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RESUMO

A industria biotecnoldgica estudada produz um hidrocarboneto ramificado de cadeias
longas como um de seus principais produtos de alto valor agregado e precursor de varios
produtos quimicos de interesse comercial. Esse hidrocarboneto é produzido por
respiracdo aerdbica de um microrganismo geneticamente modificado, e parte dele ¢é
perdida durante a etapa de purificacdo. A fracdo do bioproduto perdida nas etapas
dowstream, se recuperada, poderia impactar positivamente no rendimento global do
bioprocesso e, por conseguinte, na lucratividade da empresa. Neste contexto, esse
trabalho teve por objetivo avaliar as caracteristicas das correntes efluentes das etapas
de recuperacdo e purificacdo do hidrocarboneto (6leo) e, a partir da quantificacdo da
sua concentracdo nessas correntes e da sua forma de associacdo com os demais
subprodutos, propor alternativas para a sua recuperacao e reaproveitamento. Para esse
estudo, foram utilizados os dados de producédo industrial de 2020, e a analise estatistica
dos dados quantitativos das correntes efluentes identificou dois pontos importantes de
perdas do 6leo. A primeira perda ocorre na etapa de separacdo das células do caldo
fermentado (etapa de separacdo 1), em que 4,21% do hidrocarboneto produzido é
perdido, ou por emulsificacdo com a vinhaca ou por associacdo interna com as células
microbianas. A segunda perda ocorre na separacao das fases oleosa e aquosa (etapa de
separacgdo 2), em que aproximadamente 12% do hidrocarboneto alimentado é perdido,
ou por emulsificacdo com a fase aquosa ou por emulsificacdo com células mortas ainda
presentes na corrente de alimentacdo (< 1%). A partir desse levantamento, prop&e-se
que as células sejam separadas (etapa 1) por uma filtracdo de fluxo cruzado ou
centrifugacdo, seguida do rompimento celular por homogeneizagéo de alta presséo para
aextracdo do 6leo, auxiliada por um solvente organico apolar. Para a etapa de separacdo
2, propde-se a separacao das células, remanescentes da etapa 1, por filtracdo de fluxo
cruzado ou filtragbes em série utilizando membranas com poros de tamanhos
adequados. O filtrado, majoritariamente contendo uma fase aquosa, seria entdo enviado
a uma coluna de extracdo liquido-liquido para a separacdo da fase oleosa.
Alternativamente, se a corrente de alimentagéo da etapa de separagéo 2 contiver menos
6leo emulsificado, a recuperacéo do 6leo poderia dar-se por evaporacGes em estagios a
baixas pressdes para a evaporacdo da agua (primeiro estagio) e do 6leo (segundo
estagio), restando ao final no evaporador os sélidos. Conclui-se, portanto, que as etapas
de downstream da industria estudada poderiam ser modificadas para a recuperacao das



fracdes perdidas do produto de interesse, aumentando-se assim o rendimento global do
processo. Entretanto, as propostas de modificagdes requerem estudos futuros de
viabilidade econdmica e pureza requerida (> 97%) do produto final pelo mercado

consumidor para a tomada de decisoes.



ABSTRACT

The biotechnology industry studied produces a long-chain branched hydrocarbon as one
of its main products with high added value and precursor to various chemicals of
commercial interest. This hydrocarbon is produced by aerobic respiration of a
genetically modified microorganism, and part of the target product during the
purification step. The fraction of the bioproduct lost in the downstream step, if
recovered, could have a positive impact on the overall bioprocess performance and,
therefore, on the company’s profitability. This work proposes to evaluate the
characteristics of the effluent streams of the hydrocarbon (oil) recovery and purification
steps, based on the quantification of their concentration in these streams and their
association form with the other by-products, to propose alternatives for its recovery.
The industrial production data from 2020 were used for this study, and the statistical
analysis of the quantitative data of the effluent stream identified two important point of
oil losses. The first one occurs in the fermentation broth cell separation step (separation
step 1), which 4.21% of the hydrocarbon is lost either by emulsification with vinasse or
by microbial cells internal association. The second one occurs in the oil/water separation
phase (separation step 2), which approximately 12% of the hydrocarbon fed is lost either
by emulsification with the aqueous phase or by emulsification with dead cells still
present in the feed stream (<1%). From Eﬁs study, it is proposed that cells be separated
(step 1) by cross-flow filtration or centrifugation, followed by cell disruption by high
pressure homogenization for oil extraction aided by an apolar organic solvent. For the
separation step 2, it is proposed to separate the cells remaining from step 1 by cross-
flow filtration or by series membrane filtration with appropriate sized pores. then the
filtrate, mostly containing an aqueous phase would be sent to a liquid-liquid extraction
column for the separation of the oil phase. As an alternative, if the separation step 2
feed stream contains less emulsified oil, it could be recovered by evaporations in steps
at low pressures for water evaporation (first step) and oil evaporation (second step),
remaining the solids in the evaporator. It is concluded the downstream steps of the
studied industry could be modified to increasing the overall yield of the process by
recovering the lost fraction of the interested product. However, the modification
proposed requires future studies of economic viability and process capability to achieve

the final product required purity (>97%) to decision making.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A grande vantagem da utilizagdo de microrganismos na industria é a possibilidade de
obtencdo de biomoléculas de interesse comercial e alto valor agregado a partir de seu
metabolismo celular. Nos Gltimos anos, sustentabilidade e mudancas climaticas sdo temas de
grande preocupacdo e constante debate nas esferas publicas e privadas, e a utilizacdo de
recursos renovaveis para a obtencdo de produtos quimicos com alto valor agregado e
combustiveis tém ganhado atencdo (LIAN et al, 2018).

Nesse sentido, microrganismos selvagens e modificados geneticamente sdo largamente
explorados como agentes de producdo de biomoléculas de interesse via homeostase de suas
rotas metabdlicas. A engenharia metabdlica € a ciéncia que, através de uma atuacdo na genética
do microrganismo, permite manipular a taxa de conversdo e a produtividade da biomolécula
alvo, modificar a aceitacdo do microrganismo por um substrato especifico, produzir compostos
que naturalmente ndo fazem parte da rota metabolica do microrganismo, modificar as
propriedades celulares e até a tolerdncia a compostos estressantes ao metabolismo celular
(L1AN et al, 2018).

Além do desenvolvimento da rota de producdo de um produto de interesse por rota
metabolica de um microrganismo especifico, seja ele modificado geneticamente ou ndo, a etapa
de recuperacdo/enriquecimento do produto principal é tdo importante quanto o rendimento e
produtividade do processo biotecnolégico, uma vez que concentrar produtos impuros e
diluidos, como geralmente sdo formados em processo com essa caracteristica, pode ser o
principal desafio para tornar a rota de producdo renovavel viavel em escala industrial
(CUELLAR, 2020).

A etapa de recuperacdo, conhecida como downstream, de um processo biotecnolégico
se inicia no instante do processo em que o microrganismo utilizado ndo precisa ser mais
mantido vivo e passa a ser considerado material residual, e é entendida como um conjunto de
operacdes unitarias que consideram os parametros quimicos e fisicos do processo para o
enriquecimento do produto de interesse. Uma vez que os produtos de interesse sdo misturados
com outros de propriedades muito diferentes, os processos industriais baseados em
metabolismo celular sdo de grande complexidade. Assim, a separacdo ocorre de maneira
gradual, de acordo com propriedades fisicas e quimicas, e posteriormente, por diferenca de
natureza dos compostos cada vez mais delicada, até que se atinja a especificacdo de pureza do
produto final (GOTTSCHALK, 2011).
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A primeira etapa de downstream é conhecida como colheita (harvesting) e objetiva a
separacao de todo o material bioldgico da corrente principal. A segunda etapa é conhecida como
clarificacdo, entendido como o processo de remocdo de produtos indesejados em grande
volume. Caso o produto de interesse seja secretado no meio de cultura, essa etapa pode ser
integrada a colheita, e caso seja intracelular, compreende a ruptura celular e remocéo de
contaminantes. Por fim, as etapas de refino sdo conhecidas como captura e polimento. A
primeira compreende a ligagdo entre um ligante especifico e seletivo com o produto de
interesse, sendo os contaminantes descartados, e a segunda, 0 oposto, ou seja, contaminantes
sdo capturados e o produto de interesse liberado no fluxo do processo (GOTTSCHALK, 2011).

A etapa de Downstream podem representar entre 50 e 90% do custo total do processo
de producéo, e depende de diversos fatores para apresentar a melhor combinacéo de operacoes
que tornam o processo produtivo viavel: € totalmente dependente da etapa de fermentacdo, uma
vez que a natureza do microrganismo, do substrato e do processo utilizado podem interferir na
escolha dos equipamentos, assim como o produto de interesse (intra ou extracelular), suas
propriedades quimicas e fisicas, e sua aplicacdo, ou seja, grau de pureza (PAIS et al., 2016)

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar as caracteristicas de correntes nao
reaproveitadas de um processo de recuperacdo/enriquecimento (downstream) de um
hidrocarboneto de cadeia longa e ramificada de alto valor agregado, produzido por um processo
fermentativo de uma industria de biotecnologia que utiliza um microrganismo geneticamente
modificado e xarope de cana-de-aclcar como substrato. Nesse sentido, esse trabalho visa
propor alternativas de recuperacdo do bioproduto a fim de se minimizar perdas e, portanto,

contribuir para melhorar a produtividade do processo.
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2. FUNDAMENTACAO

2.1. A Unidade Industrial de estudo

A industria de biotecnologia estudada pertence a uma multinacional lider nas areas de
salde, nutricdo e vida sustentavel. Na América Latina atua nas areas de produtos nutricionais,
nutricdo e saude humana e animal, alimentos e bebidas, cuidados pessoais, materiais de
protecdo, plasticos de engenharia e produtos e servigos de base bioldgica.

Pertencendo anteriormente a uma startup americana cuja misséo é produzir moléculas
personalizadas a partir de fontes renovaveis de carbono através de engenharia genética, a
instalag&o industrial, localizada em um complexo industrial no interior do estado de S&o Paulo,
foi adquirida em 2017 e opera com processos biotecnoldgicos fermentativos, tendo o xarope de

cana-de-aglcar como substrato para o cultivo de microrganismos geneticamente modificados.

2.2.  Descrigdo do processo

O principal produto produzido é um hidrocarboneto de cadeia longa e ramificada, com
alto potencial redutor e de alto valor de mercado, sendo precursor de adesivos, fragrancias,
surfactantes, estabilizadores, resinas, revestimentos, selantes, emulsificantes, vitaminas,
oligdbmeros e polimeros.

Por se tratar de um processo biotecnolégico, o qual é centralizado no metabolismo de
um microrganismo geneticamente modificado, outros microrganismos presentes em meio
externo sdo capazes de contaminar o meio fermentativo. Dessa forma, a instalagdo industrial
tem infraestrutura e procedimentos para garantir a esterilidade do interior dos equipamentos e
do meio reacional, fator de muita importancia para garantir o sucesso da produgdo de uma
empresa de biotecnologia (KUMAR et al., 2021)

Dessa forma, pode-se dizer que a planta industrial tem seu processo produtivo baseado
em quatro pilares: esterilidade da planta, upstream, fermentacdo e downstream (Figura 1). A
biomolécula alvo é obtida ao final da cadeia produtiva (Figura 1) com uma pureza de 95-97%,

dependendo das demandas de exportacao.
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Figura 1 - Fluxo simplificado do processo produtivo da instalacdo industrial estudada
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Fonte: Acervo pessoal

2.2.1.  Esterilidade da planta

O tempo para a esterilizacdo em uma escala industrial € entre 3 e 6 horas de duracao.

Para a limpeza das linhas e equipamentos utiliza-se a tecnologia CIP (clean-in-place), a qual é
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muito utilizada em sistemas fechados em industrias de alimentos processados, bebidas,
laticinios, cosmética e produtos farmacéuticos. Esse procedimento deve garantir a remocéo de
substancias que possam incrustar no interior dos equipamentos, as quais podem reduzir sua
eficiéncia, causar entupimentos e contribuir fortemente com contaminacdes (L1 et al., 2019).

Um procedimento de CIP sera eficiente se satisfizer parametros fundamentais, tais
como, tempo suficiente de recirculacao das solucdes utilizadas; temperatura étima de operacao
(temperaturas baixas podem contribuir com ocorréncia de sedimentagdo gravitacional dos
particulados limpos devido reducdo de solubilidade dos mesmos no meio, e temperaturas altas
podem contribuir para a mistura intensa entre as particulas suspensas e a solucéo, esta Gltima
adquirindo caracteristica coloidal e perdendo sua eficiéncia); turbuléncia do fluido de limpeza
para aumentar o atrito entre solugéo e incrustacdo, a qual pode ser obtida com alta velocidade
de escoamento do fluido (Reynolds > 10.000), natureza e concentracdo da solucdo quimica
utilizada (PIEPIORKA-STEPUK et al., 2019).

O CIP realizado nos equipamentos industriais obedece as seguintes etapas: enxague
com agua quente, seguido de recirculagdo com solucdo de hidroxido de sddio, enxague com
agua quente, recirculacdo com solucdo de acido nitrico e enxague com agua quente. Para a
limpeza interna de todos os equipamentos que necessitam ser estéreis (upstream e
fermentacdo), utiliza-se uma central de tanques quimicos dedicada aos mesmos. As etapas de
separacdo, recuperacdo e purificacdo do produto de interesse (downstream) ndo requerem
assepsia de linha e equipamentos, dessa forma, ha uma segunda central de produtos quimicos,
segregada da primeira mencionada, dedicada apenas a limpeza interna dos equipamentos e
tubulacbes que compBem essa etapa, evitando incrustacdes e garantindo operabilidade dos
mesmaos.

O meio estéril pode ser garantido de diversas maneiras, as quais podem ser combinadas
ou ndo. Dentre os diferentes métodos de esterilizacdo (Figura 2), destacam-se métodos que
utilizam calor, produtos quimicos, irradiacdo, alta pressao e filtragdo (ou secagem a quente),

irradiacdo ultravioleta e gases esterilizantes (KUMAR et al., 2021).
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Figura 2 - Métodos e mecanismos de esterilizacao
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Fonte: Adaptado de MOONDA et al., 2018

Para garantir que todo o processo fermentativo esteja estéril, para maior produtividade
dos fermentadores, € necessario que o xarope de cana-de-acUcar (substrato) e todo o meio de
cultura dos fermentadores (solugdo de sais, vitaminas e metais) estejam assépticos, toda a linha
de upstream e de transferéncia e os fermentadores estejam limpos e esterilizados antes de cada
inoculacdo, e mantidos protegidos de qualquer contaminacdo proveniente do meio-ambiente
durante operacao.

Conforme ja comentado e ilustrado na Figura 2, as tecnologias de esterilizacao diferem
quanto a seus métodos, e podem ser macro-classificadas como métodos fisicos e quimicos.
Segundo RIFNA et al. (2019), as novas tecnologias de esterilizacdo (radiacéo, filtracdo e
métodos quimicos) promovem a maior preservacdo das qualidades de nutrientes em
comparacdo com 0s métodos térmicos tradicionais utilizando calor, porém a ciéncia ainda
carece de estudos mais aprofundados para o aumento de escala a nivel industrial para suas
aplicacGes de modo que seja viavel em termos financeiros e de processo. Para a assepsia de
materia-prima, meio de cultura, interior das tubulacdes e dos fermentadores, utiliza-se na planta
industrial a inativacdo térmica dos microrganismos com vapor saturado, 0 método mais
convencional, capaz de inativar microrganismos, enzimas e constituintes fundamentais de
celulas, caso satisfaca condigdes adequadas de tempo de exposi¢do e quantidade de energia
térmica (MOONDA et al., 2018).
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A Figura 3, mostra que o mesmo grau de esterilidade (chamado de Fator de Del,
logaritmo natural da razao entre microrganismos viaveis no inicio da etapa de esterilizacdo e
microrganismos Vvidveis ap0s o periodo de tratamento) pode ser atingido variando tempo e
temperatura (cujo eixo é representado de maneira decrescente) do processo. O mesmo resultado
com processo em alta temperaturas e periodo curto pode também ser atingido com temperatura
mais amena compensada com periodo estendido (STANBURY, WHITAKER E HALL, 2017).

Apesar do Fator de Del poder ser obtido por diversas combinagdes de temperatura e
tempo de tratamento, no que diz respeito & matéria-prima e meio de cultura, deve-se levar em
consideracdo a degradacdo dos mesmos quando submetidos ao processo de esterilizacao.
Vitaminas, aminoacidos e proteinas podem ser degradados a depender do tempo de exposi¢édo
e da carga térmica, reduzindo a qualidade dos nutrientes e promovendo a degradacdo de
matéria-prima, favorecendo o acumulo de compostos que podem inibir o crescimento do
microrganismo utilizado no processo industrial (STANBURY, WHITAKER E HALL, 2017).

Figura 3 - Efeito da esterilizacdo e da temperatura para Fator de Del de 69.0, 23.3, 4.6
e2.3

Ln (tempo de esterilizacéo)

1 1 ] J
125 120 115 110 105 100
Temperatura (°C)

Fonte: Adaptado de STANBURY, WHITAKER E HALL (2017)

Na Figura 4(a), apresenta-se o efeito do tempo de esterilizagdo na degradacdo do meio
de cultura, refletida no rendimento do produto da fermentacéo subsequente a esterilizagéo, e na
Figura 4(b), o efeito da temperatura na energia de ativacdo para destruicdo de esporos de
microrganismos contaminantes e para a destruicdo de nutrientes essenciais do meio de cultura.

Complementarmente, apresenta-se na Tabela 1 o efeito do tempo de esterilizacdo de um meio

17



contendo licor de milho a temperatura de 121°C na porcentagem final de glicose remanescente,

sugerindo que para uma mesma temperatura, quanto maior o tempo do processo de

esterilizacdo, maior serd o grau de degradacdo do substrato.

Figura 4 (a) - Efeito do tempo de esterilizacdo no rendimento da etapa de fermentacao

subsequente. (b) Efeito da energia de ativacdo de esporos de microrganismos e da destruicao
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Fonte: Adaptado de STANBURY, WHITAKER E HALL (2017)

Tabela 1 - Efeito do tempo de esterilizacdo a temperatura de 121°C na concentracao

final de glicose

Tempo a 121°C (min)

Quantidade adicionada de glicose remanescente (%)

60 35
40 46
30 64

Fonte: Adaptado de STANBURY, WHITAKER E HALL (2017)

Dessa forma, para esterilidade do interior de equipamentos e tubulacgdo, utiliza-se

injecdo de vapor saturado, até que temperatura de tanques, valvulas e tubulacdo atinjam 120°C

para iniciar a contagem do processo de esterilizagdo, que pode variar de 30-90 minutos, a

depender do tamanho do tanque a ser esterilizado. No que diz respeito a esterilizagdo de

matéria-prima e nutrientes, utiliza-se da tecnologia UHT (ultra-high-temperature), ao injetar
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diretamente vapor saturado (pressdo de 3 bar) a solucdo para que haja a garantia que sua
temperatura se eleve rapidamente a temperatura alvo, a solu¢do permaneca tempo suficiente
para garantir total esterilizacdo, e entdo resfriada rapidamente, evitando assim, cenarios de
degradacéo do xarope de cana-de-acUcar, de vitaminas e nutrientes.

2.2.2.  Processo de Upstream

Corresponde ao recebimento e esterilizagdo da matéria-prima (xarope de cana-de-
acucar), dissolucdo de vitaminas, sais e minerais para o preparo e posterior esterilizacdo de todo
0 meio de cultura para gue a fermentacao aconteca em condi¢des favoraveis ao microrganismo
geneticamente modificado. O fluxograma simplificado da etapa de upstream é apresentado na
Figura 5.

Figura 5 - Processo simplificado de upstream da instalacdo industrial estudada
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n® Legenda Equipamentos n° Legenda Correntes

1 Tangue de xarope A Xarope recebido da Usina

2 Tangue de xarope asséptico B Karope asséptico

3 UHT de Xarope C Sais, vitaminas e minerais

4 Tangue de dissolucio de meio de cultura D Solucdo de meio de cultura

5 UHT de meio de cultura E Solucdo de meio de cultura asséptica

6 Tanque de meio de cultura asséptico

Fonte: Acervo pessoal
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A instalacdo industrial estudada situa-se estrategicamente ao lado de uma usina
dedicada a producédo de acUcar e etanol a partir da cana-de-agucar, a qual fornece a empresa
estudada o xarope de cana-de-agucar, o qual é armazenado no Tanque de Xarope, alimentando
um sistema UHT dedicado para sua esterilizagé@o, e armazenado posteriormente em Tanque de
Xarope Asséptico, pronto para alimentar os fermentadores. Paralelamente na etapa de
upstream, ha a sala de dissolucdo, onde operadores dissolvem vitaminas, sais e minerais que
compdem os nutrientes do meio de cultura dos fermentadores em um tanque de dissolugéo.
Dessa forma, o meio de cultura preparado é enviado a um sistema UHT dedicado para a
esterilizacdo dos nutrientes, armazenado posteriormente em um tanque de nutrientes e enviado
aos fermentadores para serem inoculados.

A Figura 6 representa o funcionamento do sistema UHT, tanto para esterilizagdo do
xarope de cana-de-agUcar quanto para a receita de nutrientes. O meio ndo-asséptico é pré-
aquecido em um trocador de calor pelo meio asséptico, havendo uma regeneracao energética
do processo, e posteriormente aquecido a temperatura de esterilizacdo por injecao direta de
vapor. Posteriormente, 0 meio aquecido percorre um retardador, cujo tempo de residéncia
equivale ao tempo de esterilizacdo necessario para a temperatura de operagdo. Esterilizado o
meio, 0 mesmo é conduzido ao trocador de calor para pré-aguecer 0 meio ndo asséptico, e
posteriormente, tem sua temperatura ainda mais reduzida por agua a temperatura ambiente,
para evitar, conforme discutido anteriormente, degradacdo de fonte de acucar, vitaminas e
nutrientes. Na Tabela 2 apresenta-se o tempo de residéncia necessario do retardador, em funcéao

da temperatura, para que se atinja o Fator de Del de 55,7 ao final do procedimento.
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Figura 6 - Fluxograma de um processo de esterilizacdo térmica continua UHT com

injecdo de vapor
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dgua de agua de meio
resfriamento resfriamento ndo-estéril

Retardacdor

Saida de
vapor

rocador
te calor

trocador
de calor

Saida
meio
estéril

Fonte: Adaptado de STANBURY, WHITAKER E HALL (2017)

Tabela 2 - Correlacédo entre temperatura (°C) e tempo de residéncia (s) para se atingir um
fator de Del de 55,7

Temperatura (°C) Tempo de residéncia
150 2,7 segundos

140 18,9 segundos

135 51,9 segundos

130 146,4 segundos

Fonte: Adaptado de Stanbury, Whitaker e Hall (2017)

2.2.3.  Processo produtivo

O fluxograma do processo produtivo, o qual possui 0 xarope de cana-de-agticar como
matéria-prima, é apresentado na Figura 7.
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Figura 7 - Fluxograma simplificado do processo de fermentacao da instalagédo

industrial estudada
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A tecnologia de producdo empregada para o escalonamento do processo é conhecida
como método de cultura de multiplos estagios, ou seed-train. Nesta, o cultivo é dividido em
duas macro-etapas, sendo a primeira com o meio de cultura dedicado exclusivamente ao
crescimento celular e aumento de biomassa, permitindo a escalabilidade para a segunda etapa,
cujo meio de cultura favorece tanto a manutengédo da cultura celular quanto a producdo do
metabdlito de interesse (TAKAYAMA, 2014). A Figura 8 ilustra a curva de crescimento do
microrganismo geneticamente modificado nos multiplos estagios do método seed-train.

O processo produtivo inicia-se com o preparo do in6culo do microrganismo
geneticamente modificado, preparado em laboratério de microbiologia em condicGes
assépticas. Este € armazenado no interior de uma bazuca estéril, com conteudo total de 2L, a
qual inocula o fermentador inicial, responsavel pela propagagdo do microrganismo e geracéo
de biomassa. Atingidas as condic¢des de transferéncia, as quais dizem respeito a concentracéo
de biomassa e viabilidade do microrganismo, transfere-se todo o contetdo do Fermentador
Inicial para o fermentador intermediario. Nessa etapa, 0 objetivo principal é a concentragédo de

biomassa, para ter seu conteudo transferido, ap0s atingir concentracdo e viabilidade
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necessarias, para o fermentador principal. Este ultimo, ap6s inoculado, possui a finalidade de
finalizar a etapa de crescimento do microrganismo e ativar a rota de producao. Apesar de haver
associacdo do hidrocarboneto de interesse no interior do microrganismo geneticamente

modificado, o produto é majoritariamente acumulado em meio extracelular.

Figura 8 - llustracdo dos periodos da curva de crescimento de microrganismos na

etapa de fermentacéo
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Fonte: Adaptado de SHULER e KARDI, 1992

O fermentador inicial é caracterizado por ser batelada, enquanto os demais, batelada
alimentada, sendo todos os trés fermentadores aerados. O ar de processo € comprimido e
conduzido a uma etapa de pré-filtracdo e filtracdo, atingindo pressdo de linha mais que
suficiente para vencer a pressdo de coluna de liquido dos fermentadores e garantindo assepsia
dos mesmos. Temperatura e pH sdo mantidos constantes em faixa étima para crescimento e
produtividade do microrganismo geneticamente modificado, e os fermentadores sdo operados
pressurizados (por meio dos aeradores), promovendo maior solubilidade dos gases de processo

e contribuindo para preservacgédo da esterilidade do meio.
2.2.4.  Processo de Downstream
Finalizada a fermentacéo, faz-se necessario separar, recuperar e purificar o produto de
interesse, para que este atinja o requisito de pureza de 95-97% para sua comercializagéo.

O caldo fermentado apresenta uma composicao de 16% (m/v) do éleo (hidrocarboneto)

de interesse, além de vinhaca, solidos (células vivas e mortas do microrganismo geneticamente
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modificado, e solidos provenientes do xarope da cana-de-acucar) e uma fase aquosa. Este

conteudo é conduzido a etapa de separacao 1, o qual objetiva separar vinhaca e solidos do caldo

fermentado. Posteriormente, a corrente de interesse é conduzida a etapa de separacdo 2 apds

ser submetida a uma dosagem de surfactante, com a finalidade de controlar a formacao de

espuma, e aquecida a 80°C, para haver maior eficiéncia dessa etapa, ou seja, recuperar a fase

oleosa (de interesse) da fase aquosa. Por fim, a fase oleosa € submetida a uma etapa de

purificagdo, atingindo sua pureza comercial (95-97%). O processo de downstream é

esquematizado na Figura 9.

Figura 9 - Fluxograma simplificado do processo de Downstream da instalagédo

industrial estudada
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De acordo com a Lei de Biosseguranca n® 11.105/05, Art.3°, a Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca, OGM (Organismo Geneticamente Modificado) caracteriza-se
como qualquer “organismo cujo material genético — ADN/ARN tenha sido modificado por
qualquer técnica de engenharia genética” (BRASIL, 2005). Conforme publicado na Resolucgéo
n° 18, de 23 de Marco de 2018 no diario oficial da Unido, conforme consta no Artigo 13, “antes
de qualquer descarte, 0 OGM, seus derivados e os efluentes sélidos e liquidos devem ser
inativados para impedir sua replicacdo ou multiplicagdo e potenciais efeitos adversos a salde
humana, animal ¢ ao meio ambiente” (BRASIL, 2018).

Apdbs submissdo das etapas de separacdo, recuperacdo e purificacdo, os fluxos de
matérias pobres no produto de interesse (vinhaca e fase aquosa) sao armazenados em um tanque
de residuos. Este tltimo também recebe todo o contetdo proveniente da lavagem dos gases de
exaustdo dos fermentadores, uma vez que esses também séo considerados derivados de OGM.
Assim, o conteddo do tanque de residuos é conduzido ao processo de inativacdo, semelhante
ao processo descrito em esterilizacdo continua por UHT, representado na Figura 6, para que
todo o efluente possa ser, por lei, descartado. Os efluentes sdo despejados na lagoa de
fertirrigacdo da usina alcooleira, que sera posteriormente reaproveitado na cultura de cana-de-

acucar.

2.3.  Alternativas de recuperacgao do produto final

A etapa de downstream de um caldo fermentado, a qual possui a finalidade de
enriquecer o fluxo de corrente principal com o produto de interesse, pode ser dividida em cinco
etapas: remoc¢do de células do caldo fermentado, ruptura celular (ou remocdo de detritos
celulares), separacao primaria, enriquecimento de produto e isolamento final (DORAN, 2013).

Para uma industria com tecnologia de fermentagdo, € muito comum que néo satisfaca
as cinco etapas de downstream, uma vez que um alto grau de pureza pode néo ser requisito para
a comercializacdo do produto de interesse, ou este seja concentrado totalmente em ambiente
extracelular, ndo sendo necessaria a ruptura das células cultivadas.

A etapa de remocdo de células é a primeira etapa de separacdo, e agrega com ela a
retirada de diversas impurezas do caldo fermentado, refletindo muito positivamente nas etapas
subsequentes de downstream. Centrifugacao, filtracdo e microfiltracdo séo etapas comuns desse
processo. A etapa de ruptura celular objetiva extrair o produto intracelular acumulado nas
celulas cultivadas, e os destrogcos celulares causados por essa etapa podem ser separados
também por centrifugacéo, filtracdo e microfiltracdo (DORAN, 2013).
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A etapa de separacdo primaria dedica-se a remocao de produtos com propriedades
significativamente diferentes. As operacdes unitarias que podem satisfazer esse processo séo:
extracdo liquido-liquido, precipitagdo e ultrafiltracdo. E por fim, as etapas de enriquecimento
de produto e isolamento final sdo focadas em obter um produto de interesse com alto grau de
pureza em operacdes de separacdo com alto grau de seletividade. Muito comum em industrias
farmacéuticas, um alto grau de pureza pode ser obtido com ultrafiltracdo de liquidos,
cristalizacdo seguida por centrifugacdo ou filtracdo, ou secagem para produtos sélidos
(DORAN, 2013).

2.3.1. Centrifugacao

O processo de centrifugacdo é baseado em um maquinario que amplifica a forca da
gravidade com o objetivo de separar duas fases por diferenca de densidade, muito similar ao
principio de sedimentacdo. As centrifugas possuem um vaso gue rotacionam em torno de um
eixo central a uma velocidade suficiente para produzir uma forca centrifuga superior a
gravidade. Uma forca contraria a centrifuga, de mesma magnitude, atuam sobre os solidos da
corrente de alimentacdo, acumulando-os na parede do vaso, e formando uma camada de liquido
no topo. Essa operacdo também pode ser utilizada para separacédo de dois liquidos, desde que

estes tenham diferenca de densidade suficientes para separacao de fases. (TODARO, 2014).

2.3.2.  Filtracdo

Filtracdo é a operacdo unitaria mais econdmica para a separacéo de células e sélidos do
caldo fermentado. O principio béasico para a filtracdo acontecer é forcar a passagem do caldo
fermentado por um meio filtrante adequado. Ao longo do processo ha a deposicéo de células e
solidos junto ao meio filtrante, formando uma torta. O liquido, entdo, flui pelos canais formados
pela deposicao das particulas na torta (SHULER, 1992).

O cuidado com esse tipo de operacdo é o aumento da espessura da torta formada por
células e sélidos, que aumenta a perda de carga e reduz a operabilidade do equipamento. Filtros
rotativos continuos ou filtros pré-revestidos a vacuo rotativos sdo comumente usados na
industria de fermentacdo (TODARO, 2014).
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2.3.3.  Filtragcdo com fluxo cruzado

Filtracdo com fluxo cruzado, caracterizada pela filtragdo tangencial ao meio filtrante,
comecgou a ser desenvolvida para aplicacdo de osmose reversa, tendo entdo sua aplicagdo
estendida para microfiltracdo e ultrafiltracdo. Para a primeira aplicacédo citada, € muito comum
a utilizacdo de membranas poliméricas para operacdo, enquanto que para micro e ultrafiltracéo,
o meio filtrante pode ser constituido por membranas poliméricas, metéalicas e ceramicas
(BHAVE, 2014).

A Figura 10 ilustra a diferenca do funcionamento entre a filtracdo com fluxo cruzado e
filtracdo com fluxo direto, e a Tabela 3 apresenta o espectro de separacdo da tecnologia de

filtracdo com fluxo cruzado.

Figura 10 - Operacéo de filtracdo direta e de fluxo cruzado
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Fonte: Adaptado de BHAVE, 2014
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Tabela 3 - Espectro de separacdo de filtracdo com fluxo cruzado

Dimensdo nominal das
espécies

Exemplos de produtos
separados

Processo

100 - 500 Dalton

Acidos organicos,
aminoacidos, acido acético,
acido citrico

Ultrafiltracdo (produto
permeado)
Osmose reversa (produto
concentrado

200 - 2.000 Dalton

Antibioticos, penicilina,
cefalosporina

Micro e ultrafiltracéo
(produto permeado)

10.000 - 2.000.000 Dalton

Proteinas e polissacarideos

Ultrafiltracdo (retencéo das
especies na membrana)

0.01 - 0.3um Virus Ultrafiltracdo (retencdo das
especies)
0.1-10 um E. coli, Pseudomonas diminuta, Microfiltragéo e
células de mamiferos, Ultrafiltracdo (espécies
microrganismos do ar e retidas_
emulsdes oleosas
1-100um Bactérias e células Microfiltracdo (espécies
retidas)
Fonte: Adaptado de BHAVE, 2014
2.3.4.  Extragéo por solvente

A extracdo liquido-liquido € uma operacdo que objetiva capturar um produto desejado
de uma solucdo (proveniente do processo produtivo) para outra (liquido solvente), facilitando
a recuperacdo do produto principal. Ela também pode ser empregada para remocdo de
impurezas da corrente principal do processo. O solvente entdo, enriquecido do produto de
interesse apds extracdo, deixa o extrator, seguindo para etapa de recuperagdo, e dando
seguimento a etapa de downstream (TODD, 2014).

Para a selecdo do solvente, a natureza do produto de interesse e do liquido de
alimentacéo devem ser levadas em consideragdo, do contrario, o solvente escolhido pode néo
ter seletividade em remover o produto de interesse, ou pode ser miscivel com a corrente de
alimentacéo, dificultando e encarecendo as posteriores etapas de recuperacao. Outros fatores a
serem considerados na escolha do solvente sdo: viscosidade (caso elevada, pode dificultar
transferéncia de massa), toxicidade (salde e segurancga operacional), poder corrosivo (garantir
operabilidade dos equipamentos) e de facil recuperacdo (TODD, 2014).
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Colunas de extracao podem ser agitadas ou néo, e para exemplificacdo, apresenta-se na
Figura 11 tipos de extratores ndo agitados, cuja corrente de alimentacgéo (F), rica no produto de
interesse, entra em contato com o solvente. Por transferéncia de massa, o solvente realiza a
extracdo do produto de interesse, e é retirado da coluna (E), enquanto a corrente de alimentac&o,

mais pobre no produto principal, deixa o leito (R).

Figura 11 - Exemplo de Extratores ndo-agitados
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Fonte: Adaptado de TODD, 2014
2.3.5. Evaporacéo

O processo de evaporagdo como etapa de separacdo objetiva separar um liquido de uma
mistura em forma de vapor. De modo geral, a maioria das aplicacbes de evaporadores para
etapas de downstream concentram o produto de interesse no fundo do equipamento, em estado
liquido, e o solvente, na maioria das vezes, agua, evaporado, porém o contrario também pode
ser valido, a depender da natureza dos componentes. Para uma boa operabilidade, presséo,
temperatura, vazao de processo e propriedades fisicas e termodinamicas devem ser levadas em
consideracdo, pois o processo de concentracdo do produto de interesse pode alterar a
temperatura de ebulicdo da mistura, formar espuma (por substancias organicas), criar condi¢des
corrosivas e até mesmo perder a qualidade do produto final (FREESE, 2014).

2.3.6.  Cristalizacdo
A cristalizagdo é considerada uma das ultimas etapas no processo de purificacdo de

bioprodutos, e com alto potencial de recuperacio de produtos sélidos em solugo. E comumente

utilizada em industrias farmacéuticas para que se atinja alto grau de pureza, como € o caso dos

29



antibidticos. Para sua operacao, € necessario o entendimento da curva de saturacdo do produto
de interesse no solvente em funcdo da temperatura, para que, reduzindo a temperatura do
sistema em condicdo de saturagdo ou evaporando o solvente do sistema para que se ultrapasse
0 ponto de saturacdo, forme-se cristais uniformes do produto de interesse, para posteriormente,

ser submetido a uma etapa de secagem ou centrifugacdo com filtro (GLASGOW, 2014).

2.3.7.  Ruptura celular

Apds a separacdo de todo o contetido celular do caldo fermentado, caso o produto de
interesse esteja intracelular, sua extracdo pode ser conduzida com a ruptura das células
cultivadas. As maneiras mais conhecidas para se realizar essa recupera¢do sdo: moagem por
esferas, homogeneizacao por alta presséo, extracdo por ultrassom, microondas e por fluidos
supercriticos (KOUBAA et al., 2020).

Em uma moagem por esferas, a ruptura celular acontece devido as forcas de
cisalhamento produzidas. Em uma cadmara, esferas de materiais sélidos entram em movimento
por rotacdo do eixo central do equipamento em velocidade suficiente para promover colisdo,
trituracdo, e abrasdo das células. Em um processo de homogeneizacdo de alta presséo, a
corrente de células é submetida a alta pressdo e por meio de uma véalvula, fenda ou bocal, ha
uma reducéo brusca de pressao resultando no cisalhamento celular e em um fluido homogéneo.
Podendo ser operado entre 150 e 400 MPa, o homogeneizador de alta pressao possui como
vantagem sua escalabilidade, podendo processar até 50.000 L/h (KOUBAA et al., 2020).

Utilizada em escala laboratorial, em uma extracéo por ultrassom, energia é fornecida ao
meio celular através de um gerador de vibragdes, gerando uma onda intensa que fornece energia
suficiente ao interior celular para resultar em pequenas regiées com vapor de dgua que crescem
ao longo do processo, implodindo e causando a destruicdo celular. Similarmente, a extracdo
por microondas é baseada na ruptura celular pelo aumento de temperatura do meio de estudo,
e tem se mostrado mais promissor como um mecanismo de suporte para outros métodos de
ruptura celular, ndo como principal. Por fim, a utilizacdo de fluidos supercriticos tem ganhado
atencdo nos Ultimos anos, como uma alternativa promissora para poupar algumas etapas de
separagdo ao substituir solventes, que muitas vezes sdo toxicos. A utilizacdo de gas carbonico
supercritico tem se mostrado promissora para ruptura celular, resultando em recuperacoes de
0leos de leveduras na ordem de 10% (KOUBAA et al., 2020).
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3. MATERIAIS E METODOS

Para elaboracdo de proposta de alternativa de recuperagdo do produto de interesse a
partir das correntes descartadas de downstream, fez-se um descritivo de todo o processo
produtivo da empresa estudada em conjunto com o levantamento quantitativo das
caracteristicas das correntes de perdas.

. Para a apresentacéo dos dados quantitativos da composic¢ao das correntes de descarte,
originadas das etapas de separagdo 1 e 2, conforme ilustrado pela Figura 12 e 14, foram
utilizados dados de andlises de capilar conduzidas pelo time do laboratério de controle de
qualidade a partir de amostras diarias dessas correntes. Para essa analise, uma aliquota da
amostra estudada, previamente homogeneizada, € inserida em um capilar de vidro, em que uma
de suas extremidades é tampada com uma massa. O capilar, com sua extremidade tampada
disposta no raio externo do eixo de rotacdo, é colocado em centrifuga apropriada, a qual opera
em rotacdo de 5.000 rpm por 5 minutos. Com a amostra centrifugada, uma medicéo das fases
é realizada com um paquimetro, e a porcentagem de cada fase é obtido ao dividir-se cada
medida pela soma medida de todas as fases.

A pureza das amostras de processo, obtidas em porcentagem massa/volume, tanto para
acompanhamento da fermentacdo quanto para célculo do desempenho do processo de
downstream € obtida por anélise de cromatografia gasosa. Os rendimentos diarios das etapas
de separacgéo séo calculados a partir da razéo entre a quantidade de produto remanescente na
corrente de interesse do processo pela quantidade total de produto contido na corrente de
alimentacdo da respectiva etapa. Para o tratamento de dados de rendimento do processo de
downstream da instalagdo industrial estudada para o ano de 2020, foi utilizado o software de

analise estatistica JMP.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Etapade separacéo 1
A primeira etapa de downstream, conforme afirmado por DORAN (2013), objetiva
retirar todas as impurezas do caldo fermentado. Dessa forma, a corrente de vinhaca produzida

por esse processo de separacao possui entre 60 e 70% (v/v) de solidos, de 30-40% (v/v) de agua

e aproximadamente 1% (v/v) de emulsdo pesada. A figura 12 ilustra a disposi¢do de todo o
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conteudo contido na vinhaca apds centrifugacdo em tubo capilar, metodologia empregada para

caracterizacdo das correntes de processo em laboratorio de controle de qualidade.

Figura 12 — Representac¢do da analise de capilar da vinhaga produzida pela etapa de

separacédo 1
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Figura 13 - Rendimento diario da campanha de 2020 da etapa de separagdo 1
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A etapa de separacdo 1 no ano de 2020 apresentou um rendimento médio diério de
96,66% (Figura 13), e um rendimento anual de 95,79%. Isso equivale dizer que 4,21% de todo
0 produto de interesse produzido pela fermentacdo é perdido na vinhaga. Dessa porcentagem

perdida, cerca de 42,26% é perdido por emulsdo pesada, caracterizada pela emulséo do 6leo de
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interesse com a vinhaca, e o restante, 57,74%, por associacdo dos produtos no interior das

células retiradas do processo, que se encontram na fase de sélidos.

4.2. Etapa de separacao 2

A corrente de alimentagédo da etapa de separacdo 2 possui, por controle operacional da
etapa 1, menos de 1% (v/v) de sélidos em sua composi¢do, de 10-20% (v/v) de fase oleosa (de
interesse), 75-90% (v/v) de fase aquosa, e de 0-10% de emuls&o. A corrente de perda gerada
por esse processo de separacao possui até 2% (v/v) de sélidos, de 90-95% (v/v) de agua e até
5% (v/v) de emulsdo pesada (Figura 14). Seu objetivo, como uma etapa de separacao primaria,
descrita por DORAN (2013), é separar produtos que possuem propriedades fisicas diferentes.
Nesta etapa, 0 objetivo é toda a dgua da alimentacdo ser retirada na corrente de descarte,
deixando a corrente de interesse com 99% (v/v) de fase oleosa e 1% (v/v) de soélidos

remanescentes.

Figura 14 — Representagdo da anlise de capilar da corrente de descarte produzida pela

etapa de separacéo 2
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Figura 15 - Rendimento diario da campanha de 2020 da etapa de separacdo 2
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A etapa de separagdo 2 no ano de 2020 apresentou um rendimento didrio médio de
91,25% (Figura 15), e um rendimento anual acumulado de 88,01%. Isso equivale afirmar que
11,99% de todo produto de interesse contido na corrente de alimentacéo dessa etapa foi perdido
no processo, no ano de 2020. Desses, 13,69% sao perdidos por emulsdo com a fase aquosa, e 0

restante, 86,31%, por emulsdo do 6leo de interesse com células mortas do processo.

4.3.  Impacto de contaminacgédo no processo de Downstream

E sabido que a contaminacdo do processo fermentativo com bactérias e leveduras
prejudicam o desempenho do microrganismo geneticamente modificado, uma vez que ha a
competicdo pelo substrato e hé a presenca de metabolitos secundarios no meio reacional que
podem ser prejudiciais para a producéo do hidrocarboneto de interesse (KUMAR et al., 2021).
Na campanha de 2020 houveram lotes de fermentadores contaminados que tiveram suas
produtividades diarias reduzidas, em média, em 24,31%.

Além da perda de desempenho produtivo na etapa de fermentacdo, é observado na
pratica que o processo de downstream do caldo fermentado também é impactado: ha perdas
maiores de rendimento na etapa de separacdo 1 por associa¢dao do 6leo no interior das células
cultivadas, em decorréncia do estresse que 0 microrganismo possa ser submetido em meio
contaminado (KUMAR et al., 2021), e também perdas de rendimento na etapa de separa¢éo 2,

uma vez que os contaminantes contribuem para uma maior emulsdo do 6leo com as células
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mortas do processo. O impacto das contaminacdes na campanha de 2020 resultou em uma
aumento médio de associacdo do produto intracelular na ordem de 46,84% e um aumento de

perda por emulsdo em media de 12,04%, respectivamente, para etapa de separacéo 1 e 2.

4.4. Proposta de recuperacéo do 6leo perdido em Downstream

4.4.1. Recuperacdo de 6leo na etapa de separagdo 1

A maior parte de 6leo perdido na etapa de recuperacdo 1, na vinhaca, € por associacao
intracelular de produto pelos microrganismos cultivados, a qual é ainda mais expressiva no
tratamento de caldo contaminado. Dessa forma, o0 sucesso da sua recuperagdo pode contornar
parte dos impactos causados por possiveis contaminagdes dos fermentadores.

A Figura 16 mostra um fluxograma de processo proposto para a recuperacdo do 6leo
perdido na etapa de separacdo 1, no qual a corrente de interesse é submetida a uma etapa de
filtracdo, ou centrifugacdo, para enriquecimento da corrente de interesse com solidos,
possibilitando a extragcdo do produto de interesse intracelular por homogeneizacdo de alta
pressdo seguida de uma extracdo liquido-liquido. Posteriormente éleo de interesse e liquido
extrator podem ser separados por uma etapa de flash, e a pureza do produto final pode ser
refinada por uma etapa de evaporagdo a vacuo.

Para que os sélidos separados da corrente de vinhaca, a proposta é a utilizacdo do
processo de filtracdo de fluxo cruzado, ou centrifugacdo. A Tabela 4, sequndo BHAVE (2014),
compara o desempenho do processo de filtragdo por fluxo cruzado com as demais tecnologias
(filtragem direta, filtragem com pré-revestimento e centrifugacdo) conhecidas para diversos
tipos de separacdo. Dessa forma, ha indicios de que o processo de filtracdo por fluxo cruzado
pode ndo ser economicamente viavel para correntes com porcentagem volumétricas de sélidos
maiores que 25% (Tabela 4). Em contrapartida, o custo de equipamento, instalacdo e
manutenc¢éo de uma centrifuga é bastante elevado, decisdo que pode ser tomada apds testes em

escala piloto ou com avalia¢do econdmica.
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Figura 16 - Proposta do fluxo de processo para recuperacao do produto de interesse a

partir da corrente de descarte da primeira etapa de separacéo
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Tabela 4 - Comparacdo de filtracdo de fluxo cruzado com as demais tecnologias

Condicéo de Filtracdo fluxo . X Flltraggm de . x
Filtracéo direta pre- Centrifugagéo
processo cruzado .
revestimento
Atende

Baixo teor de
sélidos
0-1% (viv)

eficientemente
(necessita de
um alto fluxo

para o custo ser

efetivo)

Pode atender
eficientemente

Baixo custo

Pode atender
eficientemente

Baixo custo

Pode atender

Alto custo

Médio teor de
s6lidos
1-10% (v/v)

Atende
adequadamente
(eficaz a
depender do
fluxo)

Nao atende bem

Pode atender
eficientemente

Baixo custo

Pode atender
adequadamente e
economicamente

Alto teor de
s6lidos
10 - 70% (v/v)

Pode néo ser

econémico para

> 25% de
solidos para

processos

continuos

Nao atende bem

Pode atender
com alto custo
de operacéo

Pode atender alto
teor de so6lidos

Alto investimento
e manutencao

Liquidos
emulsificados

Atende
eficientemente

Néao atende bem

Ndao atende bem

Néao atende bem

Pequena diferenca
de densidade ou
particulas finas

Bem adequado
(depende dos
didmetros dos
poros)

Pode atender
adequadamente

Nao atende bem

N&o pode atender
eficientemente

Separacdo de
solutos
macromoleculares

Muito eficiente

Nao atende bem

Ndao atende bem

Baixo
rendimento

Néo factivel

Adequados
usando Néo atende bem e -
. . Pode ser dificil
Solventes membranas Nao atende bem em sistemas
L de atender
qguimicamente abertos
resistentes
Pode atender,
Fracdes continuas N&o muito com « . Pode atender
P Nao factivel
de sdlidos adequado performance adequadamente
bem sensivel

Fonte: Adaptado de BHAVE, 2014.
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Separados os sélidos da vinhaca, é necessario a realiza¢do da ruptura celular para que o
6leo de interesse possa ser extraido. Dessa forma, utiliza-se 0 processo de homogeneizacao de
alta pressdo, o método mais utilizado em escala industrial para ruptura celular. Apesar do
moedor de esferas ser uma operacao que possui tecnologia efetiva suficiente para ser aplicada
em larga escala, o processo de homogeneizacgéo de alta pressdo apresenta melhores rendimentos
(KOUBAA et al., 2020).

Em um estudo de extragdo de 6leo da levedura Yarrowia. lipolytica, o maior rendimento
de extracdo (83,8%) foi observado pela tecnologia de homogeneizacdo de alta pressdo
(DREVILLON et al., 2019 apud KOUBAA et al., 2020). Em extracdo de 6leos do fungo
Cryptococcus curvatus, a porcentagem de rendimento utilizando moagem com esferas foi de
45,5%, contra 47,3% por homogeneizagéo de alta presséo (YU et al., 2014 apud KOUBAA et
al., 2020).

A etapa de ruptura celular pode ser complementada com extracdo liquido/liquido. Pelo
produto de interesse ser um hidrocarboneto de cadeia longa e ramificada, um solvente organico
apolar deve ser adequado pela similaridade quimica com o composto de interesse, como o
hexano. THIRU et al., (2011) e SANKH et al., (2013) conseguiram reduzir o custo de extragao
do 6leo da levedura Pichia kudriavzevii em 60%, submetendo o material de estudo & uma
homogeneizacao de alta pressao auxiliada por extracdo com n-hexano. BRENNAN e REGAN
(2020) relataram que no processo de extracdo de acidos graxos de Nannochloropsis sp. por
ultrassom, o solvente organico que melhor contribuiu para extracdo de acidos graxos poli-
insaturados (que melhor se assemelha ao produto de interesse do trabalho) foi o hexano com
recuperacdo de 50,2%.

Como o hexano possui temperatura de ebulicdo, 68,95°C (chemicalbook, 2021), inferior
a temperatura do produto de interesse, para uma mesma pressao de operacao, o 6leo pode ser
separado do hexano em uma operagdo de flash a pressdo inferior a atmosferica.
Sequencialmente, uma etapa de evaporagdo a vacuo pode ser conduzida objetivando ebulir todo
0 0leo de interesse, sob pressao manomeétrica de -850 mbar, para posterior condensacéo, com a
finalidade de concentrar possiveis sélidos que poderiam acompanhar o processo de extracdo no
fundo do evaporador, obter o produto de interesse na pureza desejada e evitar degradacéo
térmica do produto ao operar o evaporador com pressdo reduzida, refletindo diretamente na

reducdo de sua temperatura de ebulicdo.
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4.4.2. Recuperacdo de 6leo na etapa de separacao 2

As perdas do 6leo de interesse na etapa de recuperacdo 2 do processo produtivo
acontecem por emulséo do 6leo com a fase aquosa, e também por emulsdo do 6leo com células
mortas (podendo essas ser as cultivadas no processo, geneticamente modificadas, ou de
microrganismos contaminantes, indesejaveis).

A Figura 17 mostra um fluxograma de processo proposto para a recuperagdo do dleo
perdido na etapa de separacdo 2, no qual a corrente de interesse é submetida a uma etapa de
filtracdo de fluxo cruzado visando reter a quantidade de células da corrente e reduzir a emulséo
das mesmas com o produto de interesse. Posteriormente, a corrente de interesse é submetida a
etapas de evaporacdo em cadeia, objetivando enriquecer a corrente de interesse ao evaporar
agua, e em sequéncia, evaporando o hidrocarboneto, separando-o de possiveis sélidos
remanescentes no evaporador, e condensado para comercializacéo.

A primeira proposta de separacdo dessa corrente serd a separacao de emulsdo. BHAVE
(2014) comparou o desempenho do filtro de fluxo cruzado com demais etapas de separagéo de
fases conhecidas, j& apresentado na Tabela 4. Pode-se observar que o desempenho do filtro de
fluxo cruzado é bem avaliado para operacdes com fluidos emulsificados e separacao de solutos
macromoleculares. Dessa forma, uma etapa de filtracdo de fluxo cruzado ou filtragdes em série,
com reducéo dos poros das membranas conforme a direcdo do fluxo do processo, podem ser
factiveis para a retencdo das células presente nessa corrente, e reduzindo a emulsdo causada
pelas mesmas.

Ap0ds a etapa de filtracdo de fluxo cruzado, a corrente de interesse seria composta pelo
hidrocarboneto de interesse, uma quantidade muito pequena de s6lidos e por, majoritariamente,
fase aquosa. Dessa forma, a etapa de separacdo subsequente podera ser similar a etapa de
separacdo da fase 1, ou seja, submeter a corrente de interesse em uma coluna de extragédo
liquido-liquido, separando o 6leo da emulsdo com fase aquosa, recuperacdo do solvente por
uma etapa de flash, e evaporacao do hidrocarboneto a pressdes reduzidas para concentracao e
separacao dos solidos do produto final.

Outro método que poderia ser adotado, uma vez que a corrente de interesse tenha mais
6leo disponivel (menos emulsificado) comparada a corrente de interesse da etapa 1 de
separacao (o qual foi submetido a uma etapa de homogeneizacao por alta pressdo para ruptura
celular), é separar a fase aquosa da corrente de interesse por evaporagdo a baixas pressoes, e
subsequentemente, evaporacdo do 6leo a uma pressdo inferior a primeira (uma vez que o

hidrocarboneto é menos volatil que a agua), separando-o dos solidos formados. O principal
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argumento para essa sequéncia de evaporacao € que, posteriormente, toda a agua condensada
(maior quantidade de matéria desse processo de recuperacao) e os sélidos concentrados deverao
ser submetidos a uma etapa de inativacdo térmica. Dessa forma, as etapas de evaporacao
serviriam, além de operacGes para purificar o produto final, como pré-aquecimento para estes

efluentes, 0 que pode tornar o processo viavel e mais verde, pela ndo utilizacéo de solvente.

Figura 17 - Proposta do fluxo de processo para recuperacdo do produto de interesse a
partir da corrente de descarte da segunda etapa de separacao

Caldo Fermentado Vinhaca (solidos)

Etapa de

separacdo 1 Expedicdo

Produto final

ﬁ.gua Filtragem de fluxo cruzado T
| + f ++++++++++++++++++++++++ . vapar
.

Oleo

/ Ao Oleo
/ . Agua .
.f: :_.-' -
S >
Etapa de |/ 7
separacdo 2 Agua I /
= ® Fi 3
Oleo o 'y
Emulsdo N j-
Corrente rica M . Corrente rica
em Cleo D &m oleo Inativagio
Lama
. lidos
Lama Y o (solidos)
(solidos y Inativacio
concentrados) Filtrados
‘ Etgpa dfz )
purificacdo
Expedicdo

Fonte: Acervo pessoal

40



5.  CONCLUSAO E RECOMENDACOES

Ap0s estudo dos processos que podem compor as etapas de downstream de uma planta
com tecnologia de fermentacdo, é possivel concluir que ha a possibilidade de se aproveitar
melhor o produto principal de interesse, produzido por rota fermentativa por microrganismo
geneticamente modificado, atraves de etapas de refino de correntes que sdo, frequentemente,
descartadas e utilizadas para fertirrigagéo.

Por o processo dos fermentadores principais se tratarem de batelada alimentada, os
processos sugeridos podem ser de natureza continua ou batelada, devendo, de qualquer forma,
ser respeitado tempo maximo de operagdo para interromper o processo e realizar CIP dos
equipamentos, evitando assim, incrustacfes e perda de vida atil. O propdsito das rotas
sugeridas € atribuir para a planta estudada maior capacidade de recuperacdo de produto final.
O estudo de uma possivel substituicdo de alguma etapa do processo de downstream demandaria
ainda mais estudos tedricos e praticos, uma vez que a planta industrial estudada processa e
enriquece outros produtos biotecnoldgicos secundarios, e essas possiveis substituicdes devem
também atender a esses produtos ndo explorados nesse trabalho.

Apesar de se propor alternativas de melhor aproveitamento do produto de interesse, nao
significam que sdo, nem as melhores alternativas/propostas que o mercado pode oferecer, uma
vez que a literatura embasada para as selecdes ndo abordam os parametros da inddstria a que
esse trabalho se refere, ou mesmo ao hidrocarboneto produzido, nem que sdo economicamente
viaveis, com o destaque principal a primeira rota de separacdo, com eficiéncia superior a 97%,
cuja porcentagem de produto perdido pode ndo ser suficiente para tornar sua recuperacao
viavel.

Dessa forma, como sugestdo para trabalhos futuros, recomenda-se realizar um estudo
aprofundado envolvendo quantidade e custo do produto final produzido, que para esse trabalho
sdo informac0es sigilosas, para desenvolver uma analise econdmica da aplicabilidade dessas
etapas de recuperagdo. Paralelamente, um estudo melhor orientado, se possivel em escala
laboratorial, ou em escala piloto, devem ser conduzidos para avaliar se realmente, para o
produto de interesse, 0 hexano se comporta como um melhor solvente em comparagdo aos
organicos polares oferecidos pelo mercado, qual o melhor material para as membranas do
processo de micro/ultrafiltracdo ser confeccionada, assim como o quéo eficiente cada etapa
proposta promete ser para que o produto final atinja as especificacdes de mercado com 97% de

pureza.
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