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RESUMO

Acido hialurénico é um biopolimero com propriedades estruturais e reoldgicas unicas,
que, inicialmente, era produzido através de sua extracdo de tecidos animais, em especial
a crista de galo. No entanto, o uso de solventes agressivos ao meio ambiente (cloroformio)
e altos custos de purificacdo para remover contaminantes da crista do galo motivou sua
produgdo através do cultivo de bactérias Streptococcus zooepidemicus. Diante disto, este
trabalho propo0s realizar uma analise técnico-econdmica-ambiental da producao de &cido
hialurénico microbiano usando S. zooepidemicus incorporado a uma biorrefinaria de
bioetanol de primeira geragdo. A andlise técnico-econdmica foi conduzida em EMSO,
enquanto a analise ambiental foi feita através da Andlise de Ciclo de Vida (ACV) com a
abordagem portdo-ao-portdo. Inicialmente, testou-se usar o caldo de actcar extraido da
cana como fonte de carbono e o vapor e energia elétrica requeridos eram gerados pela
usina atingindo um Valor Presente Liquido (VPL) de USS$ 18,43 milhdes com uma taxa
retorno sobre o investimento de 12,5%. Tal viabilidade pode aumentar ainda mais ao se
aproveitar mais outras fragdes da biorrefinaria, como o excedente de leveduras para
producao de extrato de levedura e suprimindo adicdo de sais ao meio de cultivo,
aumentando o VPL em 37,1% e 11,6%, respectivamente. Do ponto de vista ambiental, a
ACV mostrou que uma das etapas com mais impacto ambiental ¢ a etapa de Producao,
em especial o consumo de hidréxido de sodio, que ¢ consumido tanto para as limpezas
como para controle de pH do biorreator, representando 78% do total para o Potencial de
Aquecimento Global. Como ndo ¢ possivel suprimir a etapa de limpeza por normas de
agéncias reguladores, testou-se ndo controlar o pH do cultivo, através da redugdo da
conversdo de sacarose para 50%, e analisar o impacto econdmico que haveria. Tal
mudangca inviabilizou economicamente o empreendimento. A influéncia do pH foi testada
em ensaios experimentais em frascos agitados, que mostraram que o controle de pH
possui um grande efeito em cultivos de S. zooepidemicus, em especial no aspecto do

crescimento celular.

Palavras-chave: acido hialuronico, avaliacao técnico-economica, analise de ciclo de vida,

avaliagdo técnico-econOmica-ambiental, AH, Streptococcus zooepidemicus.



ABSTRACT

Hyaluronic acid is a biopolymer with unique structural and rheological properties, that,
initially, was produced by extraction from animal tissue, from rooster comb. However, it
used non-ecofriendly solvents (chloroform) and high purification costs to remove
contaminants from the rooster comb motivated its manufacture from Streptococcus
zooepidemicus bacteria cultivation. Considering this, our study proposed to do a techno-
economic-environmental analysis of microbial hyaluronic acid production incorporated
to a bioethanol biorefinery with S. zooepidemicus. The techno-economic analysis was
conducted in EMSO, while the environmental analysis was done via Life Cycle Analysis,
with the approach of gate-to-gate. At first, sugarcane juice was evaluated as carbon source
and the required steam and electricity were provided from the sugarcane factory, which
resulted in a net present value (NPV) of US$ 18.43 million with a return-on-investment
rate of 12.5%. Economic feasibility can enhance further by utilizing more fractions from
the biorefinery, such as yeast surplus for yeast extract production and not adding the salts
to the cultivation medium, which increase NPV in 37.1% and 11.6%, respectively. From
the environmental point-of-view, the Life Cycle Analysis showed the step with more
environmental impact was the Production, especially the sodium hydroxide consumption
for the cleaning-in-place and pH control, representing 78% of the total impact for Global
Warming Potential. As the cleaning-in-place cannot be suppressed due to rules of
regulatory agencies, we assessed the effect of not controlling the cultivation pH and assess
its impact by reducing sucrose conversion to 50%. Such change made the process
economically unfeasible, confirming what the shaken flasks cultivation showed: pH
control has a significant effect on the cultivation of S. zooepidemicus, especially in the

growth aspect of it.

Keywords: hyaluronic acid, techno-economic analysis, life cycle assessment, techno-

economic-environmental analysis, HA, Streptococcus zooepidemicus
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1 INTRODUCAO

O acido hialurénico ¢ um biopolimero de alta massa molar e viscosidade, que
foi inicialmente identificado no humor vitreo bovino (MEYER; PALMER, 1934;
MEYER; SMYTH; DAWSON, 1939). As propriedades reologicas deste biopolimero
logo atrairam o interesse para sua producao industrial. Inicialmente, ele era extraido de
crista de galos jovens. Hoje, estima-se que toda a producao de acido hialurdnico seja feita
através de cultivos de bactérias, como S. zooepidemicus, uma vez que esta rota oferece
maior produtividade e menores custos de purificagdo (SHIEDLIN et al., 2004).

Este biopolimero tem sido usado nos mais diversos ambitos da Ciéncia.
Tradicionalmente, por conta de sua alta viscoelasticidade, ele ¢ utilizado em inje¢des de
viscossuplementagdo em pessoas que sofrem de artrite ou artrose para diminuir as dores
inerentes de tais enfermidades e em cirurgias oftalmoldgicas. Além disso, por conta de
sua capacidade de reter 4gua em suas cadeias, o 4cido hialurénico tem sido muito utilizado
na formulagao de diversos produtos cosméticos € em procedimentos de preenchimento
cutaneo.

Além disso, este biopolimero se destaca no atual contexto de busca por
bioprocessos com baixa producdo de residuos que substituam antigos processos mais
agressivos ao meio ambiente, por se tratar de um produto de alto valor — o prego de
exportagio pode chegar até 50000 $ kg! — que, em apenas 10 anos, sua produgdo
industrial pela via microbiana substituiu a extragdo de crista de galo (CIRIMINNA;
SCURRIA; PAGLIARO, 2021). Este impacto ambiental e o custo de produgdo, no
entanto, podem ser mitigados ainda mais usando fontes de carbono e nitrogénio
renovaveis, por exemplo, uma biomassa lignocelulosica apropriada proveniente de
unidades de biorrefinarias de agucares de segunda geracao (RUSCHONI et al., 2022).

Por conta de sua crescente demanda, as pesquisas de producdo de &cido
hialurénico tém aumentado, no entanto, a maioria delas foca apenas no aspecto de sua
producdo, quer sejam através de otimizagdo de técnicas de cultivo, desenvolvimento de
novas linhagens ou desenvolvimento de meios. Poucos trabalhos sdo norteados por
analises técnico-economicas (CERMINATI et al.,, 2021; FERREIRA et al., 2021;
TORRES-ACOSTA et al., 2021) e, dentro da pesquisa conduzida, nenhum trabalho
avaliou o impacto ambiental que a produgdo de acido hialurdnico microbiano possui.

Um outro aspecto a ser considerado na producdo de acido hialurdnico € o

controle do pH, que ¢ uma variavel indispensavel em cultivos microbianos, em especial
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aqueles que envolvem a producao de acidos organicos, que € o caso deste biopolimero. O
pH pode influenciar diferentes etapas do bioprocesso, como o proprio cultivo (PIRES;
SANTANA, 2010), a precipitagio do produto (CAVALCANTI et al., 2019;
CAVALCANTI; SANTANA, 2019) e a remogao de proteinas por adsor¢ao com carvao
ativado (OLIVEIRA, 2018).

1.1 OBJETIVOS

Neste contexto, este trabalho possui como objetivo geral estudar a viabilidade
técnico-econdmica-ambiental da producao de acido hialurdnico através de cultivos de
Streptococcus zooepidemicus acoplado a uma biorrefinaria de biocombustiveis.

Os objetivos especificos sdo:

e Avaliagdo da necessidade e técnicas de controle de pH em cultivos de S.
zooepidemicus;

e Verificar qual fonte de carbono disponivel em uma biorrefinaria de
biocombustiveis ¢ mais adequada para a producdo de &cido hialurdnico
microbiano;

e Avaliar a viabilidade técnico-economica de uma industria de acido hialurénico;

e Realizar a Andlise de Ciclo de Vida desta produ¢do de acido hialurénico para

avaliar os impactos ambientais que ela possui.
1.2 ESTRUTURA DO TEXTO

Esta tese estd organizada em 7 capitulos. O primeiro capitulo € esta introducao.
O segundo capitulo apresenta uma revisao da literatura sobre acido hialuronico, suas
formas de produgdo e estudos de analise técnico-economica.

Os proximos 3 capitulos tratam dos resultados desta tese. O terceiro capitulo traz
dados a respeito de viabilidade de cultivos em frascos agitados sem a adigdo de bases. O
quarto capitulo traz dados a respeito da escolha de uma fonte de carbono relacionada a
biorrefinarias e a escolha do fluxograma. J4 o quinto capitulo mostra o estudo de
viabilidade técnico-econdmica-ambiental da producdo de 4cido hialurénico microbiano.

O sexto capitulo traz as conclusdes desta tese. Por fim, encerra-se com o sétimo

capitulo com sugestodes para trabalhos futuros.
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2 REVISAO

Em 1934, Meyer e Palmer identificaram um polissacarideo no humor vitreo
bovino com alta massa molar e viscosidade. Por conta de sua aparéncia vitrea e presenca
de um acido uroénico em sua composicao, decidiu-se nomea-lo como acido hialurdnico:
uma unido de “acido urdnico” e “hialoide” (do grego, hyalus: vitreo).

A estrutura unica deste polissacarideo lhe confere propriedades tnicas, indo
desde aplica¢des cosméticas (como preenchimento cutaneo e formulagdes para produtos
de cuidado com a pele) até ao uso em scaffolds — estruturas para crescimento de células
de organismos superiores. Diante disto, o interesse tanto da comunidade académica,
expresso em forma de trabalhos cientificos publicados, como da populagdo leiga cresce

desde sua descoberta (Figura 2.1).

Figura 2.1. Interesse do (a) publico leigo obtido no Google Trends! e (b) da comunidade
académica medido pelo niimero de artigos publicados no Web of Science e SCOPUS?.

I{H} T T T T T T I L 1] T T T T T 1] T T T T T T
B | | 1 | | )
I (B) = Web of Science
= i = Scopus
=
_ 2 3000
3 =
2 £ 2000
5 >t
= < I
= o L
£ 1000 [-
z I
1 I 1 | —— - | I 1 {} 1 1 L 1 1 I. 1 Il I Il 1 1
2005 2010 2015 2020 1940 1960 1980 2000 202
Ano Ano

Fonte: Acervo proprio.

! Para a confecgdo deste grafico, utilizou-se a palavra-chave “4cido hialurénico” na plataforma
Google Trends em dezembro/2021.

2 Para a confec¢do deste grafico, utilizou-se os comandos (TITLE-ABS-KEY (“hyaluronic acid”
OR “hyaluronan” OR “hyaluronate”)) no SCOPUS e “hyaluronic acid” OR “hyaluronan” OR “hyalunorate”
no Web Of Science em dezembro/2021.
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2.1 ESTRUTURA E PROPRIEDADES

Inicialmente, acreditava-se que o mondmero de 4cido hialurénico era composto
por um acido urdnico, um amino-agucar ¢ uma pentose. No entanto, estudos posteriores
mostraram nao havia uma pentose em sua estrutura, sendo o0 mesmo composto apenas por
uma molécula de acido d-glicuronico (o acido urdnico) e outra de N-acetilglicosamina (o
amino-agucar) (MEYER; SMYTH; DAWSON, 1939).

Apesar da composi¢ao do acido hialurdnico (AH) ter sido elucidada apenas cinco
anos apos a descoberta, sua estrutura sé foi conhecida quase vinte e cinco anos depois.
Verificou-se que o acido d-glicurdnico e a N-acetilglicosamina era unidos por meio de
uma ligagdo glicosidica B-1,3, enquanto os mondmeros eram unidos por uma ligacao
glicosidica B-1,4. Além disso, verificou-se que o polimero ndo ¢ ramificado. A partir
destas informacdes, foi possivel construir uma representagdo grafica da estrutura do 4cido

hialurénico, conforme mostra a Figura 2.2 (WEISSMANN; MEYER, 1954).

Figura 2.2. Representagdo (a) linear e (b) tridimensional do mondémero do acido
hialurénico.

(a)
] 0-H 0—H

Ligagdo ghcosidica
h-1.4

| "
o 0

/ o] (o]

o]

Ligagao glicosidica Ligagao ghcosidica
O-H B-13 N-H B-1.4

o}

Fonte: Adaptado de Weissmann e Meyer (1954) .

Por conta da composi¢cdo do mondmero, o dcido hialurdénico ¢ classificado como
sendo glicosaminoglicano, polissacarideos compostos por uma hexose € uma N-
acetilhexosamina, em geral um 4acido urdénico. No entanto, o AH difere dos demais
glicosaminoglicanos (como a heparina e condroitina) em alguns aspectos como, por
exemplo, ndo ser sulfonado, ndo possuir nenhum peptideo em sua estrutura primaria e
poder ser encontrado com massa molecular altas (da ordem de 10’ Da) (FRASER;

LAURENT; LAURENT, 1997).
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2.2 APLICACOES

A grande parte das aplicacdes do 4cido hialuronico concentram-se na Medicina.
No final da década de 1970, notou-se que, durante cirurgias de catarata, as células do
epitélio eram danificadas e ndo se regeneravam posteriormente, o que levava a eventual
cegueira nos pacientes. Para evitar este resultado, foi verificado que o uso de substancias
viscoeldsticas protegiam as células do dano. O primeiro material utilizado foi o Healan®,
que era composto por acido hialurénico. Por conta disto, o AH se tornou indispensavel
para conducdo deste procedimento cirargico (ASARI, 2004; BALAZS, 2004).

Outra aplicagdo muito interessante do acido hialurénico que tem ganhado
destaque ¢ o de viscossuplementagdo em pacientes que sofrem com artrite e artrose. Neste
caso, também por conta de suas propriedades viscoelasticas, o AH mitiga a degradacao
da cartilagem das articulagdes e normaliza as propriedades, conseguindo reduzir o
desconforto do paciente (ASARI, 2004).

Outro campo de aplicacdo do 4acido hialurdnico € a substituicdo do grupo
carboxila e hidroxila, o que ird conferir ao biopolimero novas propriedades (SHU;
PRESTWICH, 2004). Um ramo da Ciéncia que ¢ baseado nestas modificacdes quimicas
¢ a Engenharia de Tecido, em especial na formulagdo de scaffolds de acido hialurénico
modificados. Estas estruturas sao utilizadas para o crescimento de células animais, como
condrécitos (células presentes em tecidos cartilaginosos), queratindcitos (células
diferenciadas de tecido epitelial) e fibroblastos (células do tecido conjuntivo). No
primeiro caso, as células produzem agrecanas e colageno tipo I, permitindo que todo
scaffold possa ser utilizado para reparar defeitos em cartilagens. Ja nos segundo e terceiro
casos, se as células forem cultivadas juntas, ¢ possivel formar um equivalente a pele

(ASARI, 2004).
2.3 MERCADO

O volume do mercado mundial do acido hialurdnico tem se destacado nos
ultimos anos. Em 2019, ele foi avaliado no valor de US$ 8,9 bilhdes, projetando-se para
atingir o valor de US$ 16,6 bilhdes em 2027, conforme mostra a Figura 2.3 (GRAND
VIEW RESEARCH, 2020).
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Figura 2.3. Proje¢ao do volume de mercado mundial do acido hialurdnico de 2019 a
2027.
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Fonte: Grand View Research (2020).

O preco de venda do 4cido hialuronico depende de sua pureza e massa molar.
Por exemplo, em 2020 na China, o prego de exportagdo desse biopolimero com grau
farmacéutico variou entre 2700 e 50000 $ kg™! (CIRIMINNA; SCURRIA; PAGLIARO,
2021). De fato, conforme maior a massa molar, maior ¢ o preco de venda. Acredita-se
que tal ocorréncia relaciona-se com o fato da alta massa molar ainda ser desafiante e
possuir maior custo de produ¢dao (FERREIRA et al., 2021).

Além disso, a producdo industrial de 4cido hialur6nico pode ser altamente
lucrativa: uma fabrica em Jinan, na China, obteve uma taxa de lucro de 34% em 2018,
valor este considerado comum para empresas que estdo neste mercado hoje

(CIRIMINNA; SCURRIA; PAGLIARO, 2021).
2.3.1 Preenchimento cutianeo

A busca por intervengdes médicas de cunho cosmético tem se destacado nos
ultimos anos: estima-se que, em 2018, este mercado movimentou mais de 8 bilhdes de
doélares nos Estados Unidos e que foram realizadas mais de 22 milhdes de procedimentos
deste tipo no mundo todo. De modo geral, nos ultimos anos, a maioria dos procedimentos
realizados sdo os ndo-cirurgicos, provavelmente por conta de serem considerados mais
seguros e possuirem menor tempo de recuperagdo (AMERICAN SOCIETY FOR
AESTHETIC PLASTIC SURGERY, 2019; INTERNATIONAL SOCIETY OF
AESTHETIC PLASTIC SURGERY, 2015, 2016, 2017, 2018; SARWER, 2019).
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Dentre os procedimentos ndo-cirargicos, os mais realizados sdo o que utilizam
substancias injetaveis, como a toxina botulinica (Botox®, Dysport® e Xeomin®), acido

®, Restylane®, entre outros),

hialurénico (Juvederm Ultra®, Ultra Plus®, Voluma
hidroxiapatita de célcio (Radiesse®) e 4cido poli-L-lactico  (Sculptra®)
(INTERNATIONAL SOCIETY OF AESTHETIC PLASTIC SURGERY, 2015, 2016,
2017,2018, 2019). Na Figura 2.4 encontra-se a quantidade de procedimentos cosméticos

com substancias injetaveis realizados no mundo entre 2018 ¢ 2014.

Figura 2.4. Quantidade de procedimentos com toxina botulinica, acido hialurdnico,
hidroxiapatita de calcio e acido poli-L-latico realizados no mundo entre 2021 ¢ 2014 por
cirurgides plasticos.
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Fontes: International Society of Aesthetic Plastic Surgery (2015, 2016, 2017, 2018, 2019, 2020, 2021, 2022)

Numa primeira andlise da Figura 2.4, nota-se que os produtos com toxina
botulinica foram a maioria no periodo analisado, seguidos pelos de 4cido hialuronico,
enquanto os procedimentos com hidroxiapatita de célcio e acido poli-L-latico combinados
representam menos de 4%. Uma tendéncia que pode ser observada ¢ que o uso de toxina
botulinica e acido hialurénico tem aumentado com o tempo, indicando que eles tém se
tornado cada vez mais populares.

Apesar do uso da toxina botulinica ser maior que o do &cido hialurdnico
(chegando a ser quase o dobro em 2018), um fator que deve ser levado em consideracao

¢ o valor pago por estes procedimentos. Apesar de ndo ter sido encontrado dados do valor
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médio da aplicacdo de cada um destes produtos, foram encontrados dados dos valores
praticados nos Estados Unidos, que € o pais que mais realiza intervengdes médicas de

cunho cosmético, mostrados na Figura 2.5 a seguir.

Figura 2.5. Valor arrecado com procedimentos estéticos nao-cirirgicos com inje¢ao de
toxina botulinica, acido hialurénico, hidroxiapatita de céalcio e acido poli-L-latico nos
Estados Unidos entre 2019 € 2012.
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De fato, a Figura 2.5 mostra que arrecadacao de acido hialurdnico ao longo dos
anos tem se aproximado da arrecadacdo de toxina botulinica, inclusive, ficando,
aproximadamente, igual no ano de 2018. Nota-se que entre 2016 e 2017, houve uma
mudanga significativa na tendéncia dos dados. E possivel que esta mudanga seja resultado
de uma alteracdo na metodologia utilizada para coleta dos dados de 2017 (diminuigao da
amostra).

E preciso destacar que os usos de cada um desses produtos sio diferentes por
conta do seu mecanismo de atuagdo. A toxina botulinica atua causando paralisia flacida
(ou seja, redugdo do tonus muscular), de forma que ele ¢ indicado para tratamento de
marcas de expressao ao redor dos olhos (i.e., “pés-de-galinha”), rugas na testa, ao redor
dos labios e no queixo, desde que sejam mediadas por musculos faciais, e remodelamento
da fei¢dao do rosto, escolhendo cuidadosamente quais musculos serdo usados. Por outro

lado, o acido hialurdnico atua preenchendo espacos no local de atuagdo, portanto, ¢ usado
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para remodelar os labios, palpebras, rugas superficiais, bochechas e t€émporas (ALAM;
TUNG, 2018).

Outro fator que também deve ser levado em consideragdo ¢ a necessidade de
reaplicacdo de cada um deles. Estima-se que uma injecao de acido hialurénico mantenha
seus efeitos de 6 meses até mais de 1 ano, dependendo do paciente e do préprio produto
(ALAM; TUNG, 2018). Ja a toxina botulinica s6 consegue manter os resultados por 3 a
4 meses apos a injecao, dependendo do historico do paciente (ERICKSON et al., 2015),
apesar de alguns autores citarem que pode durar de 4 a 6 meses (AMERICAN SOCIETY
FOR AESTHETIC PLASTIC SURGERY, 2019).

O mercado norte americano do 4cido hialurénico em procedimentos estéticos
nao-cirargicos ¢ um dos maiores do mundo. Na Figura 2.6 encontra-se uma proje¢ao do
seu volume de mercado entre 2015 ¢ 2026. Nota-se que, em 2026, ¢ esperado que ele
atinja a marca de US$ 2,5 bilhdes, o equivalente a aproximadamente o dobro do seu valor
em 2015. Além disso, esta mesma projecdo também estima que a sua taxa de crescimento

composta anual serd de quase 6,1% (GRAND VIEW RESEARCH, 2020).

Figura 2.6. Proje¢do do volume do mercado dos Estados Unidos de &cido hialuronico

como preenchimento facial estético.
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Fonte: Grand View Research (2020).

2.3.2 Viscossuplementacio

Num planeta em que a expectativa de vida tem aumentado (ORGANIZACAO
DAS NACOES UNIDAS, 2017), doengas que atingem a parcela da populagdo com mais
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de 60 anos tem se tornado cada vez mais relevantes. Este € o caso da osteoartrite, uma
doenca degenerativa caracterizada pela perda da cartilagem sinovial nas articulagdes,
levando a dores, inflamagdes em diferentes niveis e maior sensibilidade nas mesmas, além
de limitagdo na movimentagao do paciente (WOOLF; PFLEGER, 2003).

A osteoartrite também possui um fardo econdomico muito alto. Estima-se que
seus custos indiretos (dias de trabalho perdidos, diminuicdo na produtividade, morte
prematura e pagamentos e/ou beneficios por deficiéncia) variaram entre US$ 3,41 a
USS$ 13,23 bilhdes em 2001 nos Estados Unidos (atualizando estes valores pela inflagao
norte-americana neste periodo, eles atingem o patamar de US$ 5,02 ¢ US$ 19,49 bilhdes,
respectivamente). Estes dados se equiparam com os de outras doengas ocupacionais,
como cancer, doengas circulatorias e doenga pulmonar obstrutiva cronica (LEIGH;
SEAVEY; LEISTIKOW, 2001).

Dessa forma, a busca por tratamentos desta enfermidade tem movimentado o
meio académico. Atualmente, eles atuam na mitigagao da dor que o paciente sente, sendo
que s6 ¢ recomendada a intervengao cirtirgica em casos extremos, portanto, a maior parte
do tratamento ¢ feito por meio de mudangas no estilo de vida ou por uso de medicamentos
(BIJLSMA; BERENBAUM; LAFEBER, 2011; CARR et al., 2012).

Tradicionalmente, utilizam-se analgésicos e anti-inflamatérios (YUSUF, 2016),
porém a comunidade médica tem desencorajado o uso dos mesmos para casos de dores
cronicas, em especial os que utilizam opioides (BUSSE et al., 2017). Neste contexto, o
uso do 4cido hialuronico de alta massa molar tem se destacado cada vez mais (YUSUF,
2016).

O 4cido hialurénico de alta massa molar, por meio de inje¢des periodicas,
consegue melhorar a viscoelasticidade do fluido sinovial presente nas articulagdes, de
modo que a friccdo gerada pelos movimentos € significativamente reduzida (YUSUF,
2016). De fato, quando comparado com alternativas de inje¢des intra-articulares
tradicionais, ele foi o Unico que conseguiu efetivamente reduzir a dor ¢ melhorar a
movimentagdo dos pacientes (PHILLIPS et al., 2020).

Tal como o volume de mercado do 4cido hialurénico como preenchimento em
procedimentos estéticos, também ¢é esperado que o volume de mercado para
viscossuplementacdo aumente consideravelmente até 2026, conforme mostra a Figura
2.7. De fato, ¢ esperado que em 2026 ambas as aplicagdes possuam volumes de mercado

muito proximos.
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Figura 2.7. Proje¢ao do volume do mercado dos Estados Unidos de acido hialurdnico

usado para viscossuplementagdo em pacientes com osteoartrite.
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Fonte: Grand View Research (2020).

Analisando a projecdo da Figura 2.7, percebe-se que a taxa de crescimento
composta anual sera de, aproximadamente, 7,6%. O valor desta taxa é provavelmente
suportado por todos os fatos ja explicitados anteriormente: o uso do acido hialurénico de
alta massa molar tem sido cada vez mais encorajado por médicos para tratar osteoartrite,
que ¢ uma doenca cuja incidéncia ¢ maior para a populacdo com mais de 60 anos e que

tende a aumentar com o passar dos anos.
2.4 PRODUCAO

Quando foi notado que as propriedades do acido hialurdnico o tornavam um
material de interesse, iniciou-se a busca por formas de produzi-lo em escala industrial.
Hoje, existem trés formas de se produzir o 4cido hialuronico: por meio de extragdo de
tecidos animais, por cultivos submersos com bactérias produtoras de AH e por meio de
conversoes enzimaticas (BOERIU et al., 2013).

Apesar de, inicialmente, a produ¢do do AH ser feita por meio da extracdo de
tecidos animais, como os demais glicosaminoglicanos (GAG), as desvantagens
relacionadas a este processo motivaram pesquisas em busca de tecnologias mais
promissoras, que resultaram na sua produg¢do por meio de cultivos de bactérias que

produzem naturalmente &cido hialurdnico. Atualmente, a maior parte do 4acido
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hialurénico produzido ¢ feito usando esta rota microbiana, sendo considerado o inico
GAG produzido por esta rota (DEANGELIS, 2012).

Estima-se que a producdo global seja superior a 600 t ano™, sendo que a China
¢ o pais responsavel pela maior parte de sua producao. De fato, a China se tornou um
grande expoente no comércio deste biopolimero, indo de 125t em 2013 para 308 t em
2017, um aumento de aproximadamente 2,5 vezes em 4 anos (CIRIMINNA; SCURRIA;
PAGLIARO, 2021).

2.4.1 Producio animal

Por ser encontrado em alta concentragdo em cristas de galo, a extracao do acido
hialurénico foi vista como uma boa estratégia de producao industrial, sendo desenvolvido em
um processo de cinco etapas, as quais consistiam na preparacao da crista, extragdo do AH,
remocao de proteinas e acidos nucleicos, eliminag@o de agentes inflamatorios e preparagao para
embalagem (BALAZS, 1979).

Neste processamento, o acido hialuronico obtido possui alta massa molar (1,59 MDa)
e baixo teor proteico (0,4%), caracterizando-se, a principio, como ideal para finalidades
médicas, entretanto, conforme os padrdes atuais, tal processo passa a ser invidvel, haja vista a
necessidade de novas etapas downstream para se reduzir a concentragdo de proteinas, com
objetivo de atingir a recomendagdo atual, que é ndo ser maior que 0,3% (EDQM, 2004). Tal
procedimento, consequentemente, aumenta os custos do processo.

Houve tentativas de se obter &cido hialurdnico a partir de outras fontes como o humor
vitreo de atum (7Thunnus obesus), porém o procedimento necessario para a remocao do tecido
dos olhos do animal torna o aumento de escala praticamente invidvel, além de possuir baixo
rendimento (10,5 mg/unidade) (AMAGALI; TASHIRO; OGAWA, 2009).

Com o passar dos anos, novos problemas com a obtengao do &cido hialurénico foram
encontrados, como a dificuldade de se obter matéria-prima de qualidade (por exemplo, no caso
do uso da crista de galo, o animal deve ser morto por exsanguinagao), o crescente debate a
respeito do uso de materiais alimenticios para obtencdo de materiais ndo-alimenticios, a
presenca de antigenos do animal de origem que podem iniciar um processo alérgico, os custos
energéticos e ambientais relacionados a pecuaria de alta escala e a pressdo politica feita por
orgaos de regulamentagdo, como ANVISA e FDA, para o uso de substincias que ndo sejam de

origem animal (BALAZS, 1979; DEANGELIS, 2012).
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2.4.2 Producio microbiana
2.4.2.1 Microrganismos

Tal como alguns animais, espécies de microrganismos, em sua maioria, bactérias,
também conseguem produzir acido hialurénico. Inclusive, 0 AH microbiano possui as mesmas
propriedades e estrutura que o de origem animal, porém o produto contém menos proteinas,
acidos nucleicos e endotoxinas (SHIEDLIN et al., 2004).

Para que o acido hialurénico possa ser sintetizado, € necessaria a presenca da enzima
hialuronato sintase e as vias de producdo de seus precursores (N-acetilglicosamina e 4cido
UDP-glicuronico). Bactérias como Streptococcus pyogenes, S. equi subesp. zooepidemicus, S.
equisimilis, S. thermophilus (IZAWA et al., 2009) e Pastereulla multocida (DEANGELIS,
1999) ja possuem, naturalmente, este aparato celular. Para estes microrganismos, o AH ¢
considerado um fator de viruléncia, ja que ele os protege contra o sistema imune de hospedeiros
(WESSELS et al., 1991). No entanto, deve-se destacar que apenas o acido hialurénico ndo é
capaz de estimular respostas imunoldgicas (QUINN; SINGH, 1957).

Dentro os microrganismos capazes de produzir acido hialurénico, o mais utilizado é
0 S. zooepidemicus, uma bactéria latica gram-positiva. A biossintese deste polimero nestes
microrganismos depende da formagdo de UDP-acetilglicosamina e 4cido UDP-glicurdnico,
que sdo produzidos a partir de frutose-6-fosfato e glicose-6-fosfato, respectivamente (Figura
2.8). No entanto, estes compostos sao responsaveis pela produgdo de diversos outros produtos,
como acidos organicos, polissacarideos e acidos graxos, ou seja, o AH compete pelo fluxo de

carbono com estes compostos (CHONG et al., 2005).
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Figura 2.8. Via de biossintese do acido hialuronico em Streptococcus zooepidemicus,

utilizando glicose como principal fonte de carbono.
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Fonte: Adaptado de Liu et al. (2011).

Além desta competicao pelo carbono, a producdo de acido hialurdnico também
consome muita energia da célula de S. zooepidemicus: para formar 1 mol do mondmero,
gasta-se 8 mol de ATP, enquanto apenas se regenera 2 mol de NADH (CHONG et al.,
2005). Esta alta demanda de ATP aliada a baixa regeneragdo de NADH compromete o
balango energético da célula, ainda mais de um microrganismo que ndo possui diversas
reacdes do ciclo do 4cido citrico — uma rota metabodlica responsavel por gerar energia em
organismos aerobicos (CASPI et al., 2014).

Na via de biossintese do acido hialurénico nota-se a necessidade do consumo de
glutamina para conversado de frutose-6-fosfato em glicosamina-6-fosfato (Figura 2.8). De
fato, a adi¢cdo de glutamina ao meio de cultivo favoreceu a producgao de producao de acido
hialurdnico em 65% (experimento controle obteve 2 g L"), porém houve reduziu a massa
molar final em 20,8% (experimento controle atingiu 2,4 MDa) (SHAH; BADLE;
RAMACHANDRAN, 2013).

Esta estratégia de aumentar a disponibilidade de glutamina possivelmente gerou
um desequilibrio nas concentracdes intracelulares dos precursores do acido hialuronico:
aumentou a produ¢do de UDP-acetilglicosamina, mantendo a produgdo de acido UDP-

glicurdnico constante. Acredita-se que a massa molar do acido hialurdnico microbiano se
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relaciona com uma propor¢ao 6tima de ambos os precursores, apesar de tal proporcao
ainda ndo ser conhecida (CHEN et al., 2014).

Além da glutamina, outro componente que ¢ consumido durante formagdes dos
precursores € o trifosfato de uridina (Figura 2.8), que € parcialmente composto por uracila
— uma base nitrogenada. De fato, adicionar uracila a0 meio de cultivo tem efeitos
significativos e positivos no crescimento de S. zooepidemicus e em sua produgdo,
enquanto o mesmo ndo ¢ possivel afirmar para adenina, guanina, citosina e timina. Em
concentragio e tempo de adi¢do dtimos, é possivel atingir 6,32 g L' de 4cido hialurdnico,
representando um aumento de 21% em relagdo ao experimento controle sem adi¢do de
uracila (LIU et al, 2009a).

Outro ponto a se considerar a respeito do S. zooepidemicus sao suas necessidades
nutricionais: estima-se que esta bactéria ndo consiga produzir 11 dos 20 aminoéacidos
essenciais (HARTH, 2018). Esta ocorréncia impacta na selecao de fontes de nitrogénio,
que devem conter estes aminodcidos em quantidades suficientes para manter o
crescimento celular. Estes aminoacidos podem estar tanto na forma livre ou
polipeptideos, uma vez que S. zooepidemicus produz proteases (KITTANG et al., 2017).

Sabe-se que o AH microbiano ndo atinge os mesmos niveis de massa molar que
o AH animal, ainda que as enzimas sejam semelhantes (CHEN et al., 2009b; WEIGEL,
2004).

Acredita-se que um dos fatores que controla a massa molar seja o nivel
intracelular de UDP-acetilglicosamina, que ¢ menor que o de 4&cido UDP-glicuronico
(CHEN et al., 2009b). Superexpressando-se diferentes genes responsaveis por reagdes da
via de biossintese do AH, chegou-se a conclusdo de que as etapas limitantes sdo: as
conversdes de frutose-6-fosfato em glicosamina-6-fosfato e de N-acetilglicosamina-6-
fosfato em UDP-acetilglicosamina (CHEN et al., 2014).

No entanto, por meio de técnicas de Biologia Molecular, outros microrganismos
jé& sdo capazes de produzir 4acido hialurénico. De modo geral, para a producao heter6loga
de AH selecionam-se microrganismos GRAS (do inglés “generally recognized as safe”),
uma designagdo dada pelo FDA (do inglés, “Food and Drug Administration”) ou por
especialistas a produtos ou microrganismos com histérico de uso seguro para serem
usados na industria alimenticia, como Kluyveromyces lactis (GOMES et al., 2019),
Lactococcus lactis (BADRI; RAMAN; JAYARAMAN, 2019; JEEVA et al., 2019;
PRASAD; JAYARAMAN; RAMACHANDRAN, 2010; PUVENDRAN;
JAYARAMAN, 2019), Corynebacterium glutamicum (CHENG et al., 2016, 2017) e
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Bacillus subtilis (WESTBROOK et al., 2018). No entanto, outros microrganismos podem
ser usados, como Pichia pastoris (JEONG; SHIM; KIM, 2014), Streptomyces albulus
(YOSHIMURA et al., 2015) e Escherichia coli (MAO; SHIN; CHEN, 2009).

A produgdo de AH com alta massa molar e alta produtividade em
microrganismos recombinante ¢ tao ardua quanto naqueles que naturalmente o produzem,

conforme esta evidenciado nas Tabela 2.1 e Tabela 2.2.
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Tabela 2.1. Compilagdo de microrganismos utilizados para a producgdo heterdloga de acido hialurénico com os microrganismos de origem da
hialuronato sintase, modo de operagdo empregado, concentra¢do, massa molar e produtividade volumétrica de AH.

) ) Origem da ~ 1 MM 1l
Microrganismo hialuronato sintase Modo de operacao Can(gL™?) (MDa) Pr(gL" h) Fonte
Kluyveromyces lactis P. multocida Batelada 1,9+0,2 2,09 £0,01 -*¥ Gomes et al. (2019)
Lactococcus lactis S Batelada com pulsos de Puvendran; Jayaraman
N7Z9020 S. zooepidemicus acetato (5 g L) ¢ glicose 32+0,1 34+0,2 0,072 (2019)
Lactococcus lactis . . * Badri; Raman;
NZ9000 S. zooepidemicus Batelada 0,97 - 0,044 Jayaraman (2019)
;"Zcégf)%cc”s lactis S. zooepidemicus Glicostato 1,3 1,4 0,065 Jeeva et al. (2019)
Bacillus subtilis 1A751 S. equisimilis Batelada 4,46 1,71 0,45 Westbrook et al. (2018)
;ZZIZZIZZZQZ%ZCB 032 S. equisimilis Batelada alimentada 21,6 £0,5 0,49 0,50+ 0,02 Cheng et al. (2017)
Bacillus subtilis 168 S. zooepidemicus Batelada alimentada 19,38 0,0066 0,20 Jin et al. (2016)
Streptomyces albulus o Batelada com pulsos de .
cmﬁomy S. zooepidemicus ghcosg 3.2 >3,0 0,041 Yoshimura et al. (2015)
ngZ'Z ’Zﬁiieﬂ’g Cl3030 S zooepidemicus Batelada 8,3 + 0,4 0,77 024+0,01  Chengetal. (2016)
Pichia pastoris GS115 Xenopus laevis ~ aeladacompulsode o5 661 1501001 0,094 Jeong; Shim; Kim
glicose (2014)
Pichia pastoris GS115 Xenopus laevis Bateladzﬁg(r)lgg)ulso de 0,76 £0,03 2,50+0,02 0,016 Jeongézsohllzl;; Kim
Lactococcus lactis . . Prasad; Jayaraman;
NZ9020 S. zooepidemicus Batelada 1,8 2.8 0,075 Ramachandran (2010)
Eschericia coli K5 P. multocida Batelada com pulso 3,64 - 0,121 Mao; Shin; Chen (2009)

* Dado ndo informado pelos autores
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Tabela 2.2. Compilag¢do das fontes de carbono e nitrogénio, modo de operacdo do biorreator, concentracdo, massa molar e produtividades de
trabalhos que produziam acido hialurénico usando microrganismos que o produzem naturalmente.

(continua)
. . . . MM Pr
A ~ -1
Microrganismo Fonte de carbono Fonte de nitrogénio Modo de operagao Can(gL™) (MDa) (¢ b Fonte
S. zooepidemicus . 1 Extrato de levedura Mohan et al.
MTCC 3523 Glicose 30 gL™) (10 g L) Batelada 2,40 £ 0,06 1,44 0,18 (2020)
Extrato de levedura
S. zooepidemicus ¥ (50 g L), glutamina . Pan et al.
ATCC 39920 Sacarose (50 g L) (0.6 g L) ¢ glutamato Batelada 0,86 - 0,04 (2019)
0.6gL"
Triptona (15 g L),
extrato de levedura
S. zooepidemicus . 1 (5 g L") e nanoparticulas 0,435 + Attia; Kobeasy;
ATCC 35246 Glicose (S0gL7) ™ 4 Fe203 recobertas Batelada 0,004 1,48 0,04 Samer (2018)
com glutamato (20 mg L
1
)
S Triptona (15 gL ) e
S. zooepidemicus . 1 Amado et al.
ATCC 35046 Glicose (50 gL™) extratz)5 cgzllﬁ\;edura Batelada 3,60 3 0,26 (2017)
S. zooepidemicus Suco de caju Extrato de levedura a Oliveira et al.
ATCC 39920 (92 gL)® 60 gL Batelada 1,76+0,01 ; 0.18 (2013)
S zooepidemicus Extrato de levedura
A'T C CZ; 9920 Glicose (50 g L) (10 g L") e triptona Batelada 2,44 4,36 0,20 Laietal. (2011)
(10gL")
S. zooepidemicus . 1 Extrato de levedura Batelada alimentada a Liu et al.
ATCC 39920 Glicose (5 g L7) 2,5¢LY) exponencial 3,28 ) 0,60 (2009b)
S. zooepidemicus . 1 Extrato de levedura Batelada enche-e- a Chen et al.
ATCC 39920 Glicose (20 g L) (10g LY esvazia 1,54 ) 0,06 (20092)
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Tabela 2.3. Compilagdo das fontes de carbono e nitrogénio, modo de operacdo do biorreator, concentragdo, massa molar e produtividades de
trabalhos que produziam acido hialurénico usando microrganismos que o produzem naturalmente.

(conclusdo)
. . A ~ 1 MM Pr
Microrganismo Fonte de carbono Fonte de nitrogénio Modo de operagao Can(gL™) (MDa) (gL' b Fonte
Extrato de levedura Lee et al
S. sp KLO188 Glicose (75 gL™) (24 g L) e peptona de Batelada 5,30 2 0,41 (2009) ’
soja(3gL™h)
Extrato de levedura
S. zooepidemicus . 1 (10 g L), triptona . a a Huang; Chen;
ATCC 39920 Glicose (20 g L) (17 g L) ¢ peptona de Batelada repetida - - 0,59 Chen (2008)
soja (0,3 gL™
Sacarose .
S. zooepidemicus Inicial 10 g L'! Extrato de levedura ]:;;Z?gsc?;nsl:rgﬁg: 6.80 a 0.34 Liu et al.
_ . ~ - -1 ] - >
WSH-24 Ahmentag?o 600 gL (20gL™) por batelada (2008a)
S. zooepidemicus 1 Extrato de levedura Batelada com pulsos de a Liu et al.
WSH-24 Sacarose (70 L) (25 gL sacarose >01 - 025 (2008b)
S. zooepidemicus Hidrolisado de caseina Rangaswamy e
. 1 -1
ATCC 39920 Sacarose (50 g L) (10gLM)e extrato_ 1de Batelada 5,08 3,7£0,3 0,18 Jain (2008)
levedura (3,5 gL™)
S. zooepidemicus Extrato de levedura Blank,
A'T C C% 5946 Glicose (15gL™) (10 g L) Quimiostato 0,35+ 0,09 = = Mclaughlin;
Nielsen (2005)

2 Dado ndo informado pelos autores
b Concentracio de agticares redutores
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Considerando a produtividade e massa molar final, os melhores resultados de
producdo de AH recombinante foram os de Westbrook et al. (2018) (Tabela 2.1). Porém,
para obté-los, foi preciso usar n-hexadecano para aumentar a solubilidade do oxigénio no
meio. Como esta substancia ¢ levemente toxica por via intravenosa e causa irritacoes
severas na pele humana (LEWIS, 2012), uma etapa adicional, provavelmente envolvendo
algum solvente organico (LIDE, 2005), devera ser incluida ao processo de purificagdo,
com o objetivo de remové-lo do produto, podendo aumentar os custos do processo.

Para a produgdao homologa, usando o mesmo critério, destacam-se os trabalhos
de Lai et al. (2011) e Rangaswamy e Jain (2008) (Tabela 2.2). Destaca-se que ambos 0s
trabalhos atingiram nem metade da produtividade atingida por Westbrook et al. (2018),
porém a massa molar atingida foi quase duas vezes maior. Ou seja, diante do que foi
reportado até entdo, a producdo homologa traz menores producdes que a recombinantes,

porém consegue produzir AH de maior valor agregado.
2.4.2.2 Meio de cultivo

O desenvolvimento ou conhecimento de um bom meio de cultivo para
microrganismos ¢ uma etapa essencial para desenvolver um bioprocesso com alto
rendimento e produtividade. De modo geral, a composi¢cdo do meio compreende fontes
de carbono (como glicose, xilose, sacarose, glicerol) e de nitrogénio (como peptonas,
extrato de levedura, sais de amodnia, aminoacidos). A presenca de outras substancias como

sodio, potassio e vitaminas ¢ importante (SCHMIDELL, 2008).
2.4.2.2.1 Fonte de carbono

A escolha de uma fonte de carbono € essencial para o crescimento e a produgao
de AH. Considerando apenas os microrganismos que naturalmente produzem o
biopolimero, a fonte de carbono mais utilizada ¢ a glicose (Tabela 2.2). O uso deste
substrato deve ser feito com cautela: em excesso, a glicose pode inibir o crescimento
celular e a produgdo de acido hialurdnico, porém em quantidades insuficientes, ela pode
limitar o cultivo e mudar o metabolismo da célula, levando a producdo de outros
compostos, como acido foérmico e etanol (PIRES; SANTANA, 2010). Diante disto, a
faixa Otima para a concentracdo desta fonte carbono para cultivos em batelada, ¢ de 30 a
50 g L', pois os efeitos inibitérios ndo sdo tdo severos e evita-se a formagio de

subprodutos indesejados (DON; SHOPARWE, 2010; PIRES; SANTANA, 2010).
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Outro ponto a ser considerado ¢ o impacto que a concentragao de glicose tem na
massa molar do produto. Pires e Santana (2010) mostraram que a massa molar final tende
a aumentar conforme a concentracdo inicial de glicose aumenta. Don e Shoparwe (2010)
também fizeram um estudo semelhante avaliando uma faixa maior de concentracao inicial
e observaram o mesmo efeito até 40 g L™, apos este valor a massa molar diminui.

Este fendmeno pode estar relacionado com a concentracdo intracelular dos
precursores: conforme se aumenta a disponibilidade de glicose, a producdo de UDP-
acetilglicosamina e acido UDP-glicuronico também aumenta. No entanto, quando a
concentracdo de ambos se torna muito alta, o fluxo de carbono passa a ir na direcdo de
outros compostos, como peptidoglicanos, gerando um novo desbalanco de tais
metabolitos (CHEN et al., 2014).

Além disso, acredita-se que a concentragdo instantanea da glicose também pode
afetar a massa molar. Através de cultivos em batelada de L. lactis recombinante com
concentragdo constante de glicose (glicostato) foi possivel controlar a massa molar do
acido hialurénico, de forma que ela permaneceu constante durante todo cultivo, a0 mesmo
tempo em que se observa o acimulo de AH (JEEVA et al., 2019). Uma estratégia
semelhante, porém, mais rudimentar, ja foi reportada por Nimrod et al. (1986) com S.
zooepidemicus ATCC 39920 obtendo-se AH com massa molar maior que 3,5 MDa.

Alguns trabalhos utilizam a sacarose (LIU et al., 2008a, 2008b, 2009; LONG;
ZHANG; MO, 2012; PAN et al., 2019; RANGASWAMY; JAIN, 2008) como fonte de
carbono. O seu uso ¢ uma op¢do muito interessante, pois, apds ser assimilado, ele ¢é
hidrolisado formando glicose-6-fosfato e frutose, que ¢ convertida a frutose-6-fosfato,
podendo fortalecer a produgdo de UDP-acetilglicosamina e, consequentemente, aumentar
a massa molar e producdo de 4cido hialurénico (ZHANG et al., 2016).

Uma outra fonte de carbono utilizada com sucesso ¢ a maltose, que consegue
produzir acido hialurénico com mais eficiéncia que a glicose, sem alteragdes muito
significativas na massa molar. Acredita-se que a maltose seja mais eficiente por conseguir
aumentar o fluxo de ATP (CHONG; NIELSEN, 2003a). Ja foi estudada a possibilidade
do uso de lactose, no entanto a sua velocidade de assimila¢do ¢ muito baixa, quando ela
¢ de fato assimilada, e produz acido latico em altas concentragdes, que ¢ um notdrio

inibidor para o S. zooepidemicus (AMADO et al., 2016).
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2.4.2.2.2 Fonte de nitrogénio

De modo geral, para a producdo de 4cido hialurénico, ¢ mais comum utilizar
fontes de nitrogénio complexas, como extratos de leveduras, peptonas e triptonas (Tabela
2.2), por apresentarem melhores resultados (IM et al., 2009). Apesar de também serem
usados meios definidos, eles s3o mais encontrados em estudos que buscam elucidar o
metabolismo de S. zooepidemicus (BLANK; MCLAUGHLIN; NIELSEN, 2005; CHEN
et al., 2009b, 2014; CHONG; NIELSEN, 2003a).

Estas fontes de nitrogénio usadas na producao de acido hialurdnico por cultivo
de Streptococcus zooepidemicus devem conter arginina, cisteina, histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, triptofano, tirosina e valina, uma vez que estes
aminoacidos sdo considerados essenciais para o seu crescimento (ARMSTRONG;
COONEY; JOHNS, 1997).

Um ponto importante a ser levado em consideragdo ¢ a origem da fonte de
nitrogénio. Tipicamente, os meios mais recomendados para cultivo de bactérias do género
Streptococcus sao TH (Todd-Hewitt), THY (Todd-Hewitt suplementado com extrato de
levedura), TSB (do inglés, “tryptic soy broth”) e BHI (do inglés, “brain heart infusion"),
no entanto, todos eles utilizam em sua composi¢cdo algum produto de origem animal,
como infusdo de cérebro e coragdo ou triptona, o que pode ser considerado incongruente,
uma vez que a rota microbiana foi desenvolvida para evitar os problemas recorrentes do
uso de produtos animais.

Portanto, neste contexto, buscou-se fontes de nitrogénio alternativas, como o
extrato de levedura e peptonas de soja (BENEDINI; SANTANA, 2013; LEE et al., 2009).
E importante destacar que um dos critérios de pureza do 4cido hialurénico para fins
médicos e/ou cosméticos ¢ o contetido de acidos nucleicos presentes no produto (EDQM,
2004). Logo, neste quesito a peptona de soja pode ser mais interessante que o extrato de
levedura.

A concentracdo da fonte de nitrogénio também ¢ um fator importante a ser
levado em consideracdo. Apesar de ndo terem sido encontrados estudos que reportem
efeitos inibitérios relacionados a este componente, sabe-se que a razdo
carbono:nitrogénio ¢ muito importante para a produgdo de acido hialuronico. No entanto,
o valor 6timo para esta razao € unico para cada fonte de nitrogénio utilizada, uma vez que

cada uma possui seu proprio teor de carboidratos, proteinas, polipeptideos e aminoacidos
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livres e totais JAGANNATH; RAMACHANDRAN, 2010; LAl etal.,2011; OLIVEIRA,
2014).

Uma ideia muito promissora para aumentar a producao de AH ¢ a suplementagao
do meio de cultivo com outras fontes de nitrogénio mais simples, como glutamina. Este
aminoacido atua como um doador de grupo amino para a formacao da glicosamina-6-
fosfato (Figura 2.8) e adiciond-lo ao meio de cultivo pode aumentar a produgdo de acido
hialur6nico (ATTIA; KOBEASY; SAMER, 2018; JAGANNATH,;
RAMACHANDRAN, 2010; PAN et al., 2019).

2.4.2.2.3 Demais componentes

Conforme relatado, para manutengdo do crescimento celular, a presenga de
outros compostos, como sais, pode favorecer o crescimento. Por isso, muitos meios
possuem sais em suas composicoes.

Para o caso de cultivos de S. zooepidemicus, sabe-se que a presen¢a de Na" diminui a
formagao de AH, provavelmente porque este ion pode atuar como inibidor para hialuronato
sintase. Por outro lado, a sua presen¢a pode aumentar a massa molar. Este mecanismo ¢
interessante do ponto de vista industrial, uma vez que permite a flexibilizagao da produgdo de
4cido hialurdnico com muita facilidade. Outros ions também foram testados (K*, Mg*", Ca®",
Fe?*, Mn*, Zn*" e Cu?"), porém ndio possuem efeitos significativos no crescimento celular,
concentracao e massa molar de AH (PIRES; EGUCHI; SANTANA, 2010).

Outro fator que deve ser considerado € a possibilidade de aumentar a producao de AH
através da adi¢ao de outros componentes, como iodoacetato (que inibe a glicolise) e glutamina
(que atua como doador de grupo amino para formacgao de N-acetilglicosamina-6-fosfato). O
uso individual destas substancias ja apresenta resultados positivos, no entanto, ao combina-los,
pode-se potencializar a formagao de 4cido hialurdnico de alta massa molar e mitigar a produgao

de lactato (Tabela 2.4) (SHAH; BADLE; RAMACHANDRAN, 2013).

Tabela 2.4. Efeitos do uso de inibidor da glicolise (iodoacetato) e promotor da produgdo
de N-acetilglicosamina-6-fosfato (glutamina) na formagdo de biomassa e 4cido
hialurénico.

CX Clactato CAH MM

Fstratcgia (gL (gL (gL (MDa)
Controle 2,6 18,6 2 2.4
Iodoacetato (25 uM) 2,6 10 3 2,7
Glutamina (5 g L) 3,4 11,8 33 1,9
Todoacetato (25 uM) + Glutamina (5 g L) 3,5 6,0 5,0 3,0

Fonte: Shah; Badle; Ramachandran (2013)
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Outra possibilidade ¢ adicionar N-acetilglicosamina ao meio de cultivo para
aumentar a fluxo da produgdo de UDP-acetilglicosamina. Usando proporgdes iguais de
glicose e N-acetilglicosamina (10 g L' cada) observou-se a assimilagio simultanea dos
acucares e o aumento da concentracao intracelular de UDP-acetilglicosamina, porém, nao
houve aumento expressivo no rendimento € na massa molar de AH. Provavelmente, o excesso
de N-acetilglicosamina-6-fosfato foi convertido em frutose-6-fosfato, sendo redirecionado a
via do carbono central e de produgdo de acido UDP-glicurdnico, pois houve um aumento na
concentragdo deste metabolito (CHEN et al., 2014).

No entanto, ¢ possivel que a proporcdo e a concentragdo de glicose e N-
acetilglicosamina ndo sejam as ideais: ao se utilizar 20 e 10 g L™, respectivamente, observou-
se aumento de 19,8% na concentragdo de AH e de 62,6% na massa molar. Invertendo tal
propor¢do, a massa molar dobra, enquanto a concentragcdo de acido hialurénico cai pela
metade (MOHAN et al., 2020). Esta ocorréncia mostra-se interessante para o meio industrial,
pois através da manipulagdo da razdo destes agucares € possivel flexibilizar a producao da
fabrica de acordo com a necessidade. Deve-se destacar que os estudos de Chen et al. (2014)
e Mohan et al. (2020) usaram diferentes meios (definido e complexo, respectivamente) e

cepas de S. zooepidemicus.
2.4.2.2.4 Uso de residuos e subprodutos

As politicas ambientais do mundo tém se tornado cada vez mais rigidas, exigindo
que residuos industriais sejam tratados antes do descarte. Uma alternativa interessante ¢
valorizar tais materiais através do seu reaproveitamento em outros processos industriais, pois
consegue-se reduzir os custos tanto do tratamento do residuo como de matérias-primas.

Residuos e subprodutos que possuem altas concentragdes de carboidratos,
aminoacidos e proteinas sdo ideais para serem utilizados em bioprocessos, podendo substituir
fontes de carbono e nitrogénio. Neste contexto alguns autores t€ém buscado valorizar estes
materiais utilizando-os em meios de cultivo de S. zooepidemicus para produgdo de acido
hialurénico (Tabela 2.5) (PIRES et al., 2010).

Os resultados mais promissores foram obtidos através da substituicao de fontes de
nitrogénio tradicionais, como triptona e peptona, por soro de queijo e 4gua de maceragao de
milho. Usar estes subprodutos permite atingir bons niveis de produtividade (0,27 ¢ 0,25 g L
'h!, respectivamente) e massa molar (3,71 e 3,80 MDa, respectivamente) (AMADO et al.,
2016, 2017). A titulo de comparagio, usando triptona (15 g L"), atingiu-se 0,26 gL h' e
3,00 MDa para estes respectivos parametros (AMADO et al., 2016).
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Tabela 2.5. Compilagdo com informagdes a respeito de fontes de carbono e de nitrogénio, modo de operagdo, concentragdo, massa molar e

produtividade de 4cido hialurdnico microbiano produzido através de residuos e subprodutos industriais.

Modo de

Can

MM

Pr

Microrganismo  Fonte de carbono Fonte de nitrogénio operacio (@L) (MDa) (gL' h) Fonte
S. zooepidemicus N ~ r . . Arslan e
ATCC 35046 Melago (14%) Peptona de 12 de ovelha (12 g L) Frasco agitado 3,54 - 0,07 Aydogan (2020)
S. zooepidemicus Jagra de palmeira . 4 Rohit et al.
MTCC 3523 palmyra (30 g L) Peptona de soja (17,5 g L) Batelada 1,19 0,66 0,07 (2018)
S. zooepidemicus . 4 Agua de maceragiio de milho (10% v/v) e Amado et al.
ATCC 35246 Glicose (50 g L7) extrato de levedura (5 g L) Batelada 343 38 0,25 (2017)
S. zooepidemicus  Melago de cana pré- 1 a
ATCC 39920 ratado (85,35 g )" Extrato de levedura (50 g L) Batelada 2,825 - 0,12 Pan et al. (2017)
S. zooepidemicus . 4 Proteinas de soro de queijo (5 g L) e extrato Amado et al.
ATCC 35246 Glicose (50 g L) de levedura (5 g L) Batelada 3,77 3,71+£0,09 0,27 (2016)
S. zooepidemicus . 4 Proteinas de soro de queijo hidrolisado Amado et al.
+

ATCC 35246 Glicose (50 g L) (8,5 g L") e extrato de levedura (5 g L) Batelada 259 33+02 0.19 (2016)
S. zooepidemicus Proteina de visceras nao hidrolisadas de Batelada Vézquez et al

. . -1 . . . 1 .
ATCC 35046 Glicose (50 g L) Scyliorhinus canicula (8 g L_1 ) e extrato de alimentada 2,50 >2.11 0,14 (2015)

levedura (5 g L)
Glicogénio (50 g L)
S. zooepidemicus  de agua residudria de Proteinas de residuos de visceras de atum Vazquez et al.
ATCC 35246 processamento de (8 g L") e extrato de levedura (5 g L) Batelada 2,32 22 018 (2010)
mexilhdo

S. zooepidemicus . 4 Proteinas de peptona de visceras de tubardo a Vézquez et al.
ATCC 35246 Glicose (50 g L) (8 g L ¢ extrato de levedura (5 g L) Batelada 251 - 018 (2009)
S. zooepidemicus . 4 Proteinas de peptona de visceras de arraia . Vazquez et al.
ATCC 35246 Glicose (50 g L") (8 g L) ¢ extrato de levedura (5 g L) Batelada 234 i 0.17 (2010)

2 Dado nao informado pelos autores
b Concentracio de aglicares totais
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Um trabalho que deve ser destacado foi de Vazquez et al. (2010) que substituiu
tanto a fonte de carbono (glicose por agua residudria de processamento de mexilhdo)
como a de nitrogénio (triptona por residuos de visceras de atum) e obteve-se
produtividade de 0,18 g L™! h'! e massa molar de 2,20 MDa. No entanto, é preciso lembrar
que ambos os residuos sao de origem animal.

Outra possibilidade ¢ o uso de residuos em cultivos em estado so6lido. Esta rota
j4 € amplamente explorada para a producdo de enzimas de interesse comercial. Para a
producao de acido hialurdnico, cultivou-se S. zooepidemicus em biorreatores de leito fixo
tipo colunas de Raimbault modificado recheado com bagago de suco de caju

suplementado com suco de caju e extrato de levedura, obtendo-se 6,6 mg, . g;écheio (DE

MACEDO; SANTANA, 2012). No entanto, ¢ possivel que a produ¢ao de AH possa ser
aumentada ao se usar outros tipos de biorreator de leito fixo, como um com sistema de

aeracao central (FERRARI et al., 2013).
2.4.2.3 Aeragdo e agitacao

A aeragdo ¢ um parametro muito importante para cultivo de microrganismos,
quer seja em estado so6lido ou submerso. Estudos mostram que apesar de ndo ser
necessaria para a manuten¢do do crescimento de S. zooepidemicus — um microrganismo
anaerobico facultativo —, a aeracdo pode aumentar a producao de AH e sua massa molar
(ARMSTRONG; JOHNS, 1997). Este fendomeno relaciona-se com a alteracao no balango
de NADH e NAD" promovido pela conversdo de O> em H»O realizada por meio da
enzima NADH oxidase (CHONG; NIELSEN, 2003Db).

Buscando melhorar os niveis de AH, desenvolveu-se uma estratégia em que se
aumentava manualmente a agita¢do e a vazao de ar em biorreatores, conforme atingia-se
concentracgoes celulares maiores (KIM; PARK; KIM, 2006). Este tipo de estratégia sugere
que manter a concentragdo de oxigénio dissolvido (COD) constante, através de
ferramentas de controle em biorreator, pode aumentar a produtividade destes cultivos.

De fato, posteriormente, foi mostrado que a produg@o de acido hialurdnico em
cultivos de S. zooepidemicus, cuja vazao de ar foi mantida constante, foi 27% menor que
em cultivos em que se manteve COD em 30% da saturagdo através da atuagdo de um
controlador (1,92 e 2,45 g L'}, respectivamente) (JAGANNATH; RAMACHANDRAN,
2010).
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No entanto, o setpoint utilizado para o controle de COD também pode influenciar
a concentracao final e a massa molar de AH, porém de maneiras diferentes. Enquanto se
observa um comportamento aproximadamente linear entre a concentracdo de oxigénio
dissolvido e a concentragdo de acido hialuronico (Figura 2.9a), para a massa molar nota-
se um perfil parabdlico com um minimo entre 20 e 30% da saturacdo (Figura 2.9b)

(MOHAN et al., 2020).

Figura 2.9. Comportamento da (a) concentracao e (b) massa molar de 4cido hialurénico
em relacdo a concentragdo de oxigénio dissolvido (COD) em cultivos submersos de
Streptococcus zooepidemicus.
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Fonte: Mohan et al. (2020)

2.4.2.4 Temperatura

A maioria das reagdes que ocorrem em células sdao catalisadas por enzimas,
proteinas com propriedades cataliticas. Portanto, tal como enzimas sdo afetadas pela
temperatura, € natural imaginar que cultivos também sejam afetados.

A produgdo de acido hialuronico em S. zooepidemicus apresenta boa robustez
neste sentido, com poucas variacdes na sua concentragao quando operados na faixa de 27

a 37°C. No entanto, a massa molar diminui com o aumento da temperatura
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(ARMSTRONG:; JOHNS, 1997; JAGANNATH; RAMACHANDRAN, 2010; LIU et al.,
2018). E possivel relacionar, mais uma vez, com a disponibilidade intracelular dos
precursores do AH, pois foi verificado que, em temperaturas mais baixas, o fluxo
metabolico da UDP-acetilglicosamina e acido UDP-glicurdnico ¢ maior JAGANNATH;
RAMACHANDRAN, 2010).

Por conta deste comportamento, algumas estratégias baseadas no controle da
temperatura foram criadas buscando maximizar a produgao de acido hialuronico de alta
massa molar. Uma delas € realizar ciclos peridodicos com diferentes temperaturas, em que
se alterna a temperatura do biorreator entre 37 e 30 °C durante uma hora. O grande
interesse nesta estratégia ¢ a possibilidade de se aumentar a concentragdo de AH, apesar
de se reduzir muito pouco a massa molar, ao se comparar com os cultivos-controle

(Tabela 2.6) JAGANNATH; RAMACHANDRAN, 2010).

Tabela 2.6. Comparacdo de diferentes estratégias de cultivo baseadas no controle de
temperatura de biorreatores tipo tanque agitado.

Estratégia Can(gL") MM (MDa) Fonte

ggﬁggiz ;g 08 gig ;Zé Jagannath e2 B{il(r)nachandran
Ciclo de temperatura 2,57 2,7 ( )

Controle pH 8 a 31 °C 3,58 2,42

Controle pH 7 a 37 °C 4,71 1,63

Duas fases: Liu et al. (2018)
1-pH8a31°C(0al0h) 4,75 2,26

2-pH7a37°C (10224 h)

Outra estratégia testada por Liu et al. (2018) foi a divisdo do cultivo em duas
fases: uma primeira com pH 8 a 31 °C nas primeiras 10 h e uma segunda com pH 7
mantida a 37 °C até o fim do cultivo. Semelhante a estratégia de ciclos de temperatura,
foi possivel aumentar a concentragdo de AH apesar de se diminuir a massa molar cerca

de 10%.
2.5 ANALISE TECNICO-ECONOMICA

A Engenharia Quimica ¢ o ramo da Engenharia que lida com processos que
transformam a composi¢do, estado energético e/ou estado fisico de materiais para
produzir novos materiais com fins uteis. Diante desta defini¢do, a andlise técnico-

econdmica pode ser considerada uma das ferramentas mais importantes da Engenharia
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Quimica, visto que ela permite avaliar o desempenho econdmico de diferentes processos
de forma barata, eficiente e com relativa facilidade (ELIAS et al., 2021).

A andlise técnico-econdmica envolve a resolu¢do de um sistema de equagdes
formado por relagdes fisico-quimicas e balangos materiais € energéticos de cada processo
ou operacao unitaria envolvida na fabricacdo de determinados produtos. Em seguida,
aplicam-se critérios de desempenho econdomico, como o valor presente liquido, taxa
interna de retorno, preco minimo de produto, entre outros, que permitem avaliar o
processo em estudo. Geralmente, andlises técnico-econdmicas sdo realizadas em
simuladores de processos (como SuperPro, EMSO, Aspen-Hysys) por conta do grande
nimero de equagdes ¢ alta complexidade de algumas delas, como as relagdes
termodinamicas.

Para o calculo destes critérios econdmicos, estima-se 0s custos capitais, que sao
0s gastos com a constru¢cdo ou expansdao da industria, e os operacionais, que sdo as
despesas necessarias para a industria operar (HARRISON et al., 2015).

Na avaliagdo dos custos capitais, ¢ preciso avaliar os custos capitais fixos, o
capital de giro e os custos de validagdo e inicializagdo. Os custos capitais fixos envolvem
a aquisicdo dos equipamentos industriais, compra do terreno e construgdo da estrutura
fisica industrial. Em geral, para projetos preliminares, estimam-se estes custos através de
preco de aquisicdo dos equipamentos, que pode ser feito através de contato com
fornecedores ou com relagdes matematicas, como o método CAPCOST. O capital de giro
e os custos de validagdo e inicializagdo, em geral, sdo uma fragdo dos custos capitais fixos
(HARRISON et al., 2015; TURTON et al., 2012).

Os custos operacionais também sdo divididos em trés fatores. O primeiro ¢ os
custos diretos de fabricag¢do englobam os custos daquilo que est4 diretamente relacionado
a fabricacdo do produto, de forma que variam de acordo com a taxa de produgdo. Sao
contabilizados neste fator os gastos com matéria-prima, mao-de-obra (tanto operacional
como de supervisdo), tratamento de residuos, utilidades (quentes, frias, ar, eletricidade
etc.), patente, suprimentos operacionais, laboratério, manutengado e reparos (TURTON et
al., 2012).

O segundo fator ¢ custos diretos, que ndo variam de acordo com a taxa de

producio, dizendo respeito entdo a depreciagio, impostos, seguro e despesas da fabrica >.

3 Inclui-se nas despesas fabricas gastos como servigos de contabilidade, beneficios dos
funcionarios, protegdo de fogo e seguranga laboral, cafeteria, entre outros.
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Por fim, o terceiro e ultimo fator ¢ despesas gerais, que sdo gastos que nao estdo
associados diretamente a fabricacdo do produto. Aqui, inclui-se nas despesas gerais os
custos administrativos e de supervisdo gerais, distribuicdo, venda, pesquisa e

desenvolvimento (se existirem) (TURTON et al., 2012).
2.5.1 Analise técnico-economica da producio de acido hialurénico

Até 2021, poucos trabalhos focavam no aspecto econdomico da produgao de acido
hialurénico microbiano, sendo que os que o faziam focavam no custo do meio de cultivo
e formas de baratea-lo. No entanto, este cenario mudou com os trabalhos de Cerminati et
al. (2021), Ferreira et al. (2021) e Torres-Acosta et al. (2021) que focaram neste aspecto.

Cada um destes trabalhos focou em aspectos diferentes: Torres-Acosta et al.
(2021) focaram em comparar o uso de microrganismos recombinantes e produtores
naturais de acido hialurénico e em andlises de sensibilidade; Ferreira et al. (2021)
realizaram uma analise técnico-econdmica classica da producao de acido hialuronico
microbiano com S. zooepidemicus avaliando os efeitos de aumentar a sua produgdo em
biorreator e de se adicionar uma nova etapa de purificagdo para separar acido hialurénico
de alta massa molecular — que pode ser comercializado por um prego maior —; e Cerminati
et al. (2021) exploraram o conceito de economia circular utilizando como substrato
glicerol proveniente de residuo de uma fabrica de biodiesel argentina.

Um consenso que existe nos trabalhos ¢ que a producao de acido hialurénico ¢
vidvel com altas taxas de lucro e/ou retorno. No entanto, o preco de venda do biopolimero
chama a atencdo: Ferreira et al. (2021) se basearam nas estimativas de Chong et al. (2005)
e consideram que o quilograma ¢ vendido a US$ 2.000,00 ou US$ 50.000,00, dependendo
da aplicagdo, enquanto Cerminati et al. (2021), sem explicitar suas fontes, afirmam que o
quilograma ¢ vendido por US$ 200,00. Esta diferenga se torna relevante, pois o custo
unitario de produgdo do quilograma de acido hialurénico encontrado por Ferreira et al.
(2021) varia de US$ 946,00 a US$ 1.691,00, o que inviabiliza sua venda usando o valor
de Cerminati et al. (2021).

Os processos analisados eram muito semelhantes, sendo as principais diferencas
o momento em que ¢ realizada a precipitagdo do acido hialuroénico, uma etapa a mais de
adsor¢do com silica e o uso de filtragdo tangencial no inicio para concentrar o biopolimero
e remover contaminantes com massa molar menor que 30 kDa. De fato, esta ¢ uma boa
estratégia, pois remove um volume consideravel de dgua da corrente, diminuindo o custo

do secador. No entanto, ndo € possivel realizar nenhuma comparagdo entre os processos,
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uma vez que Torres-Acosta et al. (2021) ndo informam maiores detalhes a respeito do
desempenho econdmico de seu processo, focando mais em andlises de sensibilidade. No
entanto, ¢ preciso destacar que o processo proposto por Ferreira et al. (2021) utiliza
poucas informagdes experimentais, enquanto o de Torres-Acosta et al. (2021) ¢ baseado
no processo de Rangaswamy e Jain (2008) e que atende experimentalmente as normas da
Farmacopeia Britanica para o 4cido hialurénico.

Um outro aspecto relevante da andlise técnico-econdmica ¢ que ela permite
identificar pontos no processo que podem ser melhorados, direcionando pesquisas
naquela dire¢do. Neste contexto, verificou-se que o rendimento de recuperagdo ¢ o
parametro que mais influencia a producdo de 4cido hialuronico, indicando que se deve
buscar alternativas para os atuais processos de recuperagao e purificagdo do biopolimero,
independente de se utilizar microrganismos naturalmente produtores de AH ou
recombinantes (TORRES-ACOSTA et al., 2021).

Tal como ¢ esperado todos os trabalhos possuem suas limitagdes individuais,
como nao se conhecer o valor preciso de alguns parametros (FERREIRA et al., 2021),
ndo possuir uma etapa de recuperacdo de etanol (CERMINATI et al, 2021) ou
isopropanol (TORRES-ACOSTA et al., 2021).

Um ponto que nenhum dos trabalhos publicados tocam ¢ na avaliagdo do
impacto ambiental que a producdo de acido hialurénico possui, o que ja é considerado
uma métrica importante no desenvolvimento de um processo industrial (TUFVESSON et
al., 2013). Para o 4cido hialuronico, esta andlise tona-se imprescindivel, uma vez que um
dos fatores que motivou a busca por alternativas a sua extragdo de cristas de galo foi o
alto impacto ambiental do solvente usado (cloroférmio) possui, no entanto, nenhum
trabalho realiza tal andlise. O mais proximo encontrado foi um processo considerado
sustentavel pelos autores por utilizar glicerol proveniente de produtores locais de

biodiesel (CERMINATI et al., 2021).
2.6 ANALISE DE CICLO VIDA

O impacto ambiental de processos industriais ¢ relevante, uma vez que ele pode
impactar diretamente os operarios, o meio ambiente (local e global) e na relagdo com o
consumidor, que vem buscando produtos mais amigaveis ao meio ambiente. Uma forma
de avaliar tal impacto é a Analise de Ciclo de Vida (LACA; HERRERO; DIAZ, 2011).

A Anédlise de Ciclo de Vida ¢ uma técnica que estuda os aspectos ambientais e

possiveis impactos relacionados desde a obtencdo da matéria até a disposi¢do final do
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produto. Esta abordagem ¢ conhecida como bergo-ao-timulo (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2001). No entanto existem outras
abordagens, como a bergo-ao-portdo (da producdo de matéria-prima até a saida do
produto da industria) e a portdo-ao-portao (da entrada da matéria até a saida do produto
da indtstria).
De modo geral, a Anélise de Ciclo de Vida possui 4 etapas, como mostra a Figura
2.10:
i.  Definicao do escopo ¢ objetivo;
1.  Analise do Inventario;
iii.  Avaliagdo do Impacto;

iv.  Interpretacao.

Figura 2.10. Estrutura da Andlise de Ciclo de Vida.

Defini¢ao do I:> Analise do ‘:> Avaliagdo do
escopo ¢ objetivo <:| Inventério <:| Impacto
< Interpretagao >

Fonte: Adaptado de Laca, Herrero e Diaz (2011).

Na etapa da defini¢do do escopo e objetivo, declara-se qual ¢ a aplicagdo, a
motivagdo do estudo, o publico-alvo e o escopo. O escopo consiste em determinar qual €
a unidade funcional (a referéncia para as medidas de saida e entrada do sistema), as
fronteiras do sistema, o tipo de impacto, a metodologia a ser utilizada, os procedimentos
de alocagdo (se necessarios), as suposicdes feitas, as limitagdes do estudo e o requisito de
qualidade dos dados (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2001).

Realizado este procedimento, passa-se para a proxima etapa, a Analise do
Inventario, que ¢, em esséncia, um balango de massa e energia. Nele, quantificam-se todas
as entradas (matéria-prima e energia) e as saidas (emissdes para o ar, 4gua e solo; produtos
e subprodutos; geracao de residuos solidos). Em geral, esta etapa ¢ a que mais consome
tempo, por conta do alto volume de coleta de dados. Para facilitar esta etapa, ¢ possivel
recorrer a bases de dados externas, sendo uma das mais conhecidas a Ecoinvent
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2001; LACA; HERRERO;
DIAZ, 2011).
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A proxima etapa ¢ a Avaliacdo do Impacto. Nela, associam-se os dados do
Inventario com possiveis impactos especificos e busca-se compreender tais impactos
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2001). A Avalia¢io pode
ser dividida em 4 subetapas: classificacdo (relacionar os dados do inventario por
categoria), caracterizagdo (usar fatores de pesos ou equivaléncia para unir todos os
impactos das entradas e saidas em um indicador unico para cada categoria de impacto),
normalizagdo (estabelecer uma referéncia para tornar os impactos “adimensionais”, o que
permite comparar tais resultados) e avaliagdo (atribuir peso aos impactos, identificando
quais categorias sio mais importantes para o objetivo escolhido). E preciso destacar que
a avaliacdo ¢ uma etapa controversa no meio, ja que utiliza consideragdes subjetivas
(LACA; HERRERO; DIAZ, 2011).

Por fim, ¢ feita a Interpretagdo, que ¢ tirar conclusoes a partir dos resultados das
trés etapas anteriores. E nesta etapa que é possivel identificar partes criticas do processo,
auxiliando no desenvolvimento de estratégias que possam reduzir o impacto ambiental.
Destaca-se que ¢ na Interpretagdo, em estudos comparativos, que ¢ possivel identificar
qual alternativa possui melhor desempenho econémico. A Interpretagao também pode ser
feita durante as outras etapas (Figura 2.10), ajudando a reavaliar o escopo, 0 objetivo e o
inventario (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2001; LACA;
HERRERO; DIAZ, 2011).
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3 ESTRATEGIAS DE CONDUCAO DE CULTIVOS EM FRASCOS AGITADOS

Este capitulo traz um estudo a respeito da influéncia que a manutengdo do pH
possui em cultivos de Streptococcus zooepidemicus para producdo de acido hialurdnico.
Este estudo em frascos agitados — sem controle de pH por adi¢do de base — avaliou o
efeito de diferentes temperaturas de cultivo, o uso de MOPS como tampao e pHs iniciais,

tanto na concentragao de biomassa e acido hialurdnico.
3.1 INTRODUCAO

O interesse da comunidade académica pelo acido hialurénico tem aumentado nos
ultimos anos, possivelmente por conta de suas aplicacdes, como Engenharia de Tecidos,
preenchimento cutaneo, viscossuplementagio em articulagdes de pessoas acometidas com artrite
e artrose, entre outras. Inicialmente, sua produgdo era feita por meio de extragdo de tecidos
animais, em especial de cristas de galo. No entanto, este perfil tem mudado com o passar o tempo,
uma vez que se encontrou bactérias que o produziam naturalmente e foi possivel atender as
demandas das agéncias reguladoras para a diminui¢do do uso de produtos de origem animal em
seres humanos (DEANGELIS, 2012).

As bactérias mais utilizadas s3o as do género Streptococcus, mais especificamente da
espécie Streptococcus zooepidemicus, por conta de sua alta produtividade. Uma caracteristica
distinta dessas bactérias € que a produgao de 4cido latico € a principal forma de geragao de energia
e manutencdo do crescimento celular (PIRES; SANTANA, 2010), havendo, portanto, uma
tendéncia de queda de pH ao longo de cultivos em meio liquido. Em cultivos em biorreatores,
supera-se tal dificuldade através da adi¢do continua de bases para manter o pH no valor desejado.

No entanto, o uso de bases pode aumentar os custos de um bioprocesso industrial.
Diante disto, este capitulo possui como objetivo verificar se o controle de pH ¢ de fato necessario
para cultivos de Streptococcus zooepidemicus e, se for, avaliar estratégias de cultivo para

controlar o pH.
3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Microrganismo e meios de cultura

O microrganismo utilizado foi Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920,
adquirido da American Type Culture Collection (Manassas, VA, Estados Unidos) e

cedido pelo Laboratorio de Desenvolvimento de Processos Biotecnologicos —



59

FEQ/UNICAMP. O estoque do microrganismo foi mantido a -80 °C com meio contendo
20% (m/m) de glicerol.

O meio de cultura utilizado era composto por peptona de soja (Kerry) 40 g L™,
MOPS (Exodo Cientifica, Sumaré, SP, Brasil) e glicose PA (Exodo Cientifica). A
esterilizacao dos meios foi feita em autoclave a 121 °C durante 15 min. A fonte de
carbono, peptona de soja e 0 MOPS foram autoclavados em frascos diferentes para evitar

interagdo entre eles durante a esterilizagdo.
3.2.2 Cultivos

Para ativagdo do microrganismo, estriou-se 10 uL da cultura-estoque de
Streptococcus zooepidemicus em placas de Petri contendo agar (30 g L") e peptona de
soja (67 g L") (BENEDINI; SANTANA, 2013).

Os cultivos foram conduzidos em agitadores orbitais a 200 rpm. A temperatura
de incubacdo foi mantida a 27 ou 37 °C, dependendo do cultivo. No geral, foram
utilizados erlenmeyers de 50 mL, exceto para avaliagdo do efeito de inibi¢do da glicose,
que foram conduzidos em erlenmeyers de 250 mL. Em todos os casos o volume reacional
foi de 50% do volume nominal do frasco.

Os cultivos conduzidos em erlenmeyers de 50 mL foram inoculados através da
ressuspensao de uma coldnia de microrganismo, previamente cultivada em placa de petri,
conforme j& descrito.

J& os cultivos em erlenmeyers de 250 mL foram inoculados com 6,25 mL de

caldo de in6culo com DOgoo = 2.
3.2.3 Separacio e purificacdo do acido hialuronico

A amostra de caldo foi centrifugada durante 20 min, adicionando-se etanol ao
sobrenadante na razdo volumétrica etanol:sobrenadante 1,5:1. A solucao resultante foi
mantida, durante 1h, a 4°C e, em seguida, centrifugada para precipitar o acido
hialuronico (PIRES; SANTANA, 2010).

Ao corpo de fundo da centrifugagdo adicionou-se cloreto de sodio (0,15 mol/L)
para ressolubiliza¢do. A esta nova solucdo, repetiu-se o processo descrito anteriormente

mais duas vezes (PIRES; SANTANA, 2010).
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3.2.4 Métodos analiticos

Acompanhou-se o crescimento celular periodicamente através da medida da
densidade 6tica a 600 nm (DOsoo). Em seguida, converteu-se este valor para concentragao

celular (Cx [g L!]) através da Equacio (3.1).
Cx (gL = (0,29 + 0,05) DOy 3.1)

A concentracdo de acido hialurénico foi determinada por turbidimetria (500 nm)
(CAVALCANTI et al., 2019). Como padrao foi utilizado hialuronato de sédio adquirido
de Genzyme Corporation (Cambridge, MA, EUA).

3.3 PROCEDIMENTOS MATEMATICOS
3.3.1 Calculo de velocidade especifica de crescimento maxima

Uma ferramenta muito util para acompanhamento de processos quimicos ou
fisicos ¢ o balanco de massa de um componente i em um volume de controle, que
geralmente resulta em equagdes diferenciais. Os principais termos destas equagdes sdo as
vazOes massicas de entrada (nif [g/h]) e de saida (H.lis [g/h]), velocidade volumétrica de
reacdo (r; [g/h/L]), volume (V [L]) e a massa acumulada (m; [g]), conforme mostra a
Equagdo genérica (3.2).

% -V (32)

E importante destacar que esta sendo considerado que a velocidade volumétrica de
reacdo assume valor negativo, caso i seja um substrato ou reagente € positivo caso seja um
produto.

Como a Equagdo (3.2) ¢ bem generalista, ¢ preciso simplifica-la. Para o caso de o
volume de controle estar na fase liquida de um biorreator aerado inoculado operando em batelada
com volume constante, desprezando eventuais perdas por evaporagao e amostragem, obtém-se a
Equacao (3.3) a seguir.

dC;

i 3.3
dt fi (3-3)
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Uma definigdo que ¢ muito utilizada para bioprocessos que utilizam
microrganismos é a velocidade especifica de crescimento (u [h']), que é representada
pela razdo entre a velocidade volumétrica de reaciio e a concentracio celular (Cx [g L))

(SHULER; KARGI, 2002), mostrada na Equagao (3.4)
== (3.4)

Rearranjando a Equagdo (3.4) para se obter rx e substituindo na Equagdo (3.3)
quando o componente i for a biomassa (X), ¢ obtida a Equagao (3.5).
dCx

2 35
dt uCx (3.5)

De modo geral, a velocidade especifica de crescimento pode depender de varios
fatores, como temperatura, concentragdo de substrato (fontes de carbono, nitrogénio, sais
etc.), concentragao de células, entre outros. No entanto, assume-se que, em um cultivo
em batelada, p ¢ constante e maxima durante a fase exponencial do crescimento celular,

ou seja, [l = Umax. Fazendo esta substituicdo, obtém-se a Equacao (3.6).

dcy

. 3.6
dt maxCX ( )

Como pmax € um parametro importante de um cultivo, ele deve ser calculado.
Uma forma simples € resolver a Equacao (3.6). Para isso, ¢ preciso uma condicao inicial
conhecida. Neste caso, considera-se que: t=to, Cx=Cxo. Portanto, separando as

variaveis, integrando e aplicando a condi¢ao inicial obtém-se a Equacao (3.7).
In CX = Mméx(t - to) + In CXO (37)

Nota-se uma relagdo linear entre In Cx e (t —to), permitindo calcular pmsx por

regressao linear.
3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Inibicao por glicose

Como a concentragdo inicial de glicose influencia na produgdo de acidos

organicos (PIRES; SANTANA, 2010), realizou-se 7 -cultivos com diferentes
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concentragdes (de 0 a 60 g L'). Verificou-se que a concentragdo celular final foi muito
semelhante para todos os cultivos, independentemente da concentragdo inicial de glicose
(Figura 3.1a). Pires e Santana (2010) observaram a mesma ocorréncia, usando uma

diferente fonte de nitrogénio em alta concentracio (extrato de levedura 60 g L™).

Figura 3.1 (a) Perfil de crescimento celular (Cx), (b) variagao da velocidade méxima de
crescimento especifica (1max) em funcdo da concentragdo inicial de glicose (Cgicose) € (€)
perfil do pH de cultivos de S. zooepidemicus em frascos agitados a 200 rpm em
diferentes concentragdes iniciais de glicose (0 a 60 g L") com concentracdo de peptona

(40 g LY, temperatura de 37 C.
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Fonte: Acervo pessoal.
Calculando as velocidades especificas maximas de crescimento celular (pmax)
dos cultivos (Figura 3.1b) nota-se que, na presenca de glicose, elas se mantém
aproximadamente constantes, porém, em sua auséncia, ela ¢ maior. Pires e Santana (2010)

verificaram que na auséncia ou baixa disponibilidade de glicose a geracao de energia da
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célula se da por fermentagao acida mista (evidenciado pela produgdo de 4acido férmico e
etanol), portanto € possivel que esta diferenga de valores de pumax seja resultado de
processos metabolicos diferentes.

Esperava-se que o grafico de umsx em fungao da concentragao de glicose (Figura
3.1b) possuisse, pelo menos, comportamento hiperbolico em vez da reta paralela ao eixo
horizontal. Esta ocorréncia indica que a glicose ndo esta limitando o crescimento celular,
de forma que outro fendmeno o esté realizando. Diante disto, analisou-se o pH dos cultivos
ao longo do tempo (Figura 3.1c) e notou-se que seu valor cai muito rapidamente, atingindo
niveis em que ele passa a ter efeitos deletérios no crescimento celular (LIU et al., 2018;
PIRES, 2009). Estes resultados mostram, independente da concentragdo inicial de glicose,

que o cultivo de S. zooepidemicus ¢ inviavel sem controlar o pH de alguma forma.
3.4.2 Viabilidade do uso de tampao

Para viabilizar o cultivo de S. zooepidemicus com correcao de pH, propds-se
duas estratégias: adicionar ao meio de cultura acido 3-[N-morfolino] propanosulfonico
(MOPS) —um tampao bioldgico — ou conduzir o cultivo a 27 °C para diminuir a produgao
de acidos. Escolheu-se MOPS como tampao, pois ¢ altamente soluvel em 4gua e insoluvel
em outros solventes, ndo interage com outros sais, ndo ¢ facilmente assimilado pelas
células e ndo inibe reagdes bioquimicas (FERGUSON et al., 1980). Como a concentragdo
do tampado pode interferir no crescimento celular, foram feitos dois cultivos com
diferentes concentracdes de tampdo: 21 e 32,5 g L'! (ORTIZ, 2005).

Comparando as estratégias, a adicio de MOPS em 32,5 g L™! atingiu os melhores
resultados de concentracdo celular (cerca de 3,6 vezes maior que o cultivo-controle),
seguido pelo cultivo com MOPS a 21 g L! (Figura 3.2). Resultados semelhantes foram
obtidos ao se adicionar HEPES, uma substancia semelhante ao MOPS também usada
como tampao, ao meio THY (Todd-Hewitt suplementado com extrato de levedura),
aumentando a concentracao celular e viabilidade de Streptococcus pyogenes (SAVIC;
MCSHAN, 2012).

A condugao do cultivo em temperatura mais baixa reduziu a produgao de biomassa
(Figura 3.2), o que pode estar relacionado com o desvio do fluxo do carbono no sentido de
outros produtos como gas carbonico e acidos acético e hialurénico (JAGANNATH;
RAMACHANDRAN, 2010). O teste ANOVA de um fator indicou que existe diferenca
estatistica significativa entre os grupos (F(3,6) = 1126,439, p = 1,22 10°®), sendo que o teste
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de Tukey indicou que todos os cultivos possuem diferencas significativas entre si com nivel

de significancia (o) 0,05.

Figura 3.2. Influéncia de cultivo em temperatura mais baixa (27 °C) e do uso de MOPS em
duas concentracdes diferentes (21 € 32,5 g L) no (A) perfil de crescimento e (B) concentracio
final de Streptococcus zooepidemicus em meio glicose (20 g L) e peptona de soja (40 g L)
em frascos agitados a 200 rpm, com cultivos feitos em duplicata em paralelo.
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Aferiu-se também o pH ao fim dos cultivos e todos eles atingiram valores
proximos ou menores que 5, apesar do uso de MOPS (Figura 3.3), o que sugere que

apenas a adi¢do de MOPS ndo ¢ suficiente para evitar quedas acentuadas no pH.
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Figura 3.3. pH final de cultivos de S. zooepidemicus em diferentes temperaturas (27 e
37 °C) e concentragdes de MOPS (21 e 32,5 g L!) em meio glicose (20 g L!) e peptona
de soja (40 g L!) em frascos agitados a 200 rpm, conduzidos em duplicata em paralelo.
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Fonte: Acervo pessoal.

3.4.3 Estratégias para mitigar a queda do pH

Como apenas adicionar o tampao ao meio de cultivo ndo foi capaz de manter o
pH em niveis ndo-inibitdrios (acima de 5), combinou-se uso do tampao a uma temperatura
de cultivo de 27 °C, para reduzir a velocidade de crescimento e a producao de acidos, e
pH inicial de 7,9 — o valor méximo da faixa 6tima de pH para MOPS —, para permitir que
o pH do meio permanecesse por mais tempo proximo a 7.

Apesar da tentativa de variar a temperatura de cultivo e pH inicial, o melhor
resultado, tanto para a concentragdo de S. zooepidemicus como de acido hialurénico foi a
37°C e pH 7 (Figura 3.4). Tal afirmagdo pode estar relacionada ao fato de estes serem
considerados os valores 6timos para o cultivo de S. zooepidemicus, sendo, inclusive, os

valores padrao para setpoint de diversos cultivos em biorreator.
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Figura 3.4. Efeitos do cultivo de Streptococcus zooepidemicus em frascos agitados a 200 rpm
sob diferentes temperaturas (27 € 37 °C) e pH inicial (7,0 € 7,9) no (A) perfil de crescimento e
(B) concentracdo de acido hialurénico final em meio com glicose (20 g L), peptona de soja
(40 g LYy e MOPS (32,5 g L"), com cultivos conduzidos em duplicata em paralelo.
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Fonte: Acervo pessoal.

Aferindo o pH final dos cultivos em diferentes temperaturas e pH inicial,
verificou-se que a unica condicdo de cultivo que conseguiu manter o pH acima de 6 foi a
27°C e pH inicial 7,9 (Figura 3.5). Porém, ainda com resultados insatisfatorios de

concentragdo celular e de 4cido hialuronico (Figura 3.4b).

Figura 3.5. pH final dos cultivos de S. zooepidemicus em frascos agitados a 200 rpm sob
diferentes temperaturas (27 e 37 °C) e pH inicial (7,0 e 7,9) em meio glicose (20 g L),
peptona de soja (40 g L'') e MOPS (32,5 g L"), conduzidos em duplicata em paralelo.

7.00 T

6.50 (b)

pH
Ln
Lh
=]

450

4.00

27°C 27°C 37°C 37°C
pH700 pH79  pH700  pH790

Fonte: Acervo pessoal.
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O componente do meio responsavel pela queda no pH ¢ a glicose, pois cultivos
usando apenas peptona e MOPS, nas mesmas condi¢des de pH e temperatura, mostraram
uma queda baixa no pH em relacdo ao valor inicial (Figura 3.6b), sugerindo que a glicose
¢ a responsavel pela queda no pH, o que ¢ refor¢ado pelo trabalho de Pires e Santana
(2010).

Apesar de na auséncia de glicose, o pH manter-se na faixa ideal, esta ndo ¢ uma
boa estratégia para conduzir os cultivos, uma vez que a concentragdo de acido hialurénico
atingida, independente da temperatura e pH inicial, € menor que ao se adicionar glicose

(Figura 3.6).

Figura 3.6. Efeitos do cultivo de Streptococcus zooepidemicus sob diferentes
temperaturas (27 e 37 °C) e pH inicial (7,0 e 7,9) em meio peptona de soja (40 gL ') e
MOPS (32,5 g L) na (A) concentragio celular, (B) de 4cido hialurénico e (C) pH final,

sendo os cultivos conduzidos em duplicata em paralelo.
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Fonte: Acervo pessoal.

3.5 CONCLUSOES

O presente estudo mostrou a eficicia de se utilizar MOPS em cultivos de S.
zooepidemicus para aumentar seu crescimento. No entanto, este efeito positivo se limita
a capacidade tamponante do MOPS, uma vez que, eventualmente, o pH ira atingir niveis
inibitdrios, principalmente quando se utiliza glicose como fonte de carbono. Mesmo
mudando a temperatura de cultivo e pH inicial, ndo se conseguiu manter o pH fora da
faixa inibitoria. Omitir a presenca de glicose na composi¢do do meio faz com que a queda
no pH fosse menor ao custo da reducao da concentracao celular e de 4cido hialurénico.

Além disso, os resultados mostraram que conduzir cultivos de Streptococcus

zooepidemicus em larga escala sem a adicdo de uma base ¢ invidvel, visto que as
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concentragdes atingidas sdao, pelo menos, cinco vezes menores que as reportadas pela
literatura. Contudo, o custo desta adi¢ao deve ser considerado.

Por outro lado, a adi¢do de MOPS ao meio reacional ¢ essencial para a realizacao
de cultivos em frascos agitados, visto que a queda acentuada no pH pode mascarar os
resultados (ZHANG; HAO; CHEN, 2006). Para estes casos, recomenda-se utiliza-los em
32 g L'l. Além disso, mostra-se que é preciso avaliar novas estratégias de producgdo de
acido hialurdnico microbiano que exijam menor adi¢do de bases, quer seja através de
modificagdes genéticas em Streptococcus zooepidemicus ou o desenvolvimento de novas

plataformas de expressao deste biopolimero para redugdo de seu impacto ambiental.
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4 INCORPORANDO A PRODUCAO DE ACIDO HIALURONICO A
BIORREFINARIAS DE ETANOL: ESCOLHA DA FONTE DE CARBONO E DO
FLUXOGRAMA

Neste capitulo 4, buscou-se investigar a possibilidade de integrar a producao de
acido hialurénico microbiano a biorrefinarias de etanol e biodiesel. Para isso, verificou-
se a possibilidade do uso de glicose, sacarose, xilose e glicerol como fontes de carbono
através de cultivos de Streptococcus zooepidemicus em frascos agitados. Em seguida,
pesquisou-se e foi definido um fluxograma da producdo do biopolimero em escala

industrial, que sera testada sua viabilidade técnico-econdmica-ambiental no capitulo 5.
4.1 INTRODUCAO

O éacido hialurénico ¢ um polissacarideo linear composto por acido glicurénico
e N-acetilglicosamina (WEISSMANN; MEYER, 1954). Suas propriedades fisico-
quimicas Unicas, como alta massa molar, capacidade de retencdo de 4gua e de
preenchimento espacial, aliadas a sua biocompatibilidade atrai o interesse de diferentes
areas da cciéncia, de tal forma que hoje ele ¢ utilizado em preenchimento cutaneo
(ALAM; TUNG, 2018; GOLD, 2007), cirurgias oftalmologicas (BALAZS, 2004),
viscossuplementac¢do de pacientes com artrite e artrose (ASARI, 2004; SCHIRALDI et
al., 2010; SINGH et al., 2021; TREVISANI; FIDELIX, 2009; ZHAO et al., 2021), entre
outros. Além disso, a propria estrutura do acido hialurénico permite modificacdes
quimicas que lhe confere novas propriedades (BACOS; DAYAN, 2019; BAEK et al.,
2018; DELLA SALA et al., 2021; TIWARI; BAHADUR, 2019).

Inicialmente, sua produgdo era feita por meio de extracdo de tecidos animais
como a crista de galo (BALAZS, 1979; BOERIU et al., 2013). No entanto, os altos custos
de purificacdo, dificuldade no fornecimento de matéria-prima de qualidade, o impacto
ambiental da pecudria de larga escala e pressdo de agéncias reguladores para diminuigado
do uso de produtos de origem animal estimulou a busca por fontes alternativas de
producio (DEANGELIS, 2012). E neste contexto que a produgio microbiana usando
Streptococcus zooepidemicus ganhou destaque, visto que o acido hialurénico produzido
por esta rota era igual ao de origem animal, de forma que o acido hialurénico se tornou o
unico glicosaminoglicano produzido por microrganismos em escala industrial.

O aquecimento global ja é considerado um dos maiores desafios da humanidade

no Século 21 e uma das formas de mitigar seus efeitos ¢ através do desenvolvimento de
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processos industriais sustentaveis. Ja se investigou a producdo de acido hialuronico
usando residuos e subprodutos agroindustriais, como jagra de palmeira palmyra (ROHIT
et al., 2018), agua de maceracdo de milho (AMADO et al., 2017), melaco de cana
(ARSLAN; AYDOGAN, 2020; PAN et al., 2017), proteinas de soro de queijo (AMADO
et al., 2016), visceras de tubardo (VAZQUEZ et al., 2009), de arraia e atum (VAZQUEZ
et al., 2010). No entanto, a grande maioria dos trabalhos usou a glicose como principal
fonte de carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogénio.

Dentro deste contexto, este trabalho busca avaliar o efeito no crescimento celular
e producao de acido hialurdnico de trés fontes de carbono diferentes que sao produtos ou
residuos presentes em biorrefinarias de cana-de-agucar (sacarose e xilose) e de soja

(glicerol) utilizando uma fonte de nitrogénio de origem vegetal: a peptona de soja.
4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Microrganismo e meios

O microrganismo utilizado foi Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920,
adquirido da American Type Culture Collection (Manassas, VA, Estados Unidos) e
cedido pelo Laboratorio de Desenvolvimento de Processos Biotecnologicos —
FEQ/UNICAMP. O estoque do microrganismo foi mantido a -80 °C com meio contendo
20% (m/m) de glicerol.

O meio de cultura basal utilizado era composto por peptona de soja (Kerry)
40 g L' e MOPS (Exodo Cientifica, Sumaré, SP, Brasil) 32,5 g L!. As fontes de carbono
utilizadas foram glicose PA (Exodo Cientifica), xilose PA (Sigma), sacarose PA (Sigma)
e glicerol PA (Synth). A esterilizagdo dos meios foi feita em autoclave a 121 °C durante
15 min. A fonte de carbono, peptona de soja € o MOPS foram autoclavados em frascos
diferentes para evitar interacdo entre eles durante a esterilizacao.

Garantiu-se que houvesse a mesma disponibilidade de carbono em todos os
cultivos mantendo a concentracdo das fontes de carbono em 0,666 C-mol L''. Na Tabela
4.1 encontram-se os valores de massa molar em C-mol e a concentragio em g L’!

utilizados.

Tabela 4.1. Concentragio em g L' e massa molar (g C-mol'!') de glicose, sacarose,
glicerol e xilose utilizados nos cultivos.
Fonte de carbono Glicose Sacarose Glicerol Xilose
MM (g C-mol™) 30,026 28,525 30,698 30,026
C(gLh 20,00 19,00 20,45 20,00
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4.2.2 Cultivos

Para ativagdo do microrganismo, estriou-se 10 uL. da cultura-estoque de
Streptococcus zooepidemicus em placas de Petri contendo agar (30 g L") e peptona de
soja (67 g L'!) (BENEDINI; SANTANA, 2013).

O ino6culo dos cultivos foi conduzido em shaker de bancada a 200 rpm e 37 °C
em erlenmeyers de 50 mL com 25 mL de meio. Para evitar uma possivel fase de
adaptacdo, o meio do indculo era composto apenas por peptona de soja e MOPS nas
concentragdes ja mencionadas.

Os cultivos foram feitos em duplicata em shaker de bancada em erlenmeyers de
250 mL contendo 125 mL de meio, também a 200 rpm e 37 °C. Garantiu-se que o in6culo
estava no meio da fase exponencial do crescimento antes de se realizar o aumento de

escala.
4.2.3 Métodos analiticos, separacio e purificacdo de acido hialuronico

Para acompanhar o crescimento celular e a concentra¢do de acido hialurdnico,
seguiu-se 0 mesmo procedimento do tépico 3.2.4, sendo que o procedimento para
separacao e purificagdo do acido hialurénico foi o0 mesmo do tépico 3.2.3.

A concentracdo das fontes de carbono foi quantificada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) usando a coluna de troca i6nica SugarPak™ [ (6,5 x 300 mm)
(Waters,” Estados Unidos) usando o detector de indice de refracdo (RID 6A, Shimadzu,
Japdo) a 80°C. A fase movel utilizada era composta por EDTA Calcio (0,5 g L)
dissolvida em 4gua ultrapura com vazio de 0,5 mL min!. O volume de injecio foi de

20 pL.
4.2.4 Métodos matematicos

Calculou-se da velocidade especifica de crescimento celular maxima (pmax [h™'])
através de regressao linear dos dados de logaritmo natural de concentragao celular (In Cx)

em funcao do tempo (t — to), conforme mostra a equagado a seguir.

InCx =p_, (t-ty) + InCxy
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Considerou-se que o cultivo foi isotérmico, uniforme (ou seja, a concentragao de
S. zooepidemicus e é4cido hialurénico era a mesma independentemente da posi¢do de

amostragem), sem alteracdes significativas no volume reacional e to = 0.
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Escolha da fonte de carbono

Dentre as fontes de carbono avaliadas, a sacarose se mostrou como a mais
promissora ao atingir 0,5 = 0,1 g L' de 4cido hialurénico, um resultado quase seis vezes
maior que para a xilose e o glicerol (Figura 4.1b). De fato, estudos que compararam a
producdo de 4cido hialurdnico microbiano usando diferentes fontes de carbono
mostraram que sacarose ¢ um substrato eficaz para este fim (IM et al., 2009; ZAKERI;

RASAEE, 2018).

Figura 4.1. Perfil de concentracdo de (a) Streptococcus zooepidemicus, (b) acido hialurdnico,
(c) fontes de carbono e (d) pH de cultivos em duplicata usando sacarose, xilose e glicerol

como fontes de carbono em frascos agitados a 37 °C e 200 rpm com pH 7 inicial.
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O perfil de crescimento celular mostrou a mesma tendéncia que o de produgao
de acido hialurdnico, com sacarose atingindo os melhores resultados, porém sem uma
diferenga tdo grande entre elas (Figura 4.1a). No entanto, ¢ importante destacar que a
concentracgdo de S. zooepidemicus ainda € baixa, independente da fonte carbono utilizada.
No caso da sacarose esta ocorréncia relaciona-se com a queda do pH (Figura 4.1d), porém
o mesmo nao pode ser afirmado para os cultivos com xilose e glicerol.

Os perfis de concentragdo de xilose e glicerol chamam a atengdo por indicarem
que o microrganismo ndo consumiu estas fontes de carbono (Figura 4.1c). De fato,
analisando o metabolismo de S. zooepidemicus, nao existem evidéncias experimentais de
que a célula consiga transportar estes carboidratos e, mesmo que conseguisse através de
outros transportadores, ndo possuem vias metabdlicas completas de catabolismo (CASPI
et al., 2014; KANEHISA; GOTO, 2000). Além disso, um cultivo realizado apenas com
peptona de soja e MOPS atingiu patamares semelhantes de velocidade especifica maxima
de crescimento, pH e concentracdo de S. zooepidemicus que os cultivos com tais fontes

de carbono (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Valores de concentragio celular (Cxgna [gL']), concentragio de 4cido
hialuronico (Can.finat [ L!]), pH e velocidade especifica maxima de crescimento (pumax [h™'])
para diferentes fontes de carbono (glicose, sacarose, glicerol e xilose) utilizados nos cultivos
em frascos agitados a 37 °C, 20 rpm e pH inicial 7.

Fonte de Carbono Apenas
Sacarose Xilose Glicerol Glicose* peptona*
Cxfinal (gL 0,77£0,04 0,44+0,03 0,36+0,04 0,80+0,02 0,494 +0,008
Canginat (L) 05+0,1  0,10£0,03 0,09+0,05 0,56+0,02  0,39+0,09
pH 460+£0,01 59=+0,6 6,42+0,01 5,09+0,01 6,62+0,01
tmax () 0,72+0,06 0,67+0,06 0,65+0,03 0,51+0,03 0,69 +0,04
* Cultivos iniciados usando apenas uma unica colonia isolada a partir da placa, sem passar por uma etapa de
inéculo.

Parametro

Nota-se que a sacarose ¢ uma fonte de carbono tao eficiente quanto a glicose —
uma das fontes de carbono mais utilizadas em estudos — em termos de producao de acido
hialurénico e crescimento celular de S. zooepidemicus (Tabela 4.2). Considerando que o
Streptococcus zooepidemicus consegue assimilar a sacarose, esta fonte de carbono
confere uma vantagem industrial significativa, tanto economica quanto ambientalmente,
visto que ela ja estd pronta para o consumo do microrganismo, ndo necessitando etapas
prévias de pré-tratamentos, hidrolise e detoxificagao.

Diante destes resultados, pode-se dizer que a xilose e o glicerol ndo sdo

alternativas viaveis para a producao de acido hialurénico usando S. zooepidemicus. No
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entanto, eles podem ser usados para a produgado heterologa, ja que a xilose pode ser usada
como indutor em cepas recombinantes de Bacillus subtilis (WESTBROOK et al., 2018)
e o glicerol — proveniente de plantas de biodiesel — como fonte de carbono para cultivos

de Bacillus subtilis recombinante (CERMINATI et al., 2021).
4.3.2 Escolha e desenvolvimento do processo

A produgdo industrial do acido hialurénico encontra-se descrita em diferentes
trabalhos prévios que também realizaram andlises técnico-econdmicas (CERMINATI et
al., 2021;FERREIRA et al., 2021; RANGASWAMY; JAIN, 2008; TORRES-ACOSTA
etal, 2021). Como o 4cido hialurdnico ¢ um produto extracelular, as principais operagdes
de tais processos sdo precipitagdo, filtragdo e adsor¢ao, de forma que as duas primeiras,
em geral, sdo utilizadas para remog¢do de materiais mais grosseiros, como células, debris
celular e proteinas, enquanto a terceira ¢ para o “polimento” e remogao de contaminantes
em menores quantidades, como 4cidos nucleicos e ions, para atingir as normas vigentes
das farmacopeias (CAVALCANTI et al.,, 2020). Alternativas para substituir estas
operagdes sdo objeto de estudo de alguns trabalhos, como o uso de sistema aquoso de
duas fases (FLORES-GATICA et al., 2021), eletrodeposicio (MURADO et al., 2012) e
cromatografia liquida (SOUSA et al., 2009).

Apds uma analise cuidadosa de tais processos, nota-se que a maioria deles ndo
divulga informagdes necessarias para balancos de massa e energia, como rendimentos e
recuperagdes. Diante disso, apenas dois trabalhos restam que divulgam maiores
informacdes (FERREIRA et al., 2021; RANGASWAMY; JAIN, 2008).

Comparando os dois fluxogramas, nota-se que o de Ferreira et al. (2021)
apresenta algumas vantagens econdmicas em relacdo ao de Rangaswamy e Jain (2008)
como uma Unica etapa de adsor¢do com carvao ativado, menor volume da solugdo a ser

precipitada com isopropanol e menos etapas com centrifugacdo (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Fluxogramas de (a) Ferreira et al. (2021) e (b) Rangaswamy e Jain (2008)
utilizados para produgdo de acido hialurdnico microbiano em escala industrial.
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Por conta disto, selecionou-se o processo de Ferreira et al. (2021) como base da

andlise técnico-econdmica-ambiental integrada a uma biorrefinaria, detalhada no

proximo capitulo.

4.4 CONCLUSOES

Dentre as fontes de carbono testadas, verificou-se que a sacarose era a que

possuia maior potencial industrial, uma vez que a produgao de 4cido hialurénico usando

xilose e glicerol foi muito baixa. Apesar da glicose oferecer um bom resultado em AH,
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ela precisaria passar por mais tratamentos antes de ser adicionada ao biorreator, como
inversao, pré-tratamento e/ou hidrolise, o que aumentaria os custos do bioprocesso.

Como axilose e o glicerol ndo sdo assimilados por Streptococcus zooepidemicus,
nao se recomenda seus usos como fontes de carbono em cultivos para producao homologa
de acido hialuronico microbiano. Diante disso, a xilose e glicerol poderiam ser
incorporados a produgao heterologa de acido hialurénico (CERMINATI et al., 2021; UTE
et al., 2022; WESTBROOK et al., 2018). E preciso destacar que o uso da xilose
proveniente de uma biorrefinaria de cana-de-agucar deve ser feito com cautela, uma vez
que ela ¢ obtida através de processos conhecidos por liberar compostos inibidores ao
crescimento celular, necessitando avaliar a necessidade de destoxificar e/ou purificar este
agucar.

Dentre os processos avaliados, selecionou-se o de Ferreira et al. (2021) por conta
de suas vantagens economicas. No entanto, modificagdes precisam ser feitas, em especial

na etapa de produgdo por utilizar sacarose como fonte de nitrogénio.
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5 ACIDO HIALURONICO MICROBIANO: UMA ANALISE TECNICO-
ECONOMICA-AMBIENTAL DE SUA PRODUCAO EM UMA
BIORREFINARIA DE BIOCOMBUSTIVEIS

Neste capitulo apresenta-se os resultados de uma analise técnico-econdmica-
ambiental da produg¢do industrial de &cido hialur6nico microbiano em uma biorrefinaria
de cana-de-agtcar. Para isso, utilizou-se os resultados do capitulo 4 anterior para escolha
da fonte de carbono (sacarose) e fluxograma de processo. A simulacao foi realizada em
EMSO. Para avaliar o impacto ambiental, realizou-se a Analise de Ciclo de Vida (ACV),
com a abordagem portao-a-portdo, unidade funcional de 1 kg de &cido hialurénico e dados

da base de dados Ecoinvent 3.0, obtidos através do software SimaPro 9.0.
5.1 INTRODUCAO

O é&cido hialurénico ¢ um biopolimero de alta massa molar que, desde sua
descoberta, tem atraido a atencdo tanto da comunidade cientifica como a audiéncia leiga.
Tal atencdo se da por conta das possibilidades de aplicagdes, que sdo consequéncia de
suas propriedades fisico-quimicas, como sua viscoelasticidade, biocompatibilidade e
hidrofilia (FALLACARA et al., 2018; VASILE et al., 2017). Atualmente, o acido
hialurénico ¢ usado como suplemento viscoelastico no tratamento de artrite e/artrose
(WU et al., 2021), lubrificante em cirurgias oftalmologicas (ASARI, 2004), agente
hidratante de produtos cosméticos para retardar o envelhecimento da pele (FALLACARA
et al., 2018), entre outros.

Os primeiros processos industriais de producdo de 4cido hialuroénico se
baseavam em extrai-lo de crista de galo (BALAZS, 1979). No entanto, a dificuldade em
obter matéria-prima de qualidade, altos custos para remocdo de possiveis fatores
alergénicos e a crescente pressdo de agéncias reguladoras para reduzir o uso de produtos
de origem animal motivaram a busca por alternativas. E neste contexto que sua producio
através de cultivos com bactérias com capacidade de produzi-lo ganhou destaque
(DEANGELIS, 2012).

As principais bactérias utilizadas sdo as do género Streptococcus, em especial a
espécie S. zooepidemicus, que sdo conhecidas por seus altos rendimentos de acido
hialurénico com alta massa molar (FALLACARA et al., 2018). Existem esforcos para
produzi-lo em microrganismos recombinantes (BADRI;, RAMAN; JAYARAMAN,
2019; GOMES et al., 2019; JEEVA et al., 2019; PUVENDRAN; JAYARAMAN, 2019;
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WESTBROOK et al., 2018), porém sem conseguir reproduzir os mesmos niveis de acido
hialurénico de alta massa molar da produ¢@o homologa. A pesquisa de 4cido hialurénico
microbiano tem focado mais nos aspectos técnicos, como otimizagdo do meio de cultivo,
desenvolvimento de novas linhagens ou estratégias de cultivo, sendo que existem poucos
estudos com enfoque nos aspectos técnico-econdmicos de sua producdo, sendo
encontrado em nossa pesquisa apenas 3 (CERMINATI et al., 2021; FERREIRA et al.,
2021; TORRES-ACOSTA et al., 2021).

Cadaum desses trabalhos teve diferentes focos. O estudo de Ferreira et al. (2021)
realizou uma analise técnico-econdmica da produgao de acido hialurdnico, porém nao
avaliou o impacto ambiental que a produg¢ao industrial de acido hialurénico possui, o que
¢ uma métrica relevante atualmente. Torres-Acosta et al. (2021) comparou a produgdo
homologa e heterdloga do biopolimero e mostrou oportunidades para futuras pesquisas,
mas nao mostrou indicadores econdmicos classicos, como o valor presente liquido ou
taxa interna de retorno. Por fim, Cerminati et al. (2021) incorporou conceitos de
Economia Circular a producao de acido hialurénico, porém com uma analise técnico-
econdmica mais simplificada e ndo calculou o impacto ambiental.

Diante disto, o presente trabalho possui como objetivo preencher
simultaneamente as lacunas que os trés trabalhos ndo abordaram: realizar uma analise
técnico-econdmica de uma industria de acido hialurénico microbiano acoplado a uma
biorrefinaria de etanol de primeira geracdo e avaliar o impacto ambiental que ela possui

através da Analise de Ciclo de Vida.
5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Descricao do processo

Este processo trata da avaliagdo técnico-econdmica da produgdo de acido
hialurdnico, integrada a uma biorrefinaria de etanol de primeira geragao a partir de cana-
de-agucar no Estado de Sao Paulo. O fluxograma desta biorrefinaria foi descrito em
detalhes por Longati et al. (2018). Sup6s-se que sua capacidade de produgdo de AH anual
seja de 20 tano™!, que é equivalente a aproximadamente 3% da demanda mundial
(FERREIRA et al., 2021).

Por estar acoplado a uma biorrefinaria de etanol varios itens vieram da referida

biorrefinaria, tais como o vapor utilizado em utilidades quentes a 1,5 bar, a energia
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elétrica e a sacarose como caldo de cana ndo-concentrado. O custo de cada um desses
produtos foi considerado como custo de oportunidade da biorrefinaria.

O fluxograma selecionado para este estudo de caso foi baseado na patente de
Pagliuca, Ruggiero e Volpe (2015) com modificagdes. Ele ¢ dividido em 6 secdes:
Inoculo, Producdo, Recuperacdo Primaria, Purificacdo, Recuperagdo de Solvente e

Tratamento de Residuos (Figura 5.1).



Figura 5.1. Representacdo simplificada do fluxograma adotado para a anélise técnico-econdmica-ambiental.
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O microrganismo selecionado foi o Streptococcus zooepidemicus WSH-24,
escolha baseada nas fontes de carbono e nitrogénio utilizadas, sacarose e extrato de

levedura, respectivamente (LIU et al., 2009).
5.2.1.1 In6culo e Producgao

O indculo consiste em um conjunto de 3 biorreatores em série. O meio reacional
do indéculo e cultivo possuem diferentes composi¢des. A esterilizacdo dos meios de

cultivo e do ar foi feita através de filtros. Ambos os cultivos foram realizados a 37 °C.
5.2.1.1.1 Estequiometria

A estequiometria do crescimento foi feita através do balango elementar e dos
rendimentos em C-mol de biomassa, acidos latico, acético e hialurénico (SHULER;

KARGI, 2002), obtendo-se a equagao a seguir:

Sacarose + 0,4611Extrato + 0,34950, — 0,0841AH + 0,6019Acido Latico +
+0,0352Acido Acético + 0,3619Biomassa + 0,3780CO, + 0,3093Agua

Para o balango elementar utilizou-se a féormula minima de cada composto,

mostradas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Formulas minimas e massa molecular dos compostos envolvidos na reagdo
estequiométrica de crescimento celular de S. zooepidemicus WSH-24.

Composto Foérmula minima Massa molecular (C-mol g'!)
Sacarose CHi 8333009167 28,5242
Extrato de levedura CH1,7100,5No,17 24,1147
Gaés oxigénio 0)) 31,9980
Acido Hialuronico CHi 500,7857N0,0714 27,0936
Lactato CHxO 30,0254
Acetato CH-O 30,0254
Biomassa CHi,66600,27No,2 28,8108
Gas carbonico CO2 44,0087
Agua H,0 18,0147

Como o cultivo foi realizado em batelada, os coeficientes de rendimento (Ypss)

foram obtidos através da regressao linear da equagao a seguir (SHULER; KARGI, 2002):
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AP
- __ 5.1
Yp/s 1S (5.1)

em que AP a variagdo de concentragdo do produto P ao longo do tempo e AS a variagdo
da concentracdo de substrato (sacarose) ao longo do cultivo. O mesmo procedimento foi
feito para biomassa (X).

Para se avaliar a presenca de contaminantes ¢ morte celular, utilizou-se a

seguinte reacdo estequiométrica, proposta por Ferreira et al. (2021):

Biomassa — 0,20Debri + 0,50Proteinas + 0,15Impurezas + 0,15Acidos Nucleicos

Para a etapa de in6culo, supds-se uma conversdo de 68% de sacarose para
garantir que o microrganismo ainda estivesse na fase exponencial do crescimento celular,
o que garante a reprodutibilidade dos cultivos. Para a etapa de producao, a conversdo de
sacarose foi de 99% e a conversdo de biomassa em contaminantes foi de 2%, referente a

morte celular (FERREIRA et al., 2021).
5.2.1.2 Recuperacao Primaria

A Recuperagdo Primaria inicia com o resfriamento do caldo de cultivo do
biorreator R101 até 5 °C, pelo trocador de calor HX201, para interromper o crescimento
celular, evitando lise celular e acimulo de componentes intracelulares que podem
contaminar o caldo.

Em seguida, remove-se a célula do caldo: primeiramente através de
centrifugacdo (CNTR201) e depois por um filtro esterilizante de 0,22 um (FLT201).

A proxima etapa ¢ remoc¢ao dos principais contaminantes (proteinas e acidos
nucleicos) através de filtracdo tangencial em modo diafiltragdo com uma membrana de
ultrafiltragio com corte de massa molecular de 100 kDa. Adiciona-se 8 diavolumes®* de

agua nesta etapa.

4 Diavolume é uma grandeza adimensional obtida através da razdo entre o volume consumido de
solvente ou tampao e o volume inicial que foi diafiltrado.
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5.2.1.3 Purificagao

A purificagdo inicia com o permeado passando por uma coluna de adsor¢do
(ADSR301) com carvao ativado para remog¢ao dos contaminantes que ndo foram retidos
na ultrafiltragdo (proteinas, acidos nucleicos, debris celular, sacarose, sais e acidos latico
e acético.

Apos esta etapa de adsor¢do, leva-se a corrente livre de contaminantes para a
precipitacdo (PRCP301), onde se adiciona isopropanol. O acido hialurénico precipitado
¢ separado do liquido através de centrifugagao (CNTR301).

Finalmente, a etapa de purificagdo ¢ encerrada com a secagem do precipitado em

spray-dryer (SD301) até atingir a umidade de 99,4% (m/m).
5.2.1.4 Recuperagdo de Solvente

A recuperagao do solvente isopropanol ¢ feita através de destilagao (DT401).
Esta ¢ a unica etapa que opera em regime continuo. A corrente de alimentacdo da
destilagdo ¢ composta por agua (36,7% m/m), isopropanol (62,6% m/m) e por outros
contaminantes como proteinas e acidos nucleicos (0,7% m/m). Para fins de simulagdo,
decidiu-se ignorar o efeito que os contaminantes possuem na destilacdo, de forma que

todos eles saem no fundo da coluna.
5.2.1.5 Tratamento de residuos biologicos

Como Streptococcus zooepidemicus ¢ uma bactéria patogé€nica para animais, €
preciso inativar a caldo de cultivo. A forma escolhida para esta inativagao foi através de
calor. Portanto, as tortas da centrifuga CNTR201 e filtro FLT201 passam por um trocador
de calor (HX202) atingindo 121 °C com area de troca térmica suficiente para que o fluido
mantenha tempo de residéncia de 15 min.

Por fim, para evitar polui¢do térmica de dguas, o caldo inativado ¢é resfriado até

25 °C.
5.2.2 Simulacio e avaliacio técnico-economica

Escolheu-se o software EMSO (Environment for Modelling and Optimization)
para a simula¢do do processo. Para isso, contou-se com a biblioteca interna do grupo com

modelos que compreendem os balangos de massa e energia de cada equipamento.
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As métricas economicas selecionadas foram o Valor Presente Liquido (VPL), o
Preco Minimo de Venda e¢ a Taxa de Retorno do Investimento. As principais
consideracdes feitas para a simulagdo do processo e avaliacdo técnico-econdmica
encontram-se na Tabela 5.2.

O Valor Presente Liquido foi calculado de acordo com a equagao a seguir:

FC
VPL = —7 - CAPEX (5.2)

em que N ¢ o namero total de anos de producdo da industria, FC; ¢ o i-ésimo fluxo de
caixa, r a Taxa Minima de Atratividade e CAPEX ¢ o custo capital total.

O Prego Minimo de Venda foi calculado a partir da Equagao (5.2), considerando
o Valor Presente Liquido igual a zero. Desta forma, o Preco Minimo de Venda considera
tanto os custos diretos como os indiretos.

O custo capital e operacional foi calculado de acordo com os dados de Harrison

et al. (2015).
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Tabela 5.2. Principais premissas utilizadas para a producao industrial de acido hialurénico microbiana.

(continua)

Variavel Valor Referéncia

Premissas de processo
Tempo de esterilizagdo lh (POLLARD, 2011)
Tempo de carga lh Assumido
Tempo de descarga lh Assumido
Tempo de limpeza 233 h (FERREIRA et al., 2021)
Tempo de cultivo (biorreator principal) 24h (LIU et al., 2009)
Tempo de cultivo (indculo) 8h Assumido
Razdo comprimento/didmetro de vasos 3 (TURTON et al., 2012)
Vazao de ar especifica 0,5 vvm (LIU et al., 2009)
Conversao de sacarose (biorreator principal) 99% Assumido
Conversao de sacarose (inoculo) 68%> Assumido
Fator de aumento do in6culo 10x (FERREIRA et al., 2021)
Fluxo de filtragdo 400 L m? h’! (FERREIRA et al., 2021)
Diavolumes de 4gua 8 (FERREIRA et al., 2021)
Coeficiente de rejeicdo da membrana de AH 0,995 (FERREIRA et al., 2021)
Coeficiente de rejeicdo da membrana de proteinas 0,800 (FERREIRA et al., 2021)
Coeficiente de rejeicao da membrana de 4cidos nucleicos 0,995 (FERREIRA et al., 2021)
Eficiéncia de bombas 0,99 (TURTON et al., 2012)
Umidade da torta 50% Assumido
Tempo de adsor¢ao 20h (FERREIRA et al., 2021)
Tempo de precipitacdo 5h (FERREIRA et al., 2021)
Recuperagio de acido hialurdnico na precipitagao 72% (CAVALCANTI; SANTANA, 2019)
Razao volumétrica isopropanol:caldo 1:2 (CAVALCANTI; SANTANA, 2019)
Tamanho do AH precipitado 1365 nm (CAVALCANTI; SANTANA, 2019)

5 Valor assumido para garantir que o indculo esteja no meio da fase exponencial do crescimento celular
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Tabela 5.2. Principais premissas utilizadas para a producao industrial de acido hialurénico microbiana.

(continua)
Variavel Valor Referéncia
Viscosidade da solugao de AH 2cP (KIM et al., 2018)
Eficiéncia do soprador 90% (TURTON et al., 2012)
Fragdo evaporada de 4gua 99,62% (FERREIRA etal., 2021)
Fragdo evaporada de isopropanol 99,62% (FERREIRA et al., 2021)
Temperatura de entrada do ar seco no spray-dryer 180°C (FERREIRA et al., 2021)
Temperatura de saida do ar do spray-dryer 85°C (FERREIRA et al., 2021)
Temperatura de saida do &cido hialurénico seco do spray-dryer 60 °C (FERREIRA et al., 2021)
Tempo de residéncia do ar no spray-dryer 5 min Assumido
Premissas de Fluxo de Caixa
Tempo de operagao anual 240 dias (ELIAS etal., 2021)
Taxa minima de retorno 6,90% (ELIAS et al., 2022)
Preco Unitario de Venda 1300 US$ kg'! Assumido
Impostos 34% Assumido
Tempo de depreciagao 10 anos Assumido
Tempo de operacao da planta 25 anos Assumido
Tempo de inicializagdo da planta 2 anos Assumido
Taxa de cAmbio do délar americano (média dos tltimos 5 anos) 4,5738 R$ USS! (BRASIL, 2022a)
Premissas Econdmicas
Salario mensal de trabalhadores da planta R$ 2676,28 (BRASIL, 2022b)
Encargos trabalhistas 39,37% a.m.
Taxa de contingéncia 10% (HARRISON et al., 2015)
Custo com terreno 1,5% dos custos diretos fixos (PETERS; TIMMERHAUS; WEST, 2002)
Capital de giro 1,5% dos custos diretos fixos (PETERS; TIMMERHAUS; WEST, 2002)
Custo de manutencdo 6% dos custos diretos fixos (TURTON et al., 2012)
Custo de suprimentos de operagao 10% dos custos salariais (PETERS; TIMMERHAUS; WEST, 2002)
Custos de laboratdrio 15% dos custos totais trabalhistas (TURTON et al., 2012)
Custo de patente 3% do custo total do produto (TURTON etal., 2012)
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(conclusao)

Variavel Valor Referéncia
Custo de pesquisa, desenvolvimento e marketing 0 Assumido
Custo de agua de resfriamento a 5 °C 543 US$ GJ! (TURTON et al., 2012)
Custo de fluido refrigerante a -20 °C 7,89 US$ GJ'! (TURTON et al., 2012)
Custo de utilidade quente 0,00865557 US$ kWh'! Calculado
Custo de energia elétrica 87,87 US$ kWh Calculado
CEPCI 2005 468,2
CEPCI 2012 584,6
CEPCI 2021 708,0

Custos de matérias-primas
Sacarose 0,365447 US$ kg'! Calculado
Extrato de Levedura 2,95 US$ kg'! (FERREIRA et al., 2021)
Sulfato de potassio 2,02463 US$ kg'! (BRASIL, 2022c)
Sulfato de magnésio 0,89918 US$ kg'! (BRASIL, 2022c)
Fosfato de dissodio 2,0684 US$ kg (BRASIL, 2022c)
Sulfato de ferro IT 1,04962 USS$ kg'! (BRASIL, 2022c)
Sulfato de manganés 4,78035 USS$ kg'! (BRASIL, 2022c)
Fosfato de monopotéssio 4,76832 US$ kg'! (BRASIL, 2022¢)
Carbonato de célcio 0,30250 US$ kg’ (BRASIL, 2022c)
Cloreto de célcio 3,71429 USS$ kg (BRASIL, 2022c)
Cloreto de zinco 1,83119 US$ kg’ (BRASIL, 2022c)
Sulfato de cobre 2,54134 US$ kg'! (BRASIL, 2022c)
Hidroxido de sodio 0,97128 US$ kg (BRASIL, 2022c)
Isopropanol 1,55782 US$ kg'! (BRASIL, 2022c)
Carvao ativado 1,55232 US$ kg'! Fabricante local
Agua 0,01093 US$ kg'!
Acido sulfrico 1,71153 US$ kg'! (BRASIL, 2022b)
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5.2.2.1 Dimensionamento da coluna de destilacao

O sistema agua-isopropanol forma um azedtropo (Figura 5.2), cuja composi¢ao
varia pouco com aumento da pressdo, indicando que ndo se trata de uma mistura ideal.
Portanto, ndo € possivel utilizar o método o de Fenke-Underwood-Gilliland (FUG) para
dimensionar uma coluna de destilacdo para purificar o isopropanol, uma vez que a

equacdo de Fenske assume que a mistura ¢ ideal.

Figura 5.2. Diagramas (a) T-x-y e (b) de composic¢ao do equilibrio liquido-vapor para
mistura isopropanol-agua a 2,04 atm usando o modelo de Wilson de acordo com os
parametros de Farajnezhad et al. (2016). Ambos os diagramas utilizam fragcdo molar.

s 77— 7 1.0 T L L B
(El) & Azeotropo | (b) & Azeotropo i Sistema IT .
= Liquido | I — Curva de equilibrio |
120 = Vapor ] 0.80} — Diagonal Principal ; -
115 [ S
z 0,60 - i -
2. 110 g L i
= i B I . ;
L == 0,40 L Sistema I i -
105 I i
100 | 0,20
05 IS ISR S BRI R I ] oo 1o .| I i P I
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 ©0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.0
Fracéo de isopropanol Xisopropanal

Fonte: Acervo pessoal.

No entanto, € possivel considerar o azeotropo como um pseudo-componente,
permitindo dividir o sistema binario isopropanol-dgua em dois novos sistemas: um
sistema composto por isopropanol e azedtropo (sistema I) e outro composto por azedtropo
e agua (sistema II). Estes novos sistemas sdo considerados misturas ideias (Figura 5.2b),
permitindo aplicar o método FUG para dimensionar a coluna (VOGELPOHL, 2002).

Para obter as fragcdes de cada componente realizou-se a seguinte transformagao

linear (LIU et al., 2004):

Saze(’)tropo

Zisopropanol Zaze(’)tropo L0 S:
7. = 1 0 1 isopropanol (5 1)
agua “Zazedtropo Sigua
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sendo z; a fragdo do i-ésimo componente no sistema real e si a fragdo do i-ésimo
componente no sistema transformado.

Como a fracdo de isopropanol na alimentacdo ¢ menor que a fracdo de
isopropanol no ponto de azeotropia, a destilacdo ocorre no sistema I (Figura 5.2b).
Portanto, a fragdo de isopropanol no sistema transformado ¢ igual a zero, o que permite
que a Equagdo (5.1) seja resolvida.

O dimensionamento da coluna de destilagdo foi feito através do método de
Fenske-Underwood-Gilliland. O ntimero minimo de estdgios de equilibrio (Nmin) foi
obtido através da seguinte equagao:

_ log[(x/x7) (] /x7)]

Nmin - (52)
log o,

em que x° é a composi¢io molar da fase liquida do destilado, x" é a composi¢do molar
da fase liquida do produto de fundo, i ¢ a chave leve, j ¢ a chave pesada e o, ¢ a média
geométrica das volatidades relativas da chave leve em relacdo a chave pesada calculadas
no topo ¢ no fundo da coluna (SEADER; HENLEY; ROPER, 2011).

Para céalculo da razdo minima de refluxo (Rmin), utilizou-se a equacdo de

Underwood para separa¢des de classe I, mostrada a seguir:

2 (2
) TKF (5.3)

em que x" é a composi¢do da corrente de alimentagao.

Para o célculo do nimero real de estagios de equilibrio teoricos (N) e da razao

de refluxo, usou-se a correlacdo de Gilliland, disposta a seguir.

ve 1 +544X \ /X-1 <
TP [(11+117,2X><X0’5 )] 54)
N+1 ’
R-R..
- ~mm 5.6
R+1 (5:6)

¢ Considera-se uma separacio de classe I aquelas em que todos os componentes da alimentagdo
estdo presentes no destilado e no produto de fundo (SEADER; HENLEY; ROPER, 2011).
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Usou-se a seguinte relagdo para calculo da razao de refluxo (R) (SEADER;

HENLEY; ROPER, 2011):

R=1,28R,.;, (5.7)

5.2.2.2 Custos dos equipamentos

Os custos dos equipamentos foram estimados através do método do CAPCOST
(TURTON et al., 2012). Considerou-se a unidade de producao de acido hialuronico como
uma extensdo da biorrefinaria.

No método CAPCOST, nao existem dados para os custos de equipamentos de
ultrafiltracdo, centrifuga e spray-dryer, por isso buscou-se fontes alternativas para

calculé-los.
5.2.2.2.1 Ultrafiltra¢ao em modo diafiltra¢do

Para estimar o custo da unidade de ultrafiltragdo, utilizou-se de dados graficos
de custos fornecidos por Harrison et al. (2015). Estes dados foram colhidos através do
software PegaPonto. Em posse destes dados, ajustou-se um polindmio de primeiro grau

no formato logio Cp = f(logio A) por regressdo linear, obtendo-se a Equagao (5.3).
log,,Cp =5,0374 +0,1861 log,, A (5.3)

em que Cp (USS$) ¢ o custo do equipamento e A (m?) ¢ a area de filtracdo do sistema de
ultrafiltracdo. A Equacgdo (5.3) € referente a dados do ano de 2012.

Para determinar a relagdo entre a fragao no retentado e o coeficiente de rejeicao
da membrana do componente i usou-se a seguinte relacdo da Equacgdo (5.4) (SEADER;

HENLEY; ROPER, 2011):
xR(@) = exp(—DV(l - Gi)) (5.4)

em que x"(i) ¢ a fracio massica do i-ésimo componente no retentado, DV ¢ o nimero de

diavolumes e i € o coeficiente de rejeicdo da membrana para o i-ésimo componente.
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5.2.2.2.2 Centrifuga

O custo da centrifuga foi calculado da mesma forma que a do ultrafiltragdo

descrito anteriormente. Obteve-se a Equagao (5.5) a seguir.
log,,Cp =3,2778 +0,4172 log, , X (5.5)

sendo > (m?) ¢ o fator sigma intrinseco de centrifugas. A Equagdo (5.5) também ¢
referente a dados do ano de 2012.

O fator sigma foi calculado a partir das Equagdes(5.6) e (5.7) (HARRISON et
al., 2015).

chntrifuga - VSZ (5 6)
v, = 2a° (p_g%)g (5.7)

em que Qcentrifuga (M® h'') € a vazio volumétrica de entrada da centrifuga, vs (ms™) é a
velocidade de sedimentagio, a (m) é o raio de sedimentagio, p (kg m~) é a massa especifica
da particula a ser precipitada, p» (kg m™) é a massa especifica do meio, g (ms™) é a

constante de aceleracdo da gravidade e p (kg m™ s!) é a viscosidade dindmica do meio.
5.2.2.2.3 Spray-dryer

No caso do spray-dryer, utilizou-se a Equagao (5.8) a seguir, definida por Kudra

(2015):
Cp = (MS) 47 V2 (5.8)

em que Cp (US$) é o custo do spray-dryer, MS ¢ o indice Marshall & Swift do ano de
analise e V (m?®) o volume do secador, que foi obtido a partir da seguinte relagao (HECHT

etal., 2019):

mgt

out
PG

(5.9)

sendo nig (kg min'') a vazdo massica de ar seco, T (min'') o tempo de residéncia do gis

no secador e pg‘lda (kg m) a massa especifica do gas imido.
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5.2.2.3 Calculo do volume e poténcia de agitacao do biorreator

Um parametro a ser considerado no célculo do volume de um biorreator de
cultivos submersos aerados € o hold-up, que ¢ a “expansdo” do liquido devido a agitacdo
e aeracao do vaso. Como este ¢ um dado puramente experimental, ¢ preciso recorrer a
correlagdes para este calculo. Utilizou-se a correlagdo de Pinelli, Nocentini e Magelli

(1994) apud Gogate, Beenackers e Pandit (2000), mostrada na Equacao (5.10) a seguir:

0,217

e=0278 (—G) (v) 0662 (5.10)
VL

sendo € o hold-up, PG (W) a poténcia aerada, VL (m?) o volume de liquido do biorreator
e v(m/s) a velocidade de escoamento superficial do gas.

O calculo da poténcia aerada foi feito através das Equagdes (5.11), (5.12) e (5.13)
(CARDOSO et al., 2020), conforme metodologia descrita em Cardoso et al. (2020):

( 1-12,2Q—G3,seQ—G3 <0,037
Pg ND ND:

—9 o o (5.11)

P
N 10,624 1,85 =%, se—% > 0,037
ND;’ " ND;

P =3f,Pop, N°D; (5.12)

C

) j(D’R/T)i)(H’L/T)i) 513
(Dr/Dj)(HL/D;)

em que Png (W) € a poténcia ndo-aerada, Qg (m?/s) a vazao volumétrica de ar que circula
o biorreator, N (s) a velocidade de agitagio do impelidor, Di (m) o didmetro do turbina
do impelidor, fc o fator de corre¢do geométrico, Po o nimero de poténcia para um
impelidor do tipo Rushton com 3 pas em regime turbulento (5,2), pp (kg m™) a massa
especifica do caldo de cultivo, Dr (m) o didmetro do biorreator e Hi. (m) a altura da coluna
de liquido sem agitacdo e aeracdo. O sobrescrito “*” denota valores para geometrias

padrao.
5.2.3 Analise de Ciclo de Vida

Para avaliar os impactos ambientais, utilizou-se o método da Analise do Ciclo
de Vida, através da abordagem portdo-a-portdo. A unidade funcional selecionada foi de

1 kg de 4cido hialuronico, uma vez que ele € o produto de interesse.
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Utilizou-se o software SimaPro 9.0 com a base de dados Ecoinvent 3.0
(WERNET et al., 2016) para o conjunto de dados para as principais entradas, exceto para
o fosfato de monopotéssio e cloreto de zinco, em que se utilizou os dados de Sinka et al.
(2018) e Heidari et al. (2019), respectivamente. Desconsiderou-se o impacto ambiental
da infraestrutura por conta da longa vida util da unidade industrial.

O impacto da andlise de ciclo de vida foi feito através do método CML-IA
baseline V3.04 (World 2000). As categorias de impacto selecionadas foram Esgotamento
Abiotico (AD, do inglés Abiotic Depletion), Potencial de Aquecimento Global para o
horizonte de 100 anos (GWP100, do inglés Global Warming Potential over 100 years),
Potencial de Esgotamento da Camada de Ozonio (ODP, do inglés Ozone Depletion
Potential), Toxicidade Humana (HT, do inglés Human Toxicity), Ecotoxicidade Aquatica
de Agua Doce (FWAET, do inglés Freshwater Aquatic Ecotoxicity), Ecotoxicidade
Aquatica Marinha (MAET, do inglés Marine Aquatic Ecotoxicity), Ecotoxicidade
Terrestre (TET, do inglés Terrestrial Ecotoxicity), Oxidagdo Fotoquimica (PO, do inglés
Photochemical Oxidation), Acidificagao (AC, do inglés Acidification) e Eutrofizacao
(EU, do inglés Eutrophication).

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Aspectos de processo

Para planejar um processo industrial, € necessario conhecer as suas demandas de
matérias-primas. No caso do acido hialurdnico aqui estudado, a matéria-prima que € mais
consumida ¢ a d4gua com 19,4 t/ano/kgan, enquanto os sais da solucao de tragos (CaCl»,
ZnCl; e CuSO4) sdo os que sao menos consumidos (Tabela 5.3). Destaca-se que a
diferenca no consumo de matérias-primas na secao de Producao e Indculo se d& porque

utilizam-se meios com diferentes composi¢des em cada secao.
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Tabela 5.3. Entradas de matérias-primas, energia elétrica e vapor de uma industria de 4cido hialurénico microbiano com producdo anual de
20 toneladas.

Secdo

Entradas Unidade Produgio Recgpe’ra.géo Purificacio Recuperacao Inéculo Total

Primaria do Solvente
Sacarose kg/kgan 45,76 0 0 0 1,70 47,46
Extrato de Levedura kg/kgan 16,34 0 0 0 1,70 18,04
K2S04 kg/kgan 1,37 0 0 0 3,45E-22 1,37
MgSO4 kg/kgan 2,11 0 0 0 0,23 2,34
Na;HPOq4 kg/kgan 6,53 0 0 0 0 6,53
FeSOq4 kg/kgan 0,005 0 0 0 0 0,005
MnSOg4 kg/kgan 0 0 0 0 0,012 0,012
KH>PO4 kg/kgan 0 0 0 0 0,23 0,23
CaCOs3 kg/kgan 0 0 0 0 0,23 0,23
CaClt> kg/kgan 0,001 0 0 0 0,000? 0,002
ZnCl> kg/kgan 0,000? 0 0 0 0,000* 0,000?
CuSOq4 kg/kgan 0,000? 0 0 0 0,000* 0,000?
Isopropanol kg/kgan 0 0 0 14,54 0 14,54
Base kg/kgan 50,74 0 107,38 0 4,72 162,85
Carvao Ativado kg/kgan 0 0 0,34 0 0 0,34
Agua kg/kgan 19460,10 9643,75 71,59 0 1880,65 31056,09
Ar kg/kgan 1121,16 0 535,80 0 124,45 1781,40
H2S04 kg/kgan 15,09 0 34,81 0 1,50 51,40
Energia Elétrica kJ/kgan 1015230,00 234204,50 8077,50 737,30 22212,15 1280461,45

® menor do que 0,0001 kg/kgan
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O gréfico de ocupacao de equipamentos (Erro! Autoreferéncia de indicador
nao valida.) mostra que com dois biorreatores operando em modo escalonado € possivel
otimizar a ocupacao individual dos equipamentos, de forma que ocorrem 230 ciclos em
um ano operacional. Caso nao se opere em modo escalado, apenas 189 ciclos sao

possiveis.

Figura 5.3. Grafico de ocupacao de equipamentos para a produgdo de acido
hialurénico. As barras indicam o tempo total de operagao do equipamento, incluindo
tempos de carga, descarga, operagdo, limpeza e esterilizagdo, quando necessario.

Dias
0 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15
RSO0 Attt ——t+——t—+—t+—+—+—
R502 | - e =
R503 | E B B
RIOI-T | — —
RI101-1I | — —
HX201 | [ | [ [ [
CNTR201 | O S —
FLT201 | I I I I
DIAULT201 | - S -
ADRS301 | 7 7 |
PRCP301 | = = = W
CNTR301 | T S —
SD301 | T

Ciclo 1 Ciclo2 mCiclo3 mCiclo4 mCiclo5 mECiclo6 mCiclo7 ' Ciclo 8

LEGENDA.:
R: biorreator HX: trocador de calor FLT: filtro CNTR: centrifuga
DIAULT: ultrafiltragdo em diafiltragdo  ADRS: torre de adsor¢do  PRCP: precipitador  SD: spray-dryer
Fonte: Acervo pessoal.

5.3.1.1 Destilagao e dimensionamentos

A partir desta modificacdo, foi possivel utilizar o método de FUG, obtendo-se
11 pratos tedricos (Tabela 5.4) e uma razao de refluxo de 0,61. Ferreira et al. (2021)
obtiveram 10 pratos teoricos e uma razao de 1,50 ao realizar uma simulagdo rigorosa de
uma torre de destilagdo sob condi¢des semelhantes. Esta ocorréncia mostra que o método
de Fenske-Underwood-Gilliland conseguiu calcular com eficiéncia o nlimero de pratos,
falhando apenas no célculo de razao de refluxo. Usando a razdo de refluxo de Ferreira et
al. (2021) obtém-se 13 pratos teoricos. Destaca-se que Seader, Henley e Roper (2011)

reportam que a separacao de isopropanol e dgua requer 12 pratos no ambiente industrial.
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Tabela 5.4. Resumo dos parametros de dimensionamentos de todos os equipamentos
utilizados na industria de 4cido hialurénico microbiano com producao anual de 20
toneladas.

Parametro de

Equipamento Tipo de Equipamento Dimensionamento Valor  Unidade
AC101 Compressor de ar Poténcia 134,60 kW
AirHX101 Resfriador de ar Area 17,75 m?
AirFilter Filtro de Ar Area 0,59 m?
Esterilizante
SterileFilter Filtro Esterilizante Area 7,12 m?
R101 Biorreator Volume 136,86 m3
HX201 Resfriador Area 9,98 m?
CNTR201 Centrifuga Sigma 9241,18 m?
FLT201 Filtro Area 18,88 m?
PMP201 Bomba Poténcia de Eixo 295,28 kW
DIAULT201 Diafiltragao Area 0,37 m?
ADRS301 Coluna de adsor¢ao Volume 14,81 m?
PRCP301 Precipitador Volume 15,72 m?
CNTR301 Centrifuga Sigma 284,91 m?
Soprador - Vazao 2052,45 m?*h
Motor do Soprador - Poténcia 10,14 kW
HX301 Aquecedor de ar Area 15,28 m?
SD301 Spray-dryer Volume 211,47 m?
HX401 Aquecedor Area 13,62 m?
DT401 - pratos Pratose(:glz(;lf;:;na de Quantidade 11 -
DT401 - torre Coluna de destilacao Volume 0,98 m?
HX402 Aquecedor Area 8,20 m?
HX403 Resfriador Area 2,43 m?
HX404 Resfriador Area 5,95 m?
PMP401 Bomba Poténcia de Eixo 0,17 kW
AC501 Compressor de ar Poténcia 14,94 kW
AirHX501 Resfriador de ar Area 1,97 m?
SeedAirFilter Filtro de ar esterilizante Area 0,59 m?
SeedSterileFilter Filtro esterilizante Area 2,99 m?
R501 Biorreator Volume 0,12 m?
R502 Biorreator Volume 1,22 m3
R503 Biorreator Volume 12,23 m?
HX202 Aquecedor Area 36,94 m?
HX203 Aquecedor Area 34,46 m?

Dentre os pardmetros de dimensionamento, o volume do biorreator destaca-se

dos demais ao atingir o valor de 136,86 m?, visto que se reporta biorreatores de 35 m?

para a produgdo de acido hialurénico microbiano (FERREIRA et al., 2021). Esta

diferenca atribui-se ao menor tempo de operagdo anual por se limitar a safra da cana-de-

acucar, menor recuperagdo de 4cido hialurdénico e menor rendimento especifico em acido

hialurénico por massa de celular.
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5.3.2 Aspectos econdomicos

O investimento capital para implementar uma unidade industrial de producao de
acido hialurdnico ¢ de US$ 42,31 milhoes (Tabela 5.5), valor este que é 19% menor que
o obtido por Ferreira et al. (2021) — US$ 53,5 milhdoes. Um possivel motivo para tal
diferenca pode ser o método utilizado para o custo dos equipamentos: este trabalho utiliza
o método do CAPCOST e Ferreira et al. (2021) utilizaram a biblioteca interna do

SuperPro, que ¢ baseada em dados de fabricantes.

Tabela 5.5. Resumo dos indicadores econdmicos utilizados para analisar uma industria
de produgdo de &cido hialurénico microbiano: investimento capital, valor presente
liquido, custo unitario de produgao, prego minimo de venda, retorno sobre o
investimento e tempo de retorno do investimento.

Critério Valor
Investimento capital (milhdes USS) 4231
Valor Presente Liquido (milhdes USS$) 18,43
Custo de Produgdo Unitario (US$/kg) 932,96
Pre¢o Minimo de Venda ($/kg) 1168,35
Retorno sobre o Investimento (%) 12,50
Tempo de Retorno do Investimento (anos) 1,63

O Valor Presente Liquido mostra que a producdo de acido hialurénico pelo
processo aqui selecionado ¢ viavel economicamente (Tabela 5.5). No entanto, ainda ¢
aproximadamente 3 vezes menor que o encontrado de Ferreira et al. (2021). Atribui-se tal
divergéncia entre os valores presentes liquido ao pre¢o de venda do produto por
quilograma, visto que os autores utilizaram US$ 2000,00. Precisa-se destacar que este
valor pode ser considerado desatualizado visto que € baseado em dados de 2005 (CHONG
et al., 2005). Além disso, fornecedores brasileiros indicaram que hoje compra-se 1 kg de
acido hialurdnico bruto por US$ 1300, aproximadamente.

O Prego Minimo de Venda mostra que o lucro na venda do acido hialurénico ¢é
de 11,2%, em relagao ao prego de venda, que pode ser considerado alto. Destaca-se que
industrias farmacéuticas tipicamente possuem margem de lucro maior que as demais
(LEDLEY et al., 2020), visto que seus produtos sdo tipicamente de alto valor agregado.

O fluxo de caixa (Figura 5.4) mostra que, a partir do quarto ano de operagdo, o
fluxo de caixa ¢ positivo, de forma de ja € esperado que se inicie o lucro do investimento.
De fato, esta informagao faz sentido, visto que o tempo de retorno do investimento € de

1,63 anos (Tabela 5.5).
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Figura 5.4. Fluxo de caixa de uma industria de produg¢do de acido hialurénico
industrial com prego de venda de US$ 1300/kg, taxa minima de atratividade de 6,90%
e investimento capital de US$ 42,31 milhdes.
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Fonte: Acervo pessoal

Analisando a distribuicdo dos custos capitais, nota-se que a maior parte se
concentra na secdo de Produgdo, representando 39,7%, sem contar a etapa de indculo
(Figura 5.5). De modo geral, a distribui¢@o dos custos capitais ¢ semelhante ao de Ferreira
et al. (2021), o que faz sentido ja que o fluxograma utilizado neste trabalho ¢ o mesmo.
A maior divergéncia estd na secdo de Recuperagdo de Solvente, visto que este trabalho
realiza a destilacdo a 2 bar, o que aumenta o custo da coluna de destilagdo além de

requerer a instalacdo de uma bomba para se atingir a pressao de trabalho.
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Figura 5.5. Distribuicao dos custos capitais de uma industria produtora de acido
hialurénico microbiano com producdo anual de 20 toneladas.

B Producgao (39,2%)

Recuperagdo Primaria (20,7%)
O Purificacao (16%)

& Recuperacdo de Solvente (7,7%)
E1Inoculo (13%)

B Tratamento de residuos (3,4%)

Fonte: Acervo pessoal

Os Custos Diretos Fixos representam a maioria do investimento capital (mais de
85%). Diante disto, ¢ importante, analisar com mais profundidade os custos de compras
dos equipamentos. Tal analise mostra que os maiores custos estdo nos compressores
AC101 e AC501, biorreator principal R1017, a bomba PMP201 e o spray-dryer SD301
(Figura 5.6). A bomba PMP201 faz parte do sistema de ultrafiltracdo e lida com um
volume alto de liquidos por operar em modo diafiltracdo, que requer um alto volume de

agua adicionado.

7 Considerou-se o custo de aquisi¢do de dois biorreatores de mesmo volume que operam de modo
escalonado para aumentar a produgao anual.
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Figura 5.6. Custos dos equipamentos de uma industria produtora de acido hialurénico
microbiano com producdo anual de 20 toneladas separados por se¢des para o ano de

2021.
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O alto custo do spray-dryer SD301 relaciona-se com o grande volume de agua e
isopropanol que deve ser evaporado (mais de 164 kg h™!). Portanto, para reduzir este custo
seria necessario concentrar ainda mais a corrente de acido hialurdnico. No entanto,
solucdes muito concentradas de acido hialurénico sdo altamente viscosas, o que dificulta
o transporte do fluido. Nao foram encontrados trabalhos com alternativas a secagem, além
da liofilizagdo, o que também possui seus custos relacionados ao congelamento da
corrente e sublimacao da agua.

Os custos operacionais sdao tdo importantes quanto os capitais. Ao analisa-los,
nota-se que a maior parte deles se concentram nos materiais diretos, manuten¢do, mao-
de-obra e as utilidades (Figura 5.7). Vale destacar que os custos com utilidades podem
ser reduzidos ao se realizar integracdo energética entre as correntes da secdo de

Recuperacao de Solvente ou até mesmo com a usina de etanol.

Figura 5.7. Custos operacionais de uma industria produtora de 4cido hialurénico

microbiano com produg¢do anual de 20 toneladas.
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Como a industria deste estudo de caso faz parte de uma biorrefinaria de bioetanol
de cana-de-acucar, ¢ possivel reduzir ainda mais os custos de materiais diretos ao se
utilizar a levedura excedente da fermentacao alcoolica para produzir extrato de levedura
e ao se suprimir a adi¢do de sais, visto que o caldo de cana-de-agucar € rico em macro e
micronutrientes (DE SOUZA et al., 2015).

Para a producdo do extrato de levedura, ¢ necessario adi¢do de novas etapas no
processo, como uma de lise celular, filtragdo, corre¢do do pH e concentragdo do extrato
(ALEXANDRE, 2011). Por conta disto, o custo total da adi¢do de tais etapas nao pode
ultrapassar o prego de compra do quilograma do extrato de levedura (US$ 2,95).
Variando-se o custo do extrato de levedura entre o valor minimo de zero e o0 maximo de
USS 2,95, obtém-se que o VPL pode atingir o valor maximo de US$ 25,27 milhdes e o
pre¢o minimo de venda de US$ 1113,96, variac¢des de 37,1% e 4,65%, respectivamente.

Isso mostra que esta ¢ uma etapa importante a ser considerada no futuro (Figura 5.8).

Figura 5.8. Efeito do custo do extrato de levedura no (a) Valor Presente Liquido e (b)
Preco Minimo de Venda.

26=ﬁ T I I T T ] T I ].:].g T 1] T I I I I T T T
X (A) - (B)

= (] & L7

Eg ... E L .‘_
o 2140l ‘e 4 = o®
= L % 1 = L6 .-' n
= [ — i

g i % 1 B Ky

= : o {1 E usp o -
= (] = )

g ot o, 4 = ! o®

o - [ ] B = LJ

< Y = 1141 ) -
5 - [ ) b = ..

: | % I £ | o

£ ° = u o® -
= 200 - ° -4 < L3 ®

=] ° [ ] = @

o i 'l. 1 § i ..

! e 1 = 112} o |
.. ,..
].S;D' o 1 | | 1 I 1 1 L | .. 111 1 1 1 | | 1 J 1 1
000 0530 100 150 200 250 300 S 000 050 100 150 200 250 3.00
Custo do Extrato de Levedura (US$ kg™') Custo do Extrato de Levedura (US$ kg™)

Fonte: Acervo pessoal

Agora, ao se suprimir a adi¢do dos sais ao meio de cultivo, obtém-se um VPL de
US$ 20,56 milhdes, o que representa um aumento de quase US$ 2 milhdes (11,6%). E
importante ressaltar que para se remover tais sais do meio de cultivo e substituir o extrato
de levedura comercial € necessario a condugdo de experimentos em biorreator para avaliar

se a producgdo de acido hialurénico € impactada.



107

E importante lembrar que a esterilizagdo das correntes liquidas que entram nos
biorreatores ¢ feita através de filtracdo, por isso existe um gasto com consumiveis
relacionados a troca dos cartuchos dos filtros. Este custo pode ser suprimido caso
substitua-se por esterilizagdo por calor. No entanto, seria necessaria a instalag¢ao de, pelo
menos, trés aquecedores e trés resfriadores, uma vez que ndo ¢ possivel misturar as
correntes de sacarose (que possui um quantidade pequena de agucares redutores), extrato
de levedura e sais antes da esterilizagdo, para evitar a formagao de precipitados por reagdo
de Maillard ou qualquer outra, prejudicando a troca de calor ou até mesmo interrompendo
a operagao da planta para a limpeza. Além disso, a adi¢ao de novos trocadores de calor

resultaria no aumento do consumo de utilidades quentes e frias.
5.3.3 Aspectos ambientais

Ao se realizar a andlise de ciclo de vida para o atual processo industrial de dcido
hialurénico microbiano baseado no inventario da Tabela 5.3, nota-se que a etapa que
possui maior impacto ambiental é a de Produgdo para todos os indicadores, exceto ODP
(Potencial de Esgotamento de Ozo6nio), em que a secdo de Purificagdo teve o maior
impacto, ¢ EU, em que o In6culo teve um impacto tdo grande quanto a Producdo,

conforme mostra a Figura 5.9.

Figura 5.9. Avaliacdo do impacto ambiental de uma industria de acido hialurdnico
microbiano com produc¢do anual de 20 toneladas em valores (a) absolutos e (b)
relativos separado pelas se¢des do processo.
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Ao se analisar o efeito individual de cada entrada, nota-se que o hidroxido de
sodio (NaOH) e a energia elétrica consumida possuem os impactos mais significativos
(Figura 5.10). Tal ocorréncia, de certa forma, faz sentido visto a grande quantidade
consumida de energia elétrica, feita pelo uso de equipamentos com longos periodos de

operagdo, como bombas, compressores de ar, motores de impelidores e soprador.

Figura 5.10. Avaliacdo do impacto ambiental de uma industria de acido hialurénico
microbiano com producao anual de 20 toneladas em valores (a) absolutos e (b) relativos
separados pelos fluxos de cada componente do inventario.
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O consumo de hidréxido de sddio também ¢ alto, visto que ele ndo é apenas
usado para manuten¢do do pH, mas também em solugdes de lavagem nos processos de
limpeza CIP. Como o acido hialurdnico possui fins estéticos e/ou farmacéuticos, € preciso
garantir que ele ndo esteja contaminado com microrganismos oportunistas € que possui
altos graus de pureza, de forma que ¢ muito dificil reduzir o consumo de hidréxido de
sodio neste aspecto.

Para compreender o grande impacto que o hidréxido de sodio possui, € preciso
entender sua produ¢do industrial. Tipicamente, ele ¢ obtido a partir de processos
eletroquimicos com altas demandas energéticas. As principais tecnologias empregadas
hoje sdo: o eletrodo de mercurio, o de diafragma e o de membrana. Dentre estes trés tipos

de eletrodos dois deles utilizam substancias nocivas: o de mercurio e o de diafragma, que



109

usa amianto em sua fabricagdo. Apesar do numero de fabricas que utiliza o merctrio ter
reduzido consideravelmente, a transicdo do eletrodo de diafragma para o de membrana
ainda ndo foi completa, de forma que muitas unidades ainda operam com esta tecnologia.
Além disso, também deve-se lembrar que a industria do cloro-alcali — responsavel pela
producao do hidroxido de so6dio — ¢ uma notoria poluidora (LAKSHMANAN;
MURUGESAN, 2014).

Com relagdo ao controle de pH, encontra-se um impasse semelhante, visto que
apenas nao controlar o pH inviabiliza a producao de acido hialur6nico, em termos técnico-
econdmicos. Pode-se buscar outras bases para realizar o controle do pH, como o hidréxido
de amdnio, que pode aumentar a producao do biopolimero ao custo de reduzir sua massa
molar JAGANNATH; RAMACHANDRAN, 2010).

Uma alternativa ¢ identificar uma condi¢do do metabolismo de S. zooepidemicus
em que a produgdo dos 4cidos laticos e acéticos seja menor sem prejudicar a formagao do
biopolimero, quer seja através de estratégias de Biologia Molecular ou de condigdes de
cultivo. Além disso, ndo se deve descartar a busca de novas plataformas, quer sejam elas
microrganismos recombinantes que ndo dependam da producdo de acidos para geracdo
de energia ou através de processos enzimaticos.

Destaca-se também o impacto que os sais possuem no indicador de eutrofizacao
(EU). Neste caso, a solucdo para mitiga-lo ¢ mais simples. Conforme ja dito
anteriormente, € preciso verificar se realmente existe a necessidade de adi¢do deles. Além
disso, pode-se trocar a propria fonte de nitrogénio por outra rica em sais, como a agua de
maceracao de milho, que € rica em aminoacidos, peptideos e ions importantes para o
crescimento celular. De fato, estudos mostram que dgua de maceragdo de milho ¢ uma

fonte de nitrogénio eficiente para a producao de 4cido hialurénico (AMADO et al., 2017).
5.3.4 Impacto técnico-econémico de cultivos sem controle de pH

Como os resultados da Anélise de Ciclo de Vida mostraram o alto impacto que
a base possui, avaliou-se a viabilidade técnico-econdmica de nao se controlar o pH dos
cultivos. Para isso, alterou-se a conversdo de sacarose para 50%, baseado nos dados
experimentais apresentados no capitulo anterior, e a recuperagdo de precipitagdo para
51% e raio de precipitacdo para 8§74 nm.

Com essas modificagdes o processo mostra-se inviavel, uma vez que o Valor
Presente Liquido ¢ negativo, em consequéncia do alto Preco Minimo de Venda (ou a

baixa producao anual (Tabela 5.6).
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Tabela 5.6. Principais indicadores economicos (Valor Presente Anual, Preco Minimo de
Venda e CAPEX) caso ndo se controle o pH com producio anual de 7,56 e 20 t ano’!;

Producio Anual (t ano™)

Indicador Economico

7,56 20
VPL (milhoes USS) -129,54 -194,29
Preco Minimo de Venda (US$ kg™!) 3078,28 2330,36
CAPEX (milhoes USS) 41,70 83,50

Mesmo aumentando a produgio anual para 20 t ano™!, o processo sem controle
de pH continua invidvel, apesar do Pre¢o Minimo de Venda reduzir 24,3%. O motivo
disto acontecer € que a fonte de carbono nao ¢ totalmente assimilada pelo microrganismo,
de forma que o CAPEX para a producdo de 20 t ano™! seja aproximadamente o dobro.
Como a fonte de carbono ndo ¢ totalmente assimilada, ¢ preciso aumentar a entrada de
sacarose. Com a maior entrada de sacarose, o volume dos equipamentos e os seus custos

também aumentam.
5.4 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostram que a produg¢do microbiana de acido
hialurénico ¢ viavel, sendo inclusive uma boa alternativa para ser incorporada a uma
biorrefinaria de etanol de primeira geragcdo, em vista de seu alto Valor Presente Liquido
e sua Taxa de Retorno do Investimento. Inclusive, tais vantagens podem aumentar ainda
mais ao se utilizar a levedura excedente para produgdo de extrato de levedura, agregando
maior valor a um residuo que seria utilizado como ragado ou fertilizante.

Como a industria limita-se a operar apenas durante a safra da cana-de-agtcar, o
tamanho dos equipamentos tem que ser maior do que se ela operasse durante o ano todo.
Diante disto, uma forma de aumentar a produtividade, e abaixar os custos capitais, ¢ a
escolha de uma segunda fonte de carbono de origem vegetal a ser utilizada durante o
periodo de entressafra da cana-de-agucar ou, até mesmo, armazenar uma parte da
producdo de aglcar para ser posteriormente usada na produgdo de acido hialurénico.

A Anédlise de Ciclo de Vida mostrou que a etapa com maior impacto ¢ a da
producao, destacando-se o consumo de base como sendo um dos maiores responsaveis
pelo impacto ambiental. Numa tentativa de reduzir o impacto ambiental, estudou-se a
viabilidade de ndo se controlar o pH durante o cultivo. Esta rota se mostrou inviavel do
ponto de vista econdmico, no entanto também mostrou a importancia de um sistema

eficaz de controle de pH para este biopolimero.



111

5.5 REFERENCIAS

ALEXANDRE, H. Autolysis of Yeasts. In: MOO-YOUNG, M. (Ed.). . Comprehensive
Biotechnology 2: Engineering Fundamentals of Biotechnology. 2. ed. Burlington:
Academic Press, 2011. p. 641-649.

AMADOQO, I. R. et al. Microbial production of hyaluronic acid from agro-industrial by-
products: Molasses and corn steep liquor. Biochemical Engineering Journal, v. 117, p.
181-187,2017.

ASARI, A. Medical Application of Hyaluronan. In: GARG, H. G.; HALES, C. A.
(Eds.). . Chemistry and Biology of Hyaluronan. Oxford: Elsevier Science Ltd, 2004.
p. 457-473.

BADRI, A.; RAMAN, K.; JAYARAMAN, G. Uncovering Novel Pathways for
Enhancing Hyaluronan Synthesis in Recombinant Lactococcus lactis: Genome-Scale
Metabolic Modeling and Experimental Validation. Processes, v. 7, n. 6, p. 343, 2019.

BALAZS, E. A. Ultrapure hyaluronic acid and the use thereof. Estados Unidos,
1979. Disponivel em: <http://www.freepatentsonline.com/4141973.htmI>

BRASIL. Taxa de cambio - Livre - Dolar americano (venda) - diario. Brasilia: [s.n.].
2022a.

BRASIL. Anuario Estatistico da RAIS. Brasilia: [s.n.]. Disponivel em:
<https://bi.mte.gov.br/bgcaged/caged anuario_rais/anuario.htm>. 2022b.

BRASIL. Exportac¢io e Importa¢ao Geral. Disponivel em:
<http://comexstat.mdic.gov.br/pt/geral/67999>. 2022c.

CARDOSQO, V. M. et al. Cost analysis based on bioreactor cultivation conditions:
Production of a soluble recombinant protein using Escherichia coli BL21(DE3).
Biotechnology Reports, v. 26, p. €00441, 2020.

CAVALCANTIL A. D. D.; SANTANA, M. H. A. Structural and surface properties
control the recovery and purity of bio- hyaluronic acid upon precipitation with isopropyl
alcohol. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, v.
573, p. 112-118, 2019.

CERMINATI S. et al. Low cost and sustainable hyaluronic acid production in a
manufacturing platform based on Bacillus subtilis 3NA strain. Applied Microbiology
and Biotechnology, v. 105, n. 8, p. 3075-3086, 2021.

CHONG, B. F. et al. Microbial hyaluronic acid production. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 66, n. 4, p. 341-351, 2005.

DE SOUZA, R. B. et al. Mineral Composition of the Sugarcane Juice and Its Influence
on the Ethanol Fermentation. Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 175, n. 1,
p. 209-222, 2015.

DEANGELIS, P. L. Glycosaminoglycan polysaccharide biosynthesis and production:
today and tomorrow. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 94, n. 2, p. 295—



112

305, 2012.

ELIAS, A. M. et al. Techno-Economic-Environmental Analysis of Sophorolipid
Biosurfactant Production from Sugarcane Bagasse. Industrial & Engineering
Chemistry Research, v. 60, n. 27, p. 9833-9850, 14 jul. 2021.

ELIAS, A. M. et al. Economic Aspects on the Production of Biofertilizers as Granular
Composites. ACS Sustainable Chemistry & Engineering, v. 10, n. 31, p. 10426—
10438, 8 ago. 2022.

FALLACARA, A. et al. Hyaluronic Acid in the Third Millennium. Polymers, 2018.

FARAJNEZHAD, A. et al. Correlation of interaction parameters in Wilson, NRTL and
UNIQUAC models using theoretical methods. Fluid Phase Equilibria, v. 417, p.
181 — 186, 2016.

FERREIRA, R. G. et al. Techno-Economic Analysis of a Hyaluronic Acid Production
Process Utilizing Streptococcal Fermentation. Processes , 2021.

GOGATE, P. R.; BEENACKERS, A. A. C. M.; PANDIT, A. B. Multiple-impeller
systems with a special emphasis on bioreactors: a critical review. Biochemical
Engineering Journal, v. 6, n. 2, p. 109-144, 2000.

GOMES, A. M. V. et al. Heterologous Hyaluronic Acid Production in Kluyveromyces
lactis. Microorganisms, v. 7, n. 9, p. 294, 2019.

HARRISON, R. E. et al. Bioseparations Science and Engineering. 2. ed. New York:
Oxford University Press, 2015.

HECHT, J. P. et al. Psychrometry, Evaporative Cooling, and Solids Drying. In:
GREEN, D. W.; SOUTHARD, M. S. (Eds.). . Perry’s Chemical Engineers’
Handbook. 9. ed. New York: McGraw-Hill Education, 2019. p. 2272.

HEIDARI, A. et al. Evaluation of fast and slow pyrolysis methods for bio-oil and
activated carbon production from eucalyptus wastes using a life cycle assessment
approach. Journal of Cleaner Production, v. 241, p. 118394, 2019.

JAGANNATH, S.; RAMACHANDRAN, K. B. Influence of competing metabolic
processes on the molecular weight of hyaluronic acid synthesized by Streptococcus
zooepidemicus. Biochemical Engineering Journal, v. 48, n. 2, p. 148—-158, 15 jan.
2010.

JEEVA, P. et al. Production of controlled molecular weight hyaluronic acid by glucostat
strategy using recombinant Lactococcus lactis cultures. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 103, n. 11, p. 43634375, 2019.

KIM, J. et al. Effects of molecular weight of hyaluronic acid on its viscosity and
enzymatic activities of lysozyme and peroxidase. Archives of Oral Biology, v. 89, p.
55-64, 2018.

KUDRA, T. Cost-Estimation Methods for Dryers and Drying Processes. In:
MUJUMDAR, A. S. (Ed.). . Handbook of Industrial Drying. 4. ed. Boca Raton: CRC



113

Press, 2015. p. 10.

LAKSHMANAN, S.; MURUGESAN, T. The chlor-alkali process: Work in Progress.
Clean Technologies and Environmental Policy, v. 16, n. 2, p. 225 — 234, 2014.

LEDLEY, F. D. et al. Profitability of Large Pharmaceutical Companies Compared with
Other Large Public Companies. JAMA, v. 323, n. 9, p. 834-843, 2020.

LIU, G. et al. Shortcut Design Method for Columns Separating Azeotropic Mixtures.
Industrial & Engineering Chemistry Research, v. 43, n. 14, p. 3908-3923, 1 jul.
2004.

LIU, L. et al. Enhanced Hyaluronic Acid Production of Streptococcus zooepidemicus
by Shifting Dissolved Oxygen Level Based on Broth Rheology and Oxygen Mass
Transfer Characteristics. Food Biotechnology, v. 23, n. 2, p. 148-161, 11 maio 2009.

LOGSDON, J. E.; LOKE, R. A. Isopropyl Alcohol. In: Kirk-Othmer Encyclopedia of
Chemical Technology. [s.l.] John Wiley & Sons, Ltd, 2000.

LONGATI, A. A. et al. Defining research & development process targets through retro-
techno-economic analysis: The sugarcane biorefinery case. Bioresource Technology, v.
263, p. 1-9,2018.

PAGLIUCA, M.; RUGGIERO, A.; VOLPE, F. Production of Highly Purified
Sodium Hyaluronate (HANA) with Controlled Molecular Weight. United States,
2015.

PETERS, M. S.; TIMMERHAUS, K. D.; WEST, R. E. Analysis of Cost Estimation. In:
Plant Design and Economics for Chemical Engineers. 5. ed. New York: McGraw
Hill, 2002. p. 226-275.

PINELLI, D.; NOCENTINI, M.; MAGELLI, F. Hold-Up in Low Viscosity Gas-
Liquid Systems Stirred with Multiple Impellers. Comparison of Different
Agitators Types and Sets. 8th Euro. Conf. on Mixing, Cambridge, UK (1994).
Anais...1994

POLLARD, D. Aseptic Operations. In: MOO-YOUNG, M. (Ed.). . Comprehensive
Biotechnology 2: Engineering Fundamentals of Biotechnology. 2. ed. Burlington:
Academic Press, 2011. p. 933-945.

PUVENDRAN, K.; JAYARAMAN, G. Enhancement of acetyl-CoA by acetate co-
utilization in recombinant Lactococcus lactis cultures enables the production of high
molecular weight hyaluronic acid. Applied microbiology and biotechnology, v. 103,
n. 17, p. 6989-7001, set. 2019.

SEADER, J. D.; HENLEY, E. J.; ROPER, D. K. Separation Process Principles:
Chemical and Biochemical Operations. 3. ed. Danvers - MA: John Wiley & Sons,
Inc., 2011.

SHULER, M. L.; KARGI, F. Bioprocess Engineering: Basic Concepts. 2. ed. Upper
Saddle River: Prentice-Hall, 2002.



114

SINKA, M. et al. Comparative life cycle assessment of magnesium binders as an
alternative for hemp concrete. Resources, Conservation and Recycling, v. 133, p.
288-299, 2018.

TORRES-ACOSTA, M. A. et al. Comparative Economic Analysis Between
Endogenous and Recombinant Production of Hyaluronic Acid. Frontiers in
Bioengineering and Biotechnology, v. 9, p. 659, 2021.

TURTON, R. et al. Analysis, Synthesis, and Design of Chemical Processes. 4. ed.
Ann Arbor: Pearson Education, 2012.

VASILE, D. et al. Chemo-physical Properties and Biomedical Applications of
Hyaluronic Acid in Medicine. REVISTA DE CHIMIE, v. 68, n. 2, p. 384-386, 2017.

VOGELPOHL, A. On the Relation between Ideal and Real Mixtures in
Multicomponent Distillation. Chemical Engineering & Technology, v. 25, n. 9, p.
869-872, 10 set. 2002.

WERNET, G. et al. The Ecoinvent database version 3 (part I): overview and
methodology. The International Journal of Life Cycle Assessment, v. 21, n. 9, p.
1218-1230, 2016.

WESTBROOK, A. W. et al. Metabolic engineering to enhance heterologous production
of hyaluronic acid in Bacillus subtilis. Metabolic Engineering, v. 47, p. 401-413,
2018.

WU, Y.-Z. et al. Molecular Weight of Hyaluronic Acid Has Major Influence on Its
Efficacy and Safety for Viscosupplementation in Hip Osteoarthritis: A Systematic
Review and Meta-Analysis. CARTILAGE, p. 19476035211021904, 10 jun. 2021.



115

6 CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados, nota-se que o acido hialurénico microbiano
¢ um produto que pode ser facilmente incorporado a uma biorrefinaria de etanol,
apresentando grande viabilidade econdmica, sendo a sacarose a fonte de carbono mais
promissora dentre as disponiveis em biorrefinarias de etanol ou biodiesel (glicose,
sacarose, xilose e glicerol). Além disso, o lucro pode aumentar ainda mais ao se
incorporar mais fragdes da biorrefinaria como residuo de leveduras apos sua autdlise e
nao se adicionar sais ao meio de cultivo, uma vez que o proprio caldo € rico em nutrientes.

Outro ponto que a analise técnico-econdmica apresentou foi que o tempo de
operacdo anual ¢ menor do que outros trabalhos por estar atrelado a safra da cana-de-
acucar. O aumento do tempo operacional poderia levar a menores custos capitais ou no
aumento da produg¢do anual, sendo uma rota possivel de ser investigada.

Os resultados também mostraram que a queda no pH em cultivos de
Streptococcus zooepidemicus para a producdo de acido hialurénico € inevitavel, mesmo
com a adi¢do de agentes tamponantes ao meio de cultivo. Dessa forma, o inico meio
viavel de controlar o pH ¢ através da adigdo continua de base. No entanto, mesmo
utilizando um controlador automatico, esta adi¢ao de base representa um dos principais
impactos ambientais. Verificou-se o impacto econdmico que o nao-controle teria e
confirmou-se que esta estratégia também € economicamente invidvel. Dessa forma,
otimizar o consumo de base vai impactar significativamente a viabilidade ambiental do

processo e elevar o nivel de sustentabilidade.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados e das conclusdes obtidas, ficam as seguintes sugestdes para

trabalhos futuros:

1.

ii.

1il.

1v.

Vi.

desenvolvimento de novas estratégias de cultivo que reduzam a producdo dos
acidos organicos para diminuir o consumo de base;

desenvolvimento de novas cepas, de Streptococcus zooepidemicus ou outros
microrganismos, que produzam menos acidos organicos;

estudar o uso de outras bases, além do hidroxido de sodio, para controle do pH
durante cultivos;

integrar ainda mais o processo a biorrefinaria de etanol através do uso da levedura
excedente para produzir o extrato de levedura e de integragdo energética;

utilizar o bagago hidrolisado na produ¢do de 4cido hialurénico, quer seja através
da glicose como fonte de carbono ou entdo com a xilose como indutor em
microrganismos recombinantes;

avaliar a viabilidade técnico-econdOmica-ambiental de integrar a produgdo de
acido hialuronico a outras industrias de beneficiamento de matérias-primas
agropecuarias, como o milho (para utilizar 4gua de macera¢do de milho) ou soja

(para uso de peptona de soja) e soro de leite.
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8 APENDICE
8.1 APENDICE A

Na Tabela A.1 a seguir encontra-se listados os itens do inventario usados na
Andlise de Ciclo de Vida da produgao de acido hialurénico com o nome de seus produtos
na base de dados Ecoinvent. Destaca-se que se utilizou dados de energia elétrica e
sacarose provenientes da produgdo de etanol a partir de cana-de-agticar no Brasil para
representar com maior acuracia a biorrefinaria, uma vez que ambos os itens eram

provenientes de uma usina de etanol de cana-de-acgtcar no Estado de Sao Paulo.

Tabela A.1. Relacdo de itens e nome de seus produtos na base de dados Ecoinvent.

Item

Produto

z’:\cido Sulftrico
Agua

Carbonato de calcio
Carvao ativado

Cloreto de calcio
Energia elétrica

Extrato de levedura

Fosfato de sodio
Isopropanol
NaOH

Sacarose

Sulfato de cobre
Sulfato de ferro
Sulfato de magnésio
Sulfato de manganés
Sulfato de potassio
Vapor

Sulfuric Acid {GLO} | market for | Alloc Rec, U

Process Water, ion exchange, production mix, at plant, from
groundwater RER S

Calcium Carbonate > 63 microns, production, at plant
EU-27 S

Activated Carbon, granular {GLO} | market for activated
carbon, granular | Alloc Rec U

Calcium chloride {GLO} | market for | Alloc Rec, U
Electricity, high voltage {BR} | ethanol production from
sugarcane | Alloc Rec, U

Protein feed, 100% crude {GLO} | fodder yeast to generic
market for protein feed | Alloc Rec U

Sodium phosphate {GLO} | market for | Alloc Rec U
Isopropanol {GLO} | market for | Alloc Rec U

Sodium hydroxide, without water, in 50% solution state
Sugar, from sugarcane {BR} cane sugar production with
ethanol by-product | Alloc Def U

Copper sulfate {GLO} | market for | Alloc Def U

Iron sulfate {GLO} | market for | Alloc Rec U

Magnesium sulfate {GLO} | market for | Alloc Rec U
Manganese sulfate {GLO} | market for | Alloc Rec U
Potassium sulfate {GLO} | market for | Alloc Rec U

Steam, in chemical industry {GLO} | market for | Alloc Rec U

Outro ponto importante ¢ que se utilizou dados de hidroxido de sodio que
compreendem uma combinagdo das trés formas atuais de produzi-lo (o eletrodo de
mercurio, o de diafragma e o de membrana).

E importante destacar que os produtos relacionados ao carbonato de calcio,

carvao ativado e extrato de levedura nao consideravam o impacto ambiental que o frete
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possui. Por isso, novos produtos foram criados para estes itens adicionando-se o frete,

conforme descrito na Tabela A.2.

Tabela A.2. Dados adicionados de frete ao carbonato de calcio, carvio ativado e extrato
de levedura.

Produto de Frete XEL?;
Transport, freight train {GLO} | market group for | Alloc Rec, U 0,3091
Transport, freight, sea, transoceanic ship | market for | Alloc Rec, U 0,599
Transport, freight, lorry, unspecified {GLO} | market for | Alloc Rec, U 0,2088

Transport, freight, inland waterways, barge {GLO} | market for | Alloc Rec, U 00,0246




