacdo. A producédo de AP se mostrou lenta
até as 18 h e depois cresceu exponencialmente, ja a producdo de AA comegou
crescente e foi se estabilizar a partir das 48 horas. A xilose parou de ser consumida
e se estabilizou depois do segundo pulso, enquanto a glicose continuou a ser
consumida. Arabinose n&do apresentou concentragdes significativas, AL ndo foi

produzido e AS foi produzido em baixas concentracdes.

Figura 13 - Perfis de Ln (X/X0) de P. acidipropionici em biorreator, a 32 °C por 76 h,
em pH 6,8 + 0,2 mantido com NaOH 4M. Ajuste linear (--).
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Fonte: Autora (2023).

A figura 13 mostra que a fase exponencial de crescimento acabou
antes do pulso 2, e depois entrou na fase estacionaria. Comparando a Figura 13
com as Figuras 11 e 12 é possivel observar que mesmo a P. acidipropionici
atingindo a fase estacionaria a produ¢cdo de AP continuou crescente, diferente do
observando em Parizzi et al., 2012, onde a producdo de AP se estabilizou junto com
o crescimento microbiano.

Além disso, Figura 13 mostra uma velocidade especifica maxima de
crescimento de ux = 0,06 h™' para P. acidipropionici utilizando bagago de cana-de-
agucar pre-tratado como fonte de carbono. Antes do pulso 1, atingiu um px = 0,098
h-', e a taxa de crescimento foi diminuindo com o tempo, chegando a 0,07 h™' entre
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os pulsos e 0,19 h'' depois do pulso 2. Comparando os resultados com o obtido
utilizando glicose como fonte de carbono (Figura 10), temos que a fermentagdo com
bagaco de cana-de-agucar pré-tratado alcangou uma velocidade especifica maior de
crescimento da cepa de P. acidipropionici dentro do perido de 24 h. Coral et al.,
2008, encontrou um pxmax igual (0,06 h') para o melago de cana-de-agucar
utilizando a mesma cepa P. acidipropionici.

Com base nos dados obtidos na fermentagdo e nos graficos acima temos

um fator de conversdo de substrato em produto (Yr) igual a 0,34 gP/gS, uma

produtividade volumétrica global (Q,) de 0,07 h™', um fator de conversdo de

substratos em células (Yx) igual a 0,21 gX/gS, uma velocidade especifica maxima de

crescimento (ux,,4,) de 0,098 h~1 antes do pulso 1, 0,07 h~1 entres os pulsos 1 e 2,

0,019 h~1! depois do pulso 2 e um rendimento de 61,8%.

Tabela 7 - Pardmetros cinéticos da fermentagao de AP por P. acidipropionici em
bagago de cana-de-agucar pré-tratado, a 32°C por 76 h de processo

Fator de Produtividade Velocidade especifica Rendimento
conversao volumétrica global maxima de crescimento AP

Yr = 0,34 gP/gS
° Qp,=0,07gP L™*h™  ux,.total = 0,06 h™"  n=61,8%

Yx= 0,21 gX/gS

Fonte: Autora (2023).

Comparando os resultados obtidos com os resultados da Tabela 2, temos
que a fermentacado alcangou uma produtividade semelhante a produtividade de uma
batelada alimentada com melagco de cana-de-agucar como fonte de carbono
(CORAL et al., 2008). Além disso, a produtividade ficou consideravelmente menor
em relacdo a fermentacdes de batelada alimentada utilizando fontes de carbono
simples como glicose e glicerol (HIMMI et al., 2000; ZANG E YANG, 2009; ZHU et
al., 2012). Zhu, 2012 realizou uma fermentacdo em batelada alimentada utilizando a
mesma cepa e 0 mesmo substrato desse estudo, porém atingiu uma produtividade 5

vezes maior.
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5CONCLUSAO

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar a produgdo de AP utilizando
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado como substrato em uma
estratégia de fermentacdo em batelada alimentada. Com os resultado obtidos foi
possivel observar que o bagago de cana-de-agucar pré-tratado pode ser utilizado
como substrato, porém estudos futuros sdo necessarios para aprimorar 0 processo
de producéao deste acido.

A cinética de crescimento microbiano obteve uma velocidade especifica de
crescimento em glicose de pux = 0,086 h', que é condizente com valores
encontrados na literatura. Porém, quando em meio hidrolisado, a velocidade decaiu
para ux = 0,06 h™.

O pré-tratamento e a hidrolise garantiram uma concentragdo de 59,4 g/L de
glicose no hidrolisado, com um rendimento de glicose por grama de biomassa de
0,47 gG gB~!. Quando comparado com dados da literatura, o rendimento da
hidrolise é consideravelmente maior.

A cepa P. acidipropionici durante 76 h de fermentagdo alcangou apenas uma
concentragdo final de AP de 8,7 g/L e uma produtividade volumétrica de 0,07 h™1,
consideravelmente abaixo do encontrado na literatura e em outros estudos com o

mesma biomassa lignoceludsica.
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