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RESUMO

A instabilidade econémica e ambiental reflete em um interesse crescente por uma
mudanca de matéria-prima base nos processos industriais. A matéria-prima
renovavel (biomassa) é considerada a Unica fonte confiavel da industria quimica no
longo prazo. Os compostos lignocelulésicos correspondem a cerca de 50% da
biomassa vegetal. A transformacdo da biomassa lignocelulésica em bioproduto é
chamada de bioprocesso. Os bioprocessos envolvem o uso de agentes biologicos e
podem ser divididos em trés etapas principais: tratamentos iniciais (upstream
process), fermentacao e tratamentos finais (downstream process). Cada bioprocesso
possui etapas downstream especificas. A etapa downstream (purificacdo) confere
uma maior pureza ao produto final. O processo geral de purificacdo é dividido em
guatro etapas: clarificacdo, purificacdo de baixa resolucdo, purificacdo de alta
resolucéo e tratamentos finais. Se o bioproduto for produzido de modo intracelular, o
rompimento celular € necessario apos a clarificacdo. O objetivo deste trabalho é
apresentar diferentes tipos de purificacdo existentes na literatura, bem como
diferentes aplicacbes de etapas downstream utilizadas no aproveitamento de
biomassas lignocelulésicas. Cada bioproduto pode possuir diversos processos de
purificacdo, o responsavel deve avaliar e adequar os processos para que o0 projeto
seja economicamente viavel e se obtenha um rendimento satisfatério. A escolha de
processos downstream € extremamente importante, pois as operacdes de
purificacdo podem chegar a 80% do custo total do processo. A reducao desse custo
serd possivel com o investimento em novas pesquisas por parte do governo e

empresas privadas.

Palavras-chave: Biomassa. @ Compostos Lignocelulésicos.  Bioprocessos.

Downstream.



ABSTRACT

The economic and environmental instability reflects in a growing concern in a change
of raw material base in industrial processes. Renewable raw material (biomass) is
considered the only reliable source for the chemical industry in the long term.
Lignocellulosic compounds accounts for about 50% of plant biomass. The
transformation of lignocellulosic biomass into a bioproduct is called a bioprocess.
Bioprocesses requires the use of biological agents and can be divided into three
main stages: initial treatments (upstream process), fermentation and final treatments
(downstream process). Each bioprocess has specifics downstream steps. The
downstream step (purification) gives greater purity to the final product. The general
purification process is divided into four steps: clarification, low resolution purification,
high resolution purification and final treatments. If the bioproduct is produced
intracellularly, cell disruption is required after clarification. The objective of this work
IS to present different types of purification existing in the literature, as well as different
applications of downstream steps used in the use of lignocellulosic biomass. Each
bioproduct can have several purification processes, the person in charge must
evaluate and adapt the processes so that the project is economically viable and a
satisfactory yield. The choice of downstream processes is extremely important as
purification operations can reach 80% of the total cost of the process. The reduction
of this cost will be possible with the investment in new researches by the government

and private companies.

Keywords: Biomass, Lignocellulosic Compounds. Bioprocesses. Downstream



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Diagrama de blocos para alguns produtos bioderivados. 2
Figura 2: Fluxograma de um tipico bioprocesso. 3
Figura 3: Exemplo da estrutura de um material lignocelulésico. 4
Figura 4: Estrutura da celulose. 6
Figura 5: Estrutura da hemicelulose. 6
Figura 6: Exemplo de estrutura da lignina. 7
Figura 7: Pré-tratamento de lignocelulésicos. 9
Figura 8: Representacdo esquematica da hidrélise da celulose. 11
Figura 9: Filtro rotativo a vacuo. 14
Figura 10: Esquema de uma centrifuga de discos com descarga por bocais. 15
Figura 11: Sistematica de uma centrifuga tubular. 16
Figura 12: Classificacdo de processos de separacdo de membranas em relacédo ao
diametro do poro e a pressao. 18
Figura 13: Esquema de uma célula de eletrodidlise. 20
Figura 14: Sistema em fase sélida. 21
Figura 15: Processo de extracao utilizando fluidos supercriticos. 22
Figura 16: Esquema de Cromatografia de Permeacao em Gel. 23
Figura 17: Mecanismo de cromatografia de troca ionica. 24
Figura 18: Destilacdo Fracionada. 25
Figura 19: Destilacdo Reativa. 26
Figura 20: Secagem por Spray Drying. 28
Figura 21: Isbmeros 6pticos do acido latico. 29
Figura 22: Rotas fermentativas do acido latico. 30
Figura 23: Reacdes de esterificacao e hidrdlise. 31
Figura 24: Estrutura quimica do acido succinico. 32
Figura 25: Compostos quimicos produzidos a partir do acido succinico. 32
Figura 26: Via metabdlica de acido succinico em elevadas concentracdes de CO,. 33
Figura 27: Estereoisbmeros do composto 2,3-butanodiol. 34
Figura 28: Esquema da sintese de compostos quimicos derivados do 2,3-butanodiol.

35

Figura 29:

Via metabdlica da formacado de 2,3-butanodiol por meio de fermentacéo.
35




Figura 30: Fluxograma de produc¢ao de etanol de segunda geracéao.

Figura 31: Fluxograma de processo de destilacdo de AEHC.

Figura 32: Processo de destilagcdo extrativa para a producéo de AEAC.

Figura 33: Formula estrutural do Xilitol.

Figura 34: Rotas quimicas e biotecnolégicas da producéo de xilitol.

36
37
39
40
41



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Composicéo de alguns materiais lignoceluldSiCos. ..........cccoevvvevevviiiiinnennnn. 5



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
2,3-BDO - 2,3-butanodiol
2G — Segunda Geracao
AEAC — Alcool etilico anidro combustivel
AEHC — Alcool etilico hidratado combustivel
AS — Acido Succinico
CO, — Dioxido de Carbono
EC — Enzyme Comission
GPC - Cromatografia de Permeacédo em Gel
H,O — Agua
SBAs — Sistemas de duas fases aquosas

SPE - Sistema em fase soélida



Sumario

1.

2.

3.

1R 101007\ TS 1
MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS ......ooueeieeieeeeeee ettt 4
2.1 CElUIOSE.....eeeeee e 5
2.2 HEMICEIUIOSE .....uiiiiiiieeieeeeee e 6
Y20 B o [ 11 o - SO UPTTT PR 7
PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS.......ocoveiteeeeeiecte et 8
701 A U 1 011 (T o PSPPI 8
.11 Pré-tratamentO.......cooooiiiiiiiiiii e e e 8
3.1.2  Hidrolise ENZIMALICA ..........ccooiiiiiiiiiiiiie ettt 10
3.2 FOIMENTAGED. ... ot ii e ettt e e 11
3.2.1 Fermentagao SUDMErSa.........coooiiiiiiiiiiiii e 12
3.2.2 Fermentacdo em meio SONAO.........cccevviiiiiiiiii e 12
3.3 DOWNSIIEAM. ...ttt e e e e e e e e e e e ennea 12
3.3.1  ClanfiCACA0....ccceuiiiieeeeiece e 13

1R T I A o 11 = (o To TS OPPPPPPPPPP 13

3.3. 1.2 CentrifUgAGCA0.......cceeeeeeeieiiiiieiiiiei ettt e e 15
3.3.2 Rompimento Celular...........cooouuiiiiiiiie e 16
3.3.3 Purificagdo de baixa reSOIUGEOD ...........uuuuiiiiiieeeiiiiiiei e 17

3.3.3.1  PreCIPITAGEAD ...ttt 17

3.3.3.2 Separacao por MemMBranas...........covvevveeiiiiieeeeeiiiie e e eeeeaas 17

3.3.3.3  EXIAGAO ... .etetieiiie ettt e e e 20
3.3.4 Purificacao de alta reSOIUGAOD .........ccccvvviiieiiiiiiie e 22

3.3.4. 1 Cromatografia .......ccceeeeeiiiiiiiiiiii e 22

3.3.4.2  DESHIAGAD c..vuui e 24

3.3.5  Tratamentos FINAUS .....ccuie e 27



3.3.5.1  LIOIIZAGAOD «..uuieeeeiiie e 27

3.3.5.2  CriStaliZAGAO .....ceevvvii e 27
3.3.5.3  Secagem por SPray AryiNg ...........coe oo eeeeeeeees 28

4. DOWNSTREAM EM PROCESSOS UTILIZANDO BIOMASSAS
LIGNOCELULOSICAS .......oeiteeeeeee ettt eae e ara e ene e enee e 29
4.1  Producdo de ACido LALICO .......c.ecueeieeeceeeeeeeieceeeeeee e 29
4.2 ProduGao de ACIAO SUCCINICO ......ocviiveeieieceieiee e, 31
4.3  Producdo de 2,3-Butanodiol.............cooeveiiiiiiiiiiiiiii e 34
4.4  Producéo de Etanol de segunda geracGao ...........ccoevvieeeeeiiiiiiiiniiiiiiiaaeeeene 36
4.5  ProduC80 de XilitOl........cceuuuuiiiiiieeiie e 40
5. CONCLUSAOD ..ottt ettt e e 42

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ooeeeeeee ettt 44



1. INTRODUCAO
A matéria-prima utilizada como fonte de energia e substrato para outros
produtos estad diretamente relacionada com a demanda e interesses das
atividades industriais. Um exemplo de cadeia € a madeira (utilizada como
combustivel) que foi substituida pelo carvao, que posteriormente foi substituido
pelo petréleo (devido ao grande potencial de transformacdo em varios
produtos) (CRUZ, 2012).

A instabilidade econ6mica e ambiental reflete em um interesse crescente
por uma mudanca de matéria-prima base. As incertezas com relacdo a oferta
de petroleo e a crescente preocupacdo com as questbes ambientais
proporcionaram o desenvolvimento das industrias renovaveis (biorrefinarias),
cujos produtos sdo obtidos por matérias-primas renovaveis. A independéncia
em relacdo aos produtos de origem féssil d4 uma maior seguranca as
industrias, jA que o preco do petrdleo, utilizado como matéria-prima em
diversos processos, varia bastante. (CRUZ, 2012; ALMEIDA, 2017)

Os combustiveis fésseis sdo recursos destinados ao esgotamento,
mesmo com 0 avancgo de novas técnicas de extracdo e producdo de gases a
partir dos mesmos. Portanto, a matéria-prima renovavel pode ser considerada
como a Uunica fonte confiavel da industria quimica no longo prazo.
(MARQUETTO, 2018)

No Brasil, essa grande mudan¢ca comportamental da industria brasileira
comegou com o programa Prodlcool (1975). O governo conseguiu diminuir a
dependéncia da importacdo do petroleo, e desde entdo, o etanol representa
mais de 10% da matriz energética brasileira (ALMEIDA, 2017).

Ha um crescente nimero de processos industriais que utilizam fontes
renovaveis como matéria-prima. Essa matéria-prima renovavel é chamada de
biomassa e pode ser transformada por processos termoquimicos ou
bioquimicos (CRUZ, 2012).

A biomassa é definida como qualquer material organico derivado de

planta, renovavel, heterogénea e quimicamente complexa. A Figura 1
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apresenta um diagrama de blocos com a diversidade de produtos obtidos

utilizando a biomassa como matéria-prima (CRUZ, 2012).

Figura 1: Diagrama de blocos para alguns produtos bioderivados.
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Fonte: CRUZ, 2012.

Os compostos lignocelulésicos correspondem a cerca de 50% da
biomassa vegetal. O acumulo de biomassa lignocelulésica no ambiente como
residuo gera impactos ambientais negativos, além de perdas de recursos
valiosos (ALVES, 2018).

A biomassa lignocelulésica é considerada potencialmente boa como
matéria-prima para quase todos compostos quimicos basicos e intermediarios
atuais. Os principais constituintes dessa biomassa sao a celulose, a
hemicelulose e a lignina (MARQUETTO, 2018; ALMEIDA, 2017).

Os bioprocessos podem ser definidos como processos que envolvem o
uso de micro-organismos, células e/ou enzimas. As reacdes que ocorrem
durante o processo sdo controladas por esses agentes biologicos. Portanto, 0s

processos industriais que envolvem a biomassa lignocelulésica sé&o
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classificados como bioprocessos, ja que dependem de agentes biolégicos para

a converséao da biomassa em produto (ASSIS, 2014).

Os bioprodutos formados sdo divididos em metabdlitos primarios ou
secundarios. Os metabdlitos primarios estdo diretamente relacionados com o
metabolismo do agente, enquanto os secundarios podem ser gerados pelo
mecanismo de defesa do mesmo ou podem ser produzidos conjuntamente com
0s metabdlitos primarios durante o processo de biotransformacdo (ASSIS,
2014).

Esses processos estao presentes na vida humana ha milhares de anos,
desde a fermentacdo de péaes e bebidas. Os processos biotecnolégicos podem
ser divididos em trés etapas principais: tratamentos iniciais (upstream process),
fermentacdo e tratamentos finais (downstream process). Na Figura 2 pode-se
observar um exemplo de um bioprocesso (TESCAROLLO, 2020; PEREIRA et
al., 2018).

Figura 2: Fluxograma de um tipico bioprocesso.
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Fonte: PEREIRA et al., 2018.
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Os produtos gerados pela industria biotecnoldgica sdo diversificados
(acidos organicos, antibiéticos, polissacarideos, horménios, aminoacidos,
peptideos e proteinas). Devido a essa diversidade, cada bioprocesso possui
etapas downstream especificas. O objetivo da etapa downstream é conferir a
maior pureza possivel ao produto final (SCHMIDELL et al., 2001; ASSIS, 2014).

Além da procura de novas técnicas de purificacdo para processos
industriais, h4 uma grande busca para a reducdo do impacto da etapa
downstream na economia global do processo, ja que as operacdes de
purificacdo podem chegar a 80% do custo total do processo (MEDEIROS,
2008).

2. MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS
Os materiais lignocelulésicos sédo produzidos em larga escala em
processos industriais, geralmente como subprodutos ou residuos
agroindustriais desses processos. As plantas superiores, madeira mole
(softwood) ou dura (hardwood) e graminea fazem parte do conjunto chamado
de biomassa lignocelulésica (DUSSAN, 2013). Estes materiais séo
caracterizados pela presenca de celulose, hemicelulose e lignina conforme

apresentado na Figura 3.

Figura 3: Exemplo da estrutura de um material lignocelulésico.

Celulose

Feixe de
celulose

Fonte: SALOMAO, 2017.
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A composicdo desses trés componentes varia em cada material

lignoceluldsico. A Tabela 1 contém algumas dessas composicoes.

Tabela 1: Composicao de alguns materiais lignocelulésicos.

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

Eucalyptus grandis 40,2 15,7 26,9
' Fonte: ANDRADE, 2017. '

2.1 Celulose

A celulose é encontrada em todas as plantas, sendo entdo o polimero
mais abundante da natureza. A celulose € um homopolissacarideo linear ndo
ramificado formado por monémeros de glicose unidos por ligacfes glicosidicas
do tipo B-1—4. O dissacarideo formado por essa ligacdo € chamado de
celobiose. Os feixes de celulose representados na Figura 4 formam
microfibrilas que tornam a celulose resistente. O polimero de celulose possui
alto peso molecular, contendo de 5000 a 10000 unidades de glicose
(SALOMAO, 2017, RABELO, 2010).

A celulose é definida como uma estrutura semicristalina, ja que possui
repeticdbes de regibes altamente cristalinas e amorfas. As regides cristalinas
ocorrem devido a ligacdes de hidrogénio (Figura 4), que acarretam numa forte
interagdo e compactacdo entre as moléculas. As regibes amorfas sdo mais
acessiveis a ataques de reagentes, enzimas ou absorcdo de agua. Sendo
assim, muitos estudos sédo realizados com amostras amorfas (LENGOWSKI,
2013, RABELO, 2010).



Figura 4: Estrutura da celulose.
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Fonte: ANDRADE, 2017.

2.2 Hemicelulose

A hemicelulose é um heteropolissacarideo ramificado formado por uma
mistura complexa de agucares (xilose, glicose, galactose, manose, arabinose e
a-D-4-

Ometilglucurdnico, e alguns grupos acetil), sendo que a xilose constitui 0 maior

acidos  urbnicoscomo  B-Dglucurbnico, [p-D-galactourbnico e

componente de sua estrutura. Assim, a hemicelulose é caracterizada por seu

alto grau de polidiversidade, polidisperséo e polimolecularidade. A

representacdo de uma possivel estrutura de hemicelulose esta contida na
Figura 5 (ANDRADE, 2017, DUSSAN, 2013).

Figura 5: Estrutura da hemicelulose.

a Aswohaaoe
G At g
o= et -
A S Co. '_a;a-_fr
~KES - ~ey
Aciely Gucuréricn ey Gururtricns
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A hemicelulose é responsavel por contribuir com a mobilidade interna e
flexibilidade das plantas. Ainda, possui a funcdo de auxiliar a formagcao das
ligagbes cruzadas entre a lignina e a celulose (RABELO, 2010).

2.3 Lignina

A lignina (Figura 6) esta presente na parede celular das plantas. A
principal funcdo da lignina € o suporte estrutural. Outras funcbes sdo o
transporte de agua e a protecdo contra ataques microbianos (barreiras que

protegem os polissacarideos assimilaveis) (SALOMAO, 2017).

A lignina une as fibras celulosicas, aumentando a rigidez da parede
vegetal. A lignina é formada por unidades de fenilpropano com diversos tipos
de ligacdes entre os mondémeros, sendo estas ligadas por diferentes tipos de
ligacbes covalentes. Essas diferentes ligagdes conferem uma alta
complexidade, o que dificulta a conversdo em acucar fermentavel (DUSSAN,
2013).

Figura 6: Exemplo de estrutura da lignina.
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3. PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

Os processos biotecnolégicos podem ser divididos em trés etapas
principais: tratamentos iniciais (upstream process), fermentacdo e tratamentos
finais (downstream process). Na primeira etapa, ocorrem as escolhas da
matéria-prima, meios de cultura e agentes da fermentacdo, bem como a
preparacao e facilitacdo dos mesmos para a proxima etapa. A fermentacdo
consiste na reacdo dos substratos em um reator (fermentador), produzindo os
produtos desejados e outros subprodutos. Nessa etapa € necessario um
controle desejavel para que o processo seja satisfatério. Os tratamentos finais
consistem em métodos de separacdo do produto requerido e os subprodutos.
Para isso, existem diversas técnicas de tratamentos de residuos (PEREIRA et
al., 2008).

3.1 Upstream

Os processos upstream dos processos biotecnoldgicos consistem em
preparar os materiais para a bioconversdo. Os materiais lignocelulésicos, por
exemplo, precisam passar por pré-tratamentos (fisicos, quimicos e bioldgicos),
a fim de facilitar o acesso das enzimas da fermentacdo aos polissacarideos
presentes nesses materiais. A escolha da técnica de pré-tratamento depende
das necessidades do processo (ASSIS, 2014; ALVIRA 2010).

3.1.1 Pré-tratamento
Os processos de pré-tratamento sdo divididos em fisicos, biologicos e
guimicos. Os objetivos dos pré-tratamentos sdo separar oS componentes
lignoceluldsicos, reduzir a cristalinidade da celulose, solubilizar a hemicelulose
e aumentar a acessibilidade da celulose ao ataque hidrolitico por enzimas do
complexo celulésico. O efeito esperado do pré-tratamento em materiais

lignoceluldsicos esta representado na Figura 7 (ANDRADE, 2017).



Figura 7: Pré-tratamento de lignoceluldsicos.
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Fonte: ANDRADE, 2017.

Os métodos fisicos possuem como finalidade aumentar a area
superficial e reduzir o grau de polimerizagdo da celulose. Dentre os métodos
fisicos, destaca-se a moagem, micro-ondas, explosao a vapor, explosdo a CO,
e agua quente liguida (LHW). No entanto, esses métodos possuem alto gasto
energético e geralmente ndo removem a lignina, necessitando de processos
guimicos posteriormente (CHEMMES, 2013).

A utilizacéo de fungos para o processo de deslignificacdo e remocéao da
hemicelulose € o método biolégico mais comum de pré-tratamento. O método
possui baixo valor energético, contudo apresenta baixa eficiéncia e demanda
de um rigoroso controle das condicbes operacionais. Além disso, os fungos
consomem uma consideravel fracdo da celulose, diminuindo posteriormente o

rendimento dos processos biotecnoldgicos (SALOMAO, 2017).

Os pré-tratamentos quimicos com acidos (sulfarico, cloridrico e fosférico)
tém a funcdo de solubilizar a hemicelulose. Os pré-tratamentos com bases
(hidréxidos de sdédio, de potassio, de célcio e de amdnio) conseguem remover

parcialmente ou completamente a lignina, por meio da degradacdo do éster e



10

das cadeias glicosidicas. J4 0 uso de solventes organicos (etanol, acetona e

etilenoglicol) serve para solubilizar a lignina (CHEMMES, 2013).

E importante ressaltar que a escolha do método de pré-tratamento esta
altamente ligado com uma menor degradacdo dos carboidratos. Portanto, os
métodos quimicos sdo os mais aconselhaveis para estes processos. O pré-
tratamento utilizando acidos e bases promove a remocao da hemicelulose e

lignina, sem degradar quantidades grandes de celulose (LORENCINI, 2013).

3.1.2 Hidrélise Enzimética

A hidrélise enzimatica consiste em reduzir a celulose em glicose
utilizando enzimas. As enzimas sao responsaveis pela catédlise, e todas as
enzimas celuloliticas pertencem ao grupo O-Glicosil hidrolases. A Enzyme
Comission (EC) classifica a codificacdo das celulases em 3.2.1.x, na qual os
trés primeiros digitos conferem a atuacéo nas ligacdes O-glicosidicas e o ultimo
namero varia de acordo com o mecanismo de atuacdo. Essas enzimas sdo
conhecidas como celulase. A maior parte dos micro-organismos € capaz de
gerar as celulases, portanto estes sdo de grande interesse em processos
biotecnoldgicos (SALOMAO, 2017, RABELO, 2010).

As enzimas do complexo celulitico sdo divididas em trés grupos:
endoglucanases (quebram ligagbes internas da fibra celulGsica),
exoglucanases (atuam na regido externa da glicose) e as beta-glicosidades
(transformam acucares solUveis maiores em glicose) (LORENCINI, 2013;
VILELA, 2013).

As endoglucanases (1,4-B-D-glucana-4-glucano-hidrolase ou EC -
3.2.1.4) quebram as ligacbes das regides internas da celulose, liberando
oligossacarideos de diversos tamanhos, com novos terminais redutores e ndo
redutores. As celobiohidrolases (1,4-B-D-glucana-celobiose-hidrolase ou EC
3.2.1.91) e as celodextrinases (1,4-B-D-glucana-glucano-hidrolase ou EC
3.2.1.74) sdo exoglucanases que atuam nos terminais redutores e néo
redutores da celulose, resultando em glicose e celobiose (OGEDA, 2010). As [3-

glicosidases (B-glicosideo gluco-hidrolase ou EC 3.2.1.21) s&o responsaveis
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por hidrolisar as celobiose e outros oligossacarideos soluveis em glicose
(LORENCINI, 2013).

A sinergia que ocorre entre as celulases é essencial para a eficiéncia do
processo de hidrélise enzimatica, podendo ser divididas em classes (RABELO,
2010, SALOMAO, 2017):

e endo-exo: a enzima endo cliva a regido interna da celulose, liberando os
terminais para a enzima exo.

e exo-exo: 0s dois tipos agem nas duas extremidades (redutoras e néo
redutoras)

e exo-f e endo-B: as B utilizam as celobioses e oligossacarideos liberados

pelas exo e endo, resultando em glicose.

A representacdo da hidrolise enzimatica por meio das agbes das

celulases esta representada na Figura 8.

Figura 8: Representacao esquematica da hidrélise da celulose.
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Fonte: RABELO, 2010.

Na Figura 8, a letra C corresponde a regido cristalina, NR os terminais
nao redutores, R o0s terminais redutores, CBHI e CBHIl sdo as

celobiohidrolases, EG séo as endoglucanases e B-gluc séo as B-glicosidades.
3.2 Fermentacao

Corresponde a biotransformacdo de um substrato por um micro-
organismo. O micro-organismo metaboliza os componentes do meio,
acarretando a formacao de produto e crescimento celular do mesmo. Os

controles dos parametros estabelecidos no upstream, a quantidade de
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substrato fornecido e a quantidade de produto formado sdo de extrema
importancia em uma fermentacdo. Além disso, € preciso verificar se ocorre a
inibicio dos micro-organismos pelos produtos, sendo necessario retirar o

produto formado do meio caso ocorra esse fenbmeno (ASSIS, 2014).

O processo fermentativo pode ser em estado liquido (fermentacao
submersa) ou em estado sélido (fermentagdo em meio solido). O sistema pode
ser por batelada (simples ou alimentada) ou por sistema continuo (MONTEIRO,
2009; ASSIS, 2014).

3.2.1 Fermentacdo submersa

O micro-organismo € introduzido na forma de inéculo em um meio
liguido. Os nutrientes necessarios estdo dissolvidos nesse meio, facilitando o
acesso aos micro-organismos. Dentre as vantagens, pode-se citar: facilidade
na manipulagdo, grandes volumes de meio, maior absor¢gdo de nutrientes e
excrecdo de metabdlitos, menor tempo de fermentacdo e maior controle do
processo (agitacdo, aeracdo, pH, temperatura e oxigenacdo) (MONTEIRO,
20009).

3.2.2 Fermentacdo em meio sdlido
Os nutrientes do meio estdo em estado solido na auséncia ou quase
auséncia de agua. Os substratos devem possuir umidade suficiente para que
ocorra 0 crescimento do micro-organismo. As vantagens S&o: menor
investimento em biorreatores, utilizacdo de substratos com baixo valor
agregado, baixa umidade diminui a contaminacdo, alta formacdo de
metabdlitos, facilidade na etapa de purificagdo (MONTEIRO, 2009).

3.3 Downstream

O downstream é a etapa que visa conferir maior pureza ao produto final.
E para isso, as propriedades do produto devem ser levadas em conta. O
tamanho molecular, a concentragéo, solubilidade, polaridade, volatilidade e se
0 produto esta no interior ou no exterior do micro-organismo sao caracteristicas

necessarias para a escolha do processo downstream (ASSIS, 2014).
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As propriedades fisico-quimicas do meio de fermentacdo também séo
importantes para a decisdo de escolha. Dentre as propriedades, pode-se citar
viscosidade, densidade, impurezas e subprodutos (ASSIS, 2014).

Apoés a fermentacédo, o meio resultante contém o produto de interesse,
0s micro-organismos fermentadores, subprodutos da fermentacéo, fragmentos
celulares, células mortas, sais, carboidratos, lipideos, aminoacidos, peptideos,
proteinas, vitaminas, acidos organicos e muitas outras moléculas, provenientes
da fermentacdo ou de nutrientes adicionados na etapa de upstream (ASSIS,
2014).

Os produtos formados em uma fermentacdo podem estar dentro ou fora
da célula do micro-organismo, dependendo das caracteristicas citolégicas e
fisiologicas do mesmo. Caso as moléculas de interesse estejam no meio
intracelular, é necessario que ocorra o rompimento das células, e para isso,
utilizam-se determinados processos downstream. O conhecimento da
composicdo da biomolécula é importante para que a escolha da técnica
downstream nédo danifigue as mesmas quando houver o rompimento das

células do micro-organismo fermentador (PEREIRA et al., 2008).

O processo de purificacdo pode ser dividido em quatro etapas principais:
clarificacéo, purificacdo de baixa resolucao, purificacdo de alta resolucdo e/ou
tratamentos finais. Caso o produto esteja dentro da célula, o rompimento
celular € uma nova etapa necessaria apos a clarificagdo (SCHMIDELL et al.,
2001).

3.3.1 Clarificagao
Processo de remocdo de materiais insolaveis (particulados). O meio
clarificado (filtrado) € aquele que n&o possui células. Portanto, a clarificacdo € o
processo que separa as ceélulas (suspensas, mortas ou fragmentos) do meio
fermentado. Os métodos mais utilizados sdo a filtracdo e a centrifugacao
(SCHMIDELL et al., 2001).

3.3.1.1 Filtracao
Processo de separacdo de sélidos dispersos ou suspensos no meio
liquido. Aplicado quando h& a necessidade de clarificagéo de grande volume de



14

meio fermentado e a assepsia ndo é fator determinante (SCHMIDELL et al.,
2001). O meio liquido passa perpendicularmente por um meio filtrante, pela
presenca de pressdo. O liquido que é capaz de atravessar o filtro é
denominado filtrado e o material residual que fica depositado no filtro € a torta
de filtragdo (SCHMIDELL et al., 2001). Alguns agentes, como a terra
diatomacea, séo utilizados para facilitar a filtracdo, sendo estes adicionados a
suspensao inicial ou depositados sobre o meio filtrante. Esses agentes
reduzem a compressibilidade da torta e evitam o entupimento do filtro. No
entanto, € necessario saber se o0 agente pode ser recuperado no final do
processo downstream (SCHMIDELL et al., 2001).

O filtro mais utilizado em processos de clarificacdo € o FRV — Filtro
rotativo a vacuo (Figura 9). Esse filtro € um tambor oco e rotativo coberto com
uma malha metalica filtrante. A malha & coberta com terra diatomacea. O
tambor fica parcialmente submerso na suspensao a ser filtrada. A suspenséao é
alimentada pela parte externa, e a filtragdo ocorre devido a presséo reduzida
do interior do tambor (SCHMIDELL et al., 2001).

Figura 9: Filtro rotativo a vacuo.

Zona de Filtragdo

Fonte: VIEGAS, 2016.
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3.3.1.2 Centrifugacéao
As células sofrem sedimentacdo por acdo da forca da gravidade em um
meio liquido. A centrifugacdo é o método que acelera esse processo de
sedimentacdo, por meio da acdo da forca centrifuga. Esse processo de
clarificacdo é utilizado quando o meio fermentado é intolerante a adicdo de
agentes de filtracdo ou quando o processo exige alta assepsia (SCHMIDELL et

al., 2001).

Os tipos mais comuns de centrifugas sdo a de disco (Figura 10) e as
tubulares (Figura 11). As centrifugas de disco sdo as mais utilizadas em
separacdes do tipo liquido-liquido, pois conseguem separar particulas bem
finas de solidos. O processo é continuo e permite o tratamento de suspensdes
de até 250 g/L. A inclusdo de mais discos permite uma maior area de
sedimentacéao, reduzindo o tempo de processo (SCHMIDELL et al., 2001).

Figura 10: Esquema de uma centrifuga de discos com descarga por bocais.

Fonte: ALVES, 2006.

Ja as tubulares podem funcionar com rotaces bem elevadas e com
refrigeracdo. No entanto, essas centrifugas atuam no modo descontinuo e com
guantidades limitadas (maximo 30 g/L) (SCHMIDELL et al., 2001).
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Figura 11: Sistematica de uma centrifuga tubular.
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Fonte: LIMA, 2019.

3.3.2 Rompimento Celular

Nos casos em que os produtos de interesse estdo localizados dentro da

célula, o processo de rompimento é adicionado logo apos a clarificacéo, pois as

células e o meio ja estdo separados, facilitando a purificacdo do produto. Os

rompimentos celulares mais comuns sao (SCHMIDELL et al., 2001):

Enzimatico: as enzimas conseguem hidrolisar as paredes celulares
(SCHMIDELL et al., 2001).

Homogeneizadores sob alta pressédo: pistdes projetados para aplicar
altas pressodes a suspenséao celular, forcando a célula a passar por um
orificio estreito seguido de uma colisdo contra uma superficie. Pela
subita descompressao, as células rompem (SCHMIDELL et al., 2001).
Moinho de bolas: consiste em uma camara de moagem com pequenas
esferas e haste rotatéria no centro. Agitadores de diferentes formatos
estdo presos na haste, transmitindo energia cinética as bolas, forcando-
as a colidirem, rompendo as células (MACHADO JUNIOR, 2014).

Ondas ultrassonicas: a ruptura celular ocorre devido a cavitacdo. Esse

fendbmeno libera ondas de choque altamente energéticas. As bolhas de
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ar produzidas pelas forcas de cisalhamento durante a cavitacédo
movimentam as células menores de forma violenta até que ocorra o
rompimento das mesmas. Ja as células maiores sofrem stress
cisalhante, causando rompimento sem a movimentacdo (MACHADO
JUNIOR, 2014).

e Quimicos: utilizacdo de compostos quimicos para o rompimento (ex:
amonia, hidroxido de soédio, detergentes, dimetilsulfoxido e tolueno)
(MACHADO JUNIOR, 2014).

3.3.3 Purificacao de baixa resolucéo
Apoés a clarificacdo, ha a separacdo das moléculas com caracteristicas
fisico-quimicas diferentes entre si. Substancias com diferentes polaridades sé&o
separadas e o produto € consideravelmente concentrado. Essa purificacdo

também é denominada como isolamento primario (ASSIS, 2014).

3.3.3.1 Precipitacao
A precipitagdo baseia-se na solubilidade da molécula e nas interagdes
gue ela possui com o solvente. Ndo possui alta capacidade de separacdo, mas
€ um dos métodos mais tradicionais e de facil operacdo (SCHMIDELL et al.,
2001).

3.3.3.2 Separagdo por membranas
A separacdo por membranas pode ser dividida em varias classes, de
acordo com o tamanho do poro e a pressao necessaria para a passagem do
filtrado. A Figura 12 contém um esquema geral de classificacdo de processos
de separacao de membranas (BRANCO, 2010).
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Figura 12: Classificacdo de processos de separacdo de membranas em relagédo ao didmetro do
poro e a pressao.

Piessdo Didmetro do pote
(MPa) (micrometrod
Osmose Reversa 1500 a 15000 » X = < 0,001
-
Nanofiitrag 8o 500 a 3500 s I < 0,001
Uttrafiitrag o 100 2 1000 » 0,001 20,1
« .
Microfitracao < 200 Bas 0128
» Agua 3
* Sais dissolvidos
* Lxtose . ;
SR Nimentagao » Meenbrana Concentrado
_> Bacterias ¢ gotduras Permeado

Fonte: BRANCO, 2010.

3.3.3.21 Microfiltrac&o
Processo mais proximo da filtracdo classica. As membranas possuem
poros na faixa de 0,1-10 pym. A microfiltracdo tem a funcdo de remover
materiais em suspensao e emulsdes. Quando a solugado passa pela membrana,

a impureza fica retida no mesma (TRINDADE, 2010).

3.3.3.2.2 Ultrafiltracao
O sistema é parecido com a filtragdo convencional, mas os diametros
dos filtros aplicados variam de 0,001 a 0,1 uym. Devido ao pequeno diametro,
sdo usados em concentracdo de proteinas e polissacarideos, devido ao
tamanho superior em relacdo a outras moléculas presentes no meio
fermentado (SCHMIDELL et al., 2001).

O “didmetro nominal de corte” corresponde ao tamanho do poro da
membrana, referente a massa molecular minima a ficar retida. As membranas
nao sao uniformes, possuindo uma variagdo no tamanho dos poros. Sendo
assim, o didametro nominal de corte deve ser 20% menor que a molécula de
interesse (SCHMIDELL et al., 2001).
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Como a distribuicdo de tamanhos presentes em um meio fermentado
ndo € uniforme, a utilizacdo desta técnica ndo € muito utilizada na pratica
(SCHMIDELL et al., 2001).

3.3.3.2.3 Nanofiltracéo
As membranas de nanofiltracdo possuem poros menores que as
membranas de ultrafiltracdo. E geralmente utilizada na separacdo de solutos
organicos de baixo peso molecular (200- 2000 Da) e na desmineralizacdo
parcial de correntes liquidas para a remocao de sais polivalentes. Os
mecanismos da nanofiltracdo sdo os de difusdo, a exclusdo molecular e as
interac@es eletrostaticas (SILVA, 2020; STREIT, 2011).

3.3.3.24 Osmose inversa
E um processo de separagdo por membranas, em que ha a remocao de
solutos de baixa massa molecular de uma solucdo. A membrana é
semipermeavel, permitindo que o solvente preferencialmente passe pela
mesma. Osmose inversa remete a concentracdo da solucdo purificada, ao
invés da solubilizacdo (osmose) (BETTIOL, 2004).

3.3.3.25 Eletrodiélise

Método de separacdo por membranas trocadoras de ions (catidnicas e
anidnicas). Essas membranas séo dispostas entre o catodo e o anodo. Entre
as membranas sdo colocados espacadores, cuja funcdo é causar fluxo
turbulento. Os compartimentos formados permitem a circulagdo da solucéo
alimentadora. Uma célula de eletrodidlise esta representada na Figura 13. Ha a
aplicacdo de um campo elétrico entre os eletrodos. A solucdo sofre efeito
desse campo elétrico e os cations deslocam-se para o catodo e 0os anions para

0 anodo (KOMESU, 2015; STREIT, 2011).
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Figura 13: Esquema de uma célula de eletrodialise.
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Fonte: STREIT, 2011.

3.3.3.3 Extracao

3.3.3.3.1 Sistemas de duas fases aquosas (SBAS)

Esse processo de purificacdo de baixa resolucdo consiste em duas
solugBes aquosas ndo misciveis. H4 o contato entre o solvente extrator e a
solucao alimentadora, de modo que a molécula de interesse a ser extraida seja
transferida da solugdo alimentadora para o0 solvente extrator. A tensao
superficial dessas fases deve ser baixa, permitindo que as moléculas passem
de uma fase para outra, de acordo com a afinidade. A extracdo nao altera a
estrutura da biomolécula (SCHMIDELL et al., 2001).

Os sistemas constituidos de duas fases aquosas (SBAs) tém sido
amplamente utilizados nos processos de purificacdo de enzimas e proteinas,
pois sdo eficientes, ambientalmente seguros e economicamente viaveis. As
duas solucdes aquosas podem ser constituidas de diferentes combinacdes
entre polimeros, sais, liquidos ibnicos, solventes organicos e aminoacidos
(SILVA, 2020).

3.3.3.3.2 Sistema em fase sdlida (SPE)

Técnica de separacdo liquido-sélido baseada nos mecanismos de
separacdo da cromatografia liquida classica. Os analitos da mistura ficam
retidos na coluna que possui adsorvente. Um solvente seletivo passa pela
coluna para eluir e remover os interferentes. Outro solvente é utilizado para
retirar os analitos da coluna. O sistema em fase sélida esta representado na
Figura 14 (BELIVAQUA, 2013).
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Figura 14: Sistema em fase solida.
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Fonte: BELIVAQUA, 2013.

3.3.3.3.3 Fluidos supercriticos
Um fluido supercritico € um estado de uma substancia, em que se
encontra na temperatura e pressao criticas. Por isso, esse fluido apresenta
propriedades fisico-quimicas intermediarias entre liquido e gas. A densidade do
fluido supercritico € proxima a de liquidos, aumentando a capacidade de
solvente do mesmo. A elevada difusividade e a baixa viscosidade facilitam a
transferéncia de massa (SANTOS, 2011).

O fluido supercritico mais utilizado é o diéxido de carbono. A
temperatura critica do CO, é baixa (proxima a 31,1°C), evitando a degradacao
de componentes termossensiveis. A pressao critica ndo é dificil de ser obtida
(73,8 bar). Além das caracteristicas de temperatura e pressao critica, outros
motivos sdo: ndo € inflamavel, inodoro, quimicamente inerte, o baixo custo e é
encontrado em alta pureza (SANTOS, 2011).

No processo de extracdo utilizando esse fluido (Figura 15), o
componente intermediario € solubilizado pelo fluido supercritico, enquanto o
componente de interesse é insollvel. Para a solubilizagdo de moléculas de
maior polaridade, é necessario adicionar pequenas quantidades de co-solvente

(geralmente metanol) para alterar as propriedades do fluido (SANTOS, 2011).
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Figura 15: Processo de extracéo utilizando fluidos supercriticos.
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Fonte: Adaptado de SANTOS, 2011.

3.3.4 Purificagao de alta resolucao
Separacdo da molécula de interesse das demais moléculas de
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes. Ocorre a remocéo de impurezas e
a concentracéo do produto (ASSIS, 2014).

3.3.4.1 Cromatografia
A técnica mais aplicada em separacao de bioprodutos € a cromatografia,
devido a grande separacdo que € possivel conseguir utilizando esse processo.
Isso porque a especificidade obtida nesta técnica é alta, gerando um produto
com elevado grau de pureza (ASSIS, 2014).

A cromatografia consiste em um sistema de duas fases: uma fase mével
(gasosa, liquida ou um fluido supercritico) e uma fase estacionaria (sélida ou
liguida). O meio fermentado é eluido junto a fase movel, passando pela fase
estacionaria. Os solutos de interesse sdo adsorvidos ou retidos na fase
estacionaria. A fase movel é responsavel por movimentar gradualmente os
solutos da outra fase. A separacdo ocorre de acordo com a afinidade das
moléculas com a fase estacionaria, as moléculas de interesse acabam
movimentando-se de modo singular em relacdo aos outros componentes do
meio (SCHMIDELL et al., 2001).
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3.34.1.1 Permeacdo em Gel ou Exclusdo Molecular
A cromatografia de permeacdo em gel (GPC) (Figura 16) é uma técnica
de separacdo baseada nos efeitos de exclusdo. A exclusdo ocorre devido a
diferenca na forma e/ou tamanho molecular, também chamada de
cromatografia de peneira molecular. Outro efeito de exclusdo ocorre em
relacdo a diferenca de carga ibnica (cromatografia de exclusdo i6nica)
(SOUSA, 2007).

Na cromatografia de exclusdo por tamanho, os solutos maiores séo
eluidos da fase estacionaria mais rapidamente. As moléculas menores entram
e saem dos poros presentes na coluna, demorando mais para sair da fase
estacionaria (SOUSA, 2007).

Figura 16: Esquema de Cromatografia de Permeacéo em Gel.

Amostra
Entrando

Fonte: ASSIS, 2014.

3.34.1.2 Troca l6nica

A cromatografia de troca ibnica € baseada na afinidade entre uma fase
estacionéria eletricamente carregada e as cargas ionicas dos solutos (Figura
17). Os solutos com cargas contrarias a da fase estacionéaria ficam retidas,
enquanto os ions de mesma carga eluem mais rapidamente. A adsorcdo que
ocorre nesse processo € reversivel e os ions retidos sao substituidos por ions
de uma fase mével que possuem maior afinidade com a fase estacionaria.
Portanto, o grau de afinidade eletrostética entre a fase estacionaria e os ions
da fase movel possibilita 0 processo de cromatografia. A separacdo pode ser
controlada pela alteracéo de pH e pela for¢a ibnica (MEDEIROS, 2008).
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Figura 17: Mecanismo de cromatografia de troca ibnica.
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Fonte: MEDEIROS, 2008.

3.3.4.2 Destilacao
E uma operacgédo unitaria usada para separar os componentes de uma
solucdo liquida, de acordo com a distribuicdo dos mesmos (fase vapor e
liqguida) ao aquecer a solucdo alimentadora a uma temperatura escolhida.

3.34.21 Destilacédo Simples
O processo de destilacdo simples consiste em uma etapa de
vaporizacdo e uma de condensacado. A solucdo é aquecida e o vapor gerado é
imediatamente resfriado no condensador. O liquido condensado é o destilado
(OPPE, 2008).

3.34.2.2 Destilacéo Fracionada
A destilacdo fracionada (Figura 18) possui como fator diferencial a
presenca de uma coluna. A solucdo alimentadora € aquecida no refervedor
formando um vapor que vai subindo pela coluna. O vapor condensa-se a
medida que sobe, e comecga a descer novamente na forma de liquido. Esse
liguido encontra-se com o0s vapores gerados continuamente pelo refervedor,

trocar calor com os mesmos e volta a ser vapor (OPPE, 2008).

Assim, o ciclo de vaporizacdo e condensacéo ocorre diversas vezes ao
longo da coluna. Na coluna, varios obstaculos sao colocados para que o liquido
e o0 vapor sejam forcados a trocar calor. Um maior niumero de estagios (pratos)
de vaporizacdo-condensacdo e uma area maior de contato no interior da
coluna proporciona uma separagcdo melhor, resultando em um produto mais
purificado (OPPE, 2008).
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Figura 18: Destilagdo Fracionada.
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Fonte: OPPE, 2008.

3.3.4.2.3 Destilacdo Azeotropica

A destilacdo azeotrépica consiste na destilagdo convencional com um
terceiro componente (agente de arraste). E utilizado em casos que ha formag&o
de azeotropo nos componentes da mistura. Esse novo componente tem a
finalidade de formar um novo azed6tropo com um dos componentes da solucéo
alimentadora. Esse novo azeoOtropo deve proporcionar uma mistura
heterogénea, com a formacdo de duas fases liquidas. O novo aze6tropo é
removido como produto de topo ou de base, dependendo do tipo de azebtropo
(de minimo ou de maximo). O outro componente da mistura é obtido puro na
extremidade oposta do azeotropo. Uma segunda coluna deve ser utilizada para

recuperacao do componente de arraste (BRITO, 1997).

3.34.24 Destilagcéo Extrativa
A destilacdo extrativa € uma alternativa para a separacdo de misturas
azeotrdpicas. Ha a adicao de um terceiro componente (chamado de solvente)
que possui a funcdo de alterar a volatilidade relativa dos componentes
originais. Nessa destilacdo, o solvente ndo pode formar um novo azeotropo e

nem pode haver separacao de fases (BRITO, 1997).

A escolha do solvente determinara as correntes de saida do sistema. O
caso convencional € que o componente mais volatil seja removido no topo,

enquanto o solvente e o componente intermediario sdo recolhidos como



26

produto de fundo. Ha casos em que o solvente € o componente mais volatil, e,
portanto € direcionado ao topo da coluna, junto ao componente intermediario. E
outro método ocorre quando o componente intermediério é recolhido no topo
da coluna, enquanto o produto de interesse e o0 solvente sao recolhidos na
base da coluna. Em todos os casos, ha a necessidade de uma segunda coluna

para recuperacao do solvente (BRITO, 1997).

3.3.4.25 Destilagc&o Reativa
O processo consiste em uma destilacdo com reacdo na mesma
operacdo unitaria. A medida que os produtos sdo formados, eles s&o
separados por destilacdo. Um modelo de processo de destilacdo reativa esta
representado na Figura 19. As secbes de retificacdo e esgotamento sdo
responsaveis pela separacdo, enquanto a secdo reativa é pela reacao
(BRETAS, 2020).

Figura 19: Destilacdo Reativa.
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Fonte: BRETAS, 2020.

Os componentes A e B devem ser alimentados na secdo reativa, de
modo que o0 reagente mais volatil seja alimentado no fundo, enquanto o
reagente menos volatil no topo. Os reagentes A e B reagem em fase liquida, de
forma reversivel (BRETAS, 2020).

Ao longo da reacgdo, o produto C (mais volatil) € direcionado para a

secdo de retificagdo. HaA um condensador na saida e a corrente de saida sera
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dividida em duas: uma delas retorna a secédo de retificacdo e a outra sai como

produto com alto grau de pureza (BRETAS, 2020).

JA o produto D (menos volatil) é direcionado para a secdo de
esgotamento. A corrente liquida passa por um refervedor e é dividida em duas
correntes: uma que volta para a coluna (forma de vapor) e a outra como
produto de fundo (rico em D) (BRETAS, 2020).

3.3.5 Tratamentos Finais
Processos utilizados para estabilizar e adequar o acondicionamento do
produto. Os produtos devem estar puros, secos, cristalinos ou amorfos.
Também chamado de isolamento final, sGo compostos de processos que

fornecem a formulacéo final (comercial) do produto (SCHMIDELL et al., 2001).

3.3.5.1 Liofilizacao
A liofilizagcdo consiste na remocdo de um solvente por sublimagdo. O
produto que chega a essa etapa € congelado e depois submetido a baixa
pressdo. Com isso, o0 solvente (geralmente agua) sublima, resultando em um
p6 (SCHMIDELL et al., 2001).

3.3.5.2 Cristalizacao
A cristalizacdo consiste na formacao de cristais agregados presentes
nas solucdes supersaturadas homogéneas. O grau de pureza determina se ha
ou nao interferentes capazes de cristalizar junto ao produto. A estocagem é
estavel, sendo utilizada em purificacdo de proteina. Para recuperar o produto, o
cristalizado deve ser submetido a filtracdo ou centrifugacdo seguido de
secagem (SCHMIDELL et al., 2001).

O grau de cristalizacdo pode ser separado em trés zonas. A primeira
ocorre quando ha uma concentracdo muito baixa de saturacdo, em que nao ha
possibilidade de nucleacdo ou crescimento do cristal. Na segunda zona
(metaestavel supersaturada) hd o crescimento de cristais, mas a nucleacéo

nao acontece. Ja na terceira zona, 0os nucleos séo formados espontaneamente.
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3.3.5.3 Secagem por spray drying

O spray drying € uma operacéao unitaria cuja funcdo é retirar a umidade
do produto através do fornecimento de energia térmica. Inicialmente, a solucéo
alimentadora é atomizada, formando um spray (pequenas goticulas), de modo
a aumentar a area superficial a ser seca. Em seguida, o spray entra em contato
com um ar quente na camara de secagem, e assim a agua contida na
alimentacéo é evaporada. O p6 formado passa por um ciclone que separa o po
de acordo com o tamanho desejado. O processo de secagem esta
representado na Figura 20 (GEANKOPLIS, 2003).

Figura 20: Secagem por Spray Drying.
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Fonte: CHEN, 2009.
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4. DOWNSTREAM EM PROCESSOS UTILIZANDO BIOMASSAS
LIGNOCELULOSICAS

4.1 Producéo de Acido Léatico

O &cido latico (acido 2-hidréxipropidnico ou acido a-hidréxipropiénico) é
0 acido mais abundante da natureza. Esse &cido possui 2 isdmeros 6pticos,
devido a presenca de um carbono quiral em sua estrutura (Figura 21). O &cido
latico € solivel em agua e em solventes organicos misciveis em agua
(XAVIER, 2011).

Figura 21: Isbmeros Opticos do &cido latico.
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Fonte: XAVIER, 2011.

O acido latico é bastante utilizado na producdo de bebidas (ajuste de
pH), na formulacdo de salmouras (para azeitonas e pepino). E usado na
producéo de logdes para pele, sendo assim um produto de interesse da
industria farmacéutica e de cosméticos. (RODRIGUES, 2012).

A maior parte da producdo de acido latico ocorre por meio de
fermentacdo bacteriana (90% da producao mundial). O restante é produzido
por via quimica (hidrolise do lactonitrilo) (XAVIER, 2011). As diferentes rotas de
producdo de &acido latico por meio de fermentacdo estdo representadas na

Figura 22.



30

Figura 22: Rotas fermentativas do &cido latico.
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Fonte: XAVIER, 2011.

Daful e Gorgens (2017) realizaram um estudo de andlise técnico-
econdmico e avaliagcdo do impacto ambiental da producdo de &cido latico
lignoceluldsico (bagaco de cana-de-agucar). O downstream escolhido para a
purificacdo do acido latico foi a destilacdo reativa. O reagente escolhido foi o
etanol, pois os autores acham interessante a ideia desse tipo de purificagdo em
uma biorrefinaria integrada (coproducédo de acido latico e etanol).

Inicialmente, o &cido latico reage com o etanol formando etil lactato
(esterificacdo). Desta forma, o etil lactato € mais facilmente separado por
destilacdo (como produto de topo), enquanto as impurezas e o0s acidos
organicos pesados sao coletados como produtos de base. Depois, o etil lactato
€ hidrolisado em um segundo destilador reativo. O &cido latico é coletado na
parte inferior, enquanto o etanol e a agua séo coletados na parte superior. As

reacdes estdo representadas na Figura 23. Por fim, o etanol é separado da
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agua por destilacdo normal e o0 mesmo é reciclado para seguir com outra

reacao de esterificacao.

Figura 23: Reacdes de esterificacdo e hidrélise.
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Fonte: Adaptado de Dazel & Gdrgens (2017).

Tong et al. (2004) utilizaram a técnica de troca ibnica como purificacdo
de acido latico produzido a partir de lodo de papel. Os autores fizeram o uso do
trocador anidnico fraco Amberlite IRA-92. No estudo, eles avaliaram a taxa de
fluxo, volume de amostra, o pH e a coluna para encontrar o melhor resultado. O
rendimento, a pureza e a produtividade foram de 82,6%, 96,2% e 1,16 g acido

latico/ (g de resina x dia) apds a otimizacdo do processo.

Oonkhanond et al. (2017) fizeram uso de nanofiltragdo para purificar o
acido latico produzido por fermentacdo, o bagaco de cana-de-aglcar foi o
substrato lignocelulésico do estudo. Inicialmente, o fermentado foi filtrado com
microfiltro para remover as células presentes. Em seguida, o filtrado (contendo
apenas &cido latico e glicose) passou por um nanofiltro do tipo M-N1812A5. A
porcentagem de retencdo da glicose foi de 84% e a do &cido latico foi de

apenas 15%.

Xu, S. et al. (2018) utilizaram a extragdo de duas fases aguosas como
downstream do processo. O &cido latico foi obtido por meio da fermentacdo da
palha do milho. As duas fases utilizadas foram 1,4-dioxane e sulfato de sédio.
A técnica possibilitou a extracdo de 90% do &cido latico que havia no

fermentado.
4.2  Producdo de Acido Succinico

O acido succinico (AS) € um acido dicarboxilico que se encontra solido a
temperatura ambiente e possui elevado ponto de ebulicdo (235°C) (ANDRADE,

2017). A formula estrutural do AS encontra-se na Figura 24.
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Figura 24: Estrutura quimica do &cido succinico.
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Fonte: ANDRADE, 2017.

O AS é conhecido por ser o precursor de diversos compostos da
industria quimica (Figura 25). Este composto também é utilizado como agente
aromatizante na industria alimenticia (BELIVAQUA, 2013).

Figura 25: Compostos quimicos produzidos a partir do acido succinico.
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Fonte: BELIVAQUA, 2013.

A sintese de acido succinico por fermentacdo ocorre em elevadas

concentracdes de CO,, representada pela Figura 26.
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Figura 26: Via metabdlica de acido succinico em elevadas concentragfes de CO,.
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Fonte: BELIVAQUA, 2013.

Belivaqua (2013) realizou um estudo de recuperagdo do AS utilizando a
técnica de extracdo em fase soélida (SPE). A autora fez uso de cartuchos com
fases extratoras diferentes, mas apenas cartucho de troca iénica foi eficiente na
recuperacdo de AS (até 96,0%). Os eluentes utilizados foram metanol e agua
modificados com 10% de acido férmico. Apos a extracdo em fase sélida, a fase
de eluicdo foi cristalizada em liofilizador a -44°C por 24 horas. A amostra
liofilizada apresentou pureza de 80,7%. Esse estudo baseou-se na
producdo biotecnolégica de AS a partir da casca de aveia (material

lignoceluldsico).

Law et al. (2019), em seu estudo com bagaco de folha de dendég,
recuperaram o AS utilizando carvao ativado, osmose direta e cristalizagao.
Inicialmente, o caldo de fermentacéo foi centrifugado por 20 min a 8000 rpm
para remocdao de células. Depois, o caldo foi tratado com carvao ativado em po,

para remover a glicose residual e clarificar o caldo. Diferentes concentracdes
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de carvao ativado foram adicionadas e os frascos ficaram sob agitacao (200
rpm) durante 24 horas. Apos o tratamento, o caldo foi centrifugado para retirar
o carvao e filtrado a vacuo para confirmar que ndo haveria particulas
suspensas ho caldo. Para a osmose direta, foi utiizada a membrana
assimétrica CTA e um sistema de fluxo cruzado. A solucdo de alimentacdo
(dgua purificada) e o DS (cloreto de sodio a 5 M) foram circulados em cada
canal da célula em contracorrente. Para o caldo clarificado, o processo de
osmose direta foi avaliado durante 12 horas e em 14 horas. Os autores
conseguiram concentrar de 28,88 g/L para 111,26 g/L. O pH do caldo
fermentado obtido da técnica de osmose direta foi ajustado a 2, por meio de
adicao de acido sulfurico. O AS foi cristalizado a 4°C com agitagdo de 150 rpm
por 24 horas. Apoés a cristalizacdo, os cristais de AS foram filtrados e lavados
com agua purificada gelada. Por fim, os cristais obtidos foram secos por 24
horas com uma temperatura de 50°C. A pureza e o rendimento de AS foram de
90,52% e 67,09%, respectivamente.

4.3 Producéao de 2,3-Butanodiol

O 2,3-butanodiol (2,3-BDO) esta presente, em pequenas quantidades,
nos tecidos vegetais. O 2,3-BDO é um diélcool e possui trés estereoisbmeros
diferentes, representados na Figura 27 (SILVA,2020):

Figura 27: Estereoisdmeros do composto 2,3-butanodiol.
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Fonte: SILVA, 2020.

O 2,3-BDO €& um precursor de varios produtos na induastria, sendo
considerado um intermediério quimico de grande potencial. O 2,3-BDO quando
convertido em butanona (metil-etil-cetona) pode ser utilizado como aditivo de

combustivel. Por meio de desidratacdo, o 2,3-BDO pode ser convertido a 1,3-
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butadieno, utilizado na producéo de borracha sintética. O 2,3-butanodiol diester
€ um composto resultante de esterificacdo do 2,3-BDO, que € necessario para
a fabricacdo de espumas de poliuretano, bastante usadas pelas industrias
farmacéuticas e de cosméticos. A acetoina e o diacetil sdo dois aromas de alto
valor agregado, produzidos pela desidrogenacdo do 2,3-BDO. A Figura 28
representa de maneira simplificada a sintese desses compostos. Ainda, o
estéreo isdbmero (+)-2S,3S-butanodiol € utilizado como anticongelante, devido
ao seu baixo ponto de fusao (proximo a -60°C) (GARCIA, 2006; SILVA, 2020).

Figura 28: Esquema da sintese de compostos quimicos derivados do 2,3-butanodiol.
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Fonte: SILVA, 2020.

A producdo de 2,3-BDO por meio da fermentacdo da biomassa esta
representada no esquema da Figura 29.

Figura 29: Via metabdlica da formacéo de 2,3-butanodiol por meio de fermentacao.
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A maior dificuldade desse processo de producdo de 2,3-BDO (e de
tantos outros processos) € a recuperacdo do produto final. As dificuldades
dessa recuperacgao se dao pelo elevado ponto de ebulicdo (180 — 184°C) e pela
grande afinidade com a agua (GARCIA, 2006).

Garcia (2006), em sua tese utilizando hidrolisado hemicelulésico de
eucalipto, recuperou o 2,3-BDO por meio da técnica de salting-out.
Inicialmente, a autora centrifugou o meio para remover as células presentes.
Depois realizou alguns experimentos em tubos de ensaio, adicionando meio e
diferentes concentracbes de carbonato de potassio (K,COgs), avaliando
diferentes temperaturas. De acordo com o modelo, a recuperagéo de 2,3-BDO
pode atingir um valor de 92%.

4.4  Producdao de Etanol de segunda geracao

O etanol de segunda geracdo (2G), conhecido também como etanol
celulésico, pode ser feito a partir do bagaco de cana-de-acucar, sorgo, milho,
beterraba, entre outros. O etanol 2G €, em sua grande parte, utilizado como
combustivel, sendo considerado um “combustivel limpo”. O processo de
obtencdo de etanol 2G a partir da biomassa esta representado na Figura 30
(MARTINS, 2014).

Figura 30: Fluxograma de producéo de etanol de segunda geragéo.

Biomassa Etanol H20

l I 1

Pré-tratamento [ Hidrdlise —* Fermmentacdo [—* Punficacdo

Fonte: MARTINS, 2014.

Todo processo de destilagdo alcodlica inicia-se com a concentracdo de
vinho. O vinho produzido pela fermentacdo passa por duas centrifugas que
separam as células do vinho. O vinho sem o agente bioldégico possui
concentragdo de etanol entre 7 e 10% em massa. Esse vinho é conduzido para
0 processo de destilacdo (obtencdo de alcool etilico hidratado combustivel —
AEHC), e posteriormente para a desidratacéo (obtencao de alcool etilico anidro

combustivel — AEAC). O AEHC é o alcool obtido na propor¢do proxima ao
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ponto azeotrdpico (entre 92,6% e 93,8% em massa), enquanto o AEAC € uma
mistura de etanol-agua obtida acima desse ponto (minimo 99,3% em massa)
(CARPIO, 2019, ROCHA, 2015).

A configuracdo mais tradicional em um sistema de destilacéo industrial é
conhecida como configuracdo AA1D-B1B. O processo simplificado (Figura 31)
consiste em cinco colunas divididas em dois blocos: coluna de destilagdo e
conjunto de retificagcado (CARPIO, 2019, ROCHA, 2015).

Figura 31: Fluxograma de processo de destilagdo de AEHC.
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Fonte: CARPIO, 2019.

O vinho é aquecido de 30°C a 60°C em um primeiro trocador de calor E,
depois é aquecido novamente em um segundo trocador de calor K até
aproximadamente 93°C. O vinho aquecido entra pelo topo da coluna Al
(coluna de depuracéo do vinho, contendo 8 pratos). Os vapores produzidos séo
fonte de alimentagdo no fundo da coluna D, enquanto o produto de fundo
(vinhaca) vai para a coluna A (CARPIO, 2019, ROCHA, 2015).

A coluna A (possui entre 16 e 24 pratos) tem a funcédo de purificar a
vinhaca. Parte do vapor produzido retorna para a coluna Al. A outra parte € o
vapor de flegma (teor alcodlico em torno de 40% em massa) que é alimentado

no fundo da coluna B. A vinhaca produzida deve possuir teor alcodlico da
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ordem de 0,02% em massa. Quando atinge esse teor alcodlico, a vinhaca é
resfriada no trocador de calor K, sendo responsavel pelo aquecimento do vinho
(CARPIO, 2019, ROCHA, 2015).

A coluna D (coluna de concentracdo de alcool de segunda - 6 pratos) é
responsavel por concentrar os produtos mais volateis do vinho. O vapor obtido
€ condensado no trocador de calor R e a corrente liquida é dividida em duas
correntes: uma retorna a coluna (reciclo) e a outra é retirada como alcool de
segunda (etanol e compostos volateis, conferindo pH &cido). O produto de
fundo obtido na coluna D (flegma liquida) é alimentado no fundo da coluna B
(CARPIO, 2019, ROCHA, 2015).

Na coluna B (40 pratos), todo o vapor produzido no topo da coluna é
condensado no trocador de calor E e reciclado para a coluna B. Esses vapores
servem para pré-aquecer o vinho. O AEHC é retirado como uma saida lateral
liguida (um prato abaixo do topo da coluna). Em uma saida préxima ao fundo
da coluna, o éleo fusel (Agua, etanol e alcoois de cadeia longa) € extraido. O
produto de fundo da coluna B é alimentado no topo da coluna B1 (CARPIO,
2019).

Na coluna B1 (13 pratos), o vapor produzido retorna para a coluna B.
Enquanto o produto de fundo (flegmaca) é direcionado para um trocador de
calor L. Caso o teor alcodlico da flegmaca seja maior que 0,02%, a flegmaca
retorna para a coluna B1 (CARPIO, 2019, ROCHA, 2015).

A energia é fornecida aos destiladores A e B1 por meio de vapores de
baixa presséo, utilizando trocadores de calor (CARPIO, 2019, ROCHA, 2015).

O conjunto das trés primeiras colunas (AA1D) é conhecido como sistema
de lavagem do etanol, enquanto que o conjunto das duas ultimas colunas

(B1B) € conhecido como sistema de purificagdo do etanol (ROCHA, 2015).

Para a obtencdo de AEAC, o AEHC produzido é conduzido a um
processo de desidratacdo. Os principais métodos utilizados na industria séo:
destilacdo azeotrdpica, destilagdo extrativa utilizando solventes orgénicos e

adsorgcao em peneiras moleculares (CARPIO, 2019).
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A destilacdo azeotrépica é o processo mais utilizado pelas industrias. O

processo utiliza o cicloexano como componente de arraste (CARPIO, 2019).

Na destilacao extrativa, o processo envolve duas colunas de destilacéo:
a primeira onde ocorre a extracao e a segunda para a recuperacdo do extrator.
Esse processo esta descrito na Figura 32. Os extratores mais utilizados sédo a
glicerina e o monoetilenoglicol (MEG) (CARPIO, 2019).

Figura 32: Processo de destilacdo extrativa para a producédo de AEAC.
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Fonte: CARPIO, 2019.

O alcool hidratado e o extrator sdo alimentados na primeira coluna. O
extrator possui 0 maior ponto de ebulicdo, entdo ele arrasta um dos
componentes para o fundo da coluna (agua). Portanto, o extrator deve ser
alimentado no topo da coluna (maior contato com o alcool hidratado). O vapor
produzido (AEAC) é condensado em um trocador de calor (CARPIO, 2019).

O produto de fundo (extrator e &gua) passa por um refervedor e é
alimentado na segunda coluna. A coluna de recuperagédo do extrator opera no
vacuo (0,2 atm), para evitar a decomposicao do liquido extrator. O vapor obtido

do topo € agua, que é condensada em um trocador de calor. O produto de
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fundo dessa coluna é o extrator regenerado, que € misturado com liquido

extrator de reposicao e é reciclado para a coluna de extracdo (CARPIO, 2019).

Na adsorcdo com peneiras moleculares € utilizado trés leitos de zedlitas
gue absorvem a &gua presente no AEHC, produzindo AEAC. O alcool
hidratado deve ser vaporizado e alimentado as peneiras moleculares. Um dos
leitos deve estar sempre em regeneracdo (retirada da agua acumulada), por
meio de uma bomba a vacuo aplicado ao leito. Os vapores obtidos (solucéo
hidroalcodlica) sdo destinados a uma unidade de destilacdo convencional
(CARPIO, 2019).

4.5 Producéao de Xilitol

O xilitol € um poliol de cinco carbonos (Figura 33) e possui potencial
adocante semelhante ao da sacarose. Como o xilitol ndo precisa da insulina
para ser metabolizado, esse poliol é um substituto do aglUcar para pacientes
com diabetes. Além disso, possui dois tercos das calorias comparado a
sacarose (ALVES, 2018).

Figura 33: Formula estrutural do xilitol.

OH OH

HO OH
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Fonte: FRANCOSO, 2015.

Este poliol esta presente em algumas frutas e vegetais (morango,
ameixa amarela, couve-flor). No entanto, pela baixa quantidade presente e pela
dificuldade de extragdo, a rota quimica e a rota biotecnolégica de producdo sédo
mais interessantes para o mercado. Essas rotas estdo exemplificadas na

Figura 34.
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Figura 34: Rotas quimicas e biotecnolégicas da producgéo de xilitol.
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Dentre os materiais lignoceluldsicos que podem ser utilizados na
producdo de xilitol, pode-se citar: bagaco de cana-de-acucar (ALVES, 2018),
palha de trigo (CANILHA, 2006), casca de aveia (TAMANINI et al., 2004), entre

outros.

O custo da purificacdo de xilitol biotecnolégico pode ser superior ao
custo de producdo do mesmo. Sendo assim, devem-se estudar as melhores

técnicas para viabilizar o processo (ALVES, 2018).

Canilha (2006) centrifugou e clarificou o meio fermentado utilizando
resinas de troca idnica (catibnica e anidnica). Apés a clarificacdo, a autora
concentrou a solucdo utilizando um evaporador a vacuo, e por fim, cristalizou
utilizando a técnica de solubilidade de xilitol em &gua e depois em etanol,

variando de 60°C até a temperatura de saturacao.
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Rivas et al. (2006) utilizou carvdo ativado para purificar o licor de
fermentagdo e depois concentrou e cristalizou o xilitol da mesma forma que a

autora Canilha (2006) realizou.

Alves (2018) realizou diversos experimentos com nanofiltracéo,
possibilitando a remocédo de 84% de proteinas e 96% de turbidez, o que
contribui para a formacéo de cristais homogéneos nas etapas posteriores de

purificacao.

Santos et al. (2011) propuseram uma alternativa ao processo de
purificacdo de xilitol, fazendo o uso da tecnologia de fluidos supercriticos. Os
autores empregaram CO, como fluido supercritico e etanol como co-solvente

em seus experimentos.

Mussatto et al (2006) estudaram a purificacdo de xilitol por meio da
técnica de adsorcdo em silica gel. Os autores utilizaram diferentes misturas de

solventes (acetato de etila, etanol e acetona) como eluentes das colunas.

Silva et al. (2020) recuperaram o xilitol produzido por meio de uma série
de procedimentos. Primeiramente, o caldo fermentado foi centrifugado duas
vezes. Depois, o sobrenadante foi submetido a uma sequéncia de filtro de
papel e microfiltros. O filtrado foi entdo concentrado utilizando-se um
rotaevaporador e depois estocado em um freezer (-20 °C). Por ultimo, o xilitol
foi recuperado por meio da extracdo supercritica. Nesse estudo, o fluido

supercritico foi o0 CO,, e 0s autores optaram pelo etanol como co-solvente.

5. CONCLUSAO

Devido ao alto valor requerido e a sua variedade de métodos, o
processo downstream é considerado um ponto chave do sucesso de um
projeto industrial. Cada bioproduto pode ter diversos tipos de processos
downstream, cabe ao projetista analisar qual € a melhor op¢&o ou combinacao.
Adequar um processo existente é, muitas vezes, necessario, para que 0

rendimento seja satisfatério e o projeto seja rentavel.
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O foco desta revisao foi relatar os processos gerais de purificacdo e dar
um direcionamento para a pessoa que esta procurando uma ideia inicial para o
projeto. A diversidade de produtos obtidos por meio de materiais
lignocelul6sicos é grande, e como visto anteriormente, cada bioproduto por ter
diferentes processos downstream. Recomenda-se que o responsavel realize
um projeto piloto (em escala de laboratério), e ap6s o sucesso do projeto

ocorra a ampliagéo para escala industrial.

Mesmo com a variedade de etapas downstream presentes na literatura,
ainda h& a busca por processos que nédo influenciem tanto na economia global
do processo. A reducdo desse custo seria possivel com o investimento em

novas pesquisas por parte do governo e empresas privadas.
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