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RESUMO

NERI, Leonel Virginio; CABRAL, Tauan Pereira. Estado da arte das tecnologias de
producdo de Vanilina — Estudo de caso. Rio de Janeiro, 2023. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Graduagdo em Quimica Industrial e Engenharia Quimica) —

Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Por séculos, especiarias como a baunilha tém capturado o fascinio da humanidade.
Este composto, empregado desde a era asteca, mantém sua importancia em diversas
industrias modernas, incluindo farmacéutica, cosmética e alimenticia. Contudo, a
expansdo demogréfica mundial intensificou a demanda por alimentos, bens de
consumo e servigos, tornando cada vez mais escassa e cara a obteng&o da baunilha
natural, cuja producdo manual € de dificil escalabilidade, o que aumenta o desafio.
Uma solucdo alternativa envolve o uso da vanilina, o principal componente
responsavel pelas caracteristicas da baunilha, que pode ser sintetizada por meio de
multiplas rotas, permitindo maior escalabilidade e possivel redugéo de custos. Desta
forma, este Trabalho de Conclusdo de Curso apresenta uma revisao abrangente e
sistémica da literatura com foco nos processos de sintese da vanilina, mostrando 3
(trés) maneiras de obtencédo de vanilina, que sdo: extracdo vegetal, sintese quimica
e biossintese. O objetivo principal foi propor um método para a producgéo de vanilina
a partir do acido ferulico presente no bagaco de cana, uma vez que este representa,
aproximadamente, 2% da massa do bagaco. O processo proposto pode ser subdivido
em uma etapa de pré-tratamento do bagaco de cana, uma vez que esse bagaco é
residuo da industria alcooleira; extracao alcalina, onde o acido ferulico é obtido; scale-
up, etapa em que ha o crescimento bacteriano; e biorreacdo, onde ocorre a reacao

propriamente dita.

Palavras-chave: vanilina; biossintese; acido ferulico; bagaco, cana-de-acguUcar;

fermentacao.



ABSTRACT

NERI, Leonel Virginio; CABRAL, Tauan Pereira. Estado da arte das tecnologias de
producdo de Vanilina — Estudo de caso. Rio de Janeiro, 2023. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Graduagdo em Quimica Industrial e Engenharia Quimica) —

Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

For centuries, spices like vanilla have captured mankind's fascination. This compound,
used since the Aztec era, maintains its importance in several modern industries,
including pharmaceuticals, cosmetics, and food. However, the world's demographic
expansion has intensified the demand for food, consumer goods and services, making
it increasingly scarce and expensive to obtain natural vanilla, whose manual
production is difficult to scale, which increases the challenge. An alternative solution
involves the use of vanillin, the main component responsible for the characteristics of
vanilla, which can be synthesized through multiple routes, allowing greater scalability
and possible cost reduction. Thus, this Course Completion Work presents a
comprehensive and systemic review of the literature focusing on vanillin synthesis
processes, showing 3 (three) ways of obtaining vanillin, which are: plant extraction,
chemical synthesis, and biosynthesis. The main objective was to propose a method to
produce vanillin from ferulic acid present in sugarcane bagasse, since this represents
approximately 2% of the bagasse mass. The proposed process can be subdivided into
a stage of pre-treatment of sugarcane bagasse, since this bagasse is residue from the
alcohol industry; alkaline extraction, where ferulic acid is obtained; scale-up, stage in
which there is bacterial growth; and bioreaction, where the reaction itself takes place.

Keywords: vanillin; biosynthesis; ferulic acid; bagasse, sugarcane; fermentation.
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1. Introducéo

A vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido) € um composto organico
amplamente utilizado na inddstria alimenticia como aromatizante artificial de baixo
custo, responséavel pelo sabor e aroma caracteristicos da baunilha. Conforme a
Figura 1, sua molécula é caracterizada pelos grupos funcionais aldeido, éter e
fenol (BANERJEE; CHATTOPADHYAY, 2018).

Figura 1: Estrutura molecular da Vanilina.

O
=

CH4

OH

Vanilina

Fonte: LAMPMAN, et. al., 1977.

7

Este composto é um poé cristalino branco a amarelo claro, com odor
adocicado e intenso sendo solivel em alcool, glicerol e 4gua quente, mas pouco
solivel em &gua fria. Outras propriedades da vanilina podem ser observadas na
Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas da vanilina

Propriedade Valor

Estado fisico Solido a 20 °C

Peso molecular 152,15 g/mol

Ponto de fuséo 80-83°C

Ponto de ebulicdo 285°C

Solubilidade em agua 1g9/100 mL
Densidade 1,053 g/mL

Presséo de vapor 0,0022 mmHg a 25 °C
Flash point 160 °C a 1022 hPa
Sistema Cristalino Monoclinico

Forma P6 cristalino

Fonte: Adaptado de CONVERTI et al, 2010; PAUL et al, 2021.
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7

Originalmente, a vanilina natural® é produzida a partir da conversdo de
glicovanilina durante as varias etapas do processo de cura de favas da orquidea
Vanilla planifélia (JIANG,W. et al, 2023; MA, Q. et al., 2022; LI; FROST, 1998).

Os astecas, que viveram no territorio do atual México, séo creditados como
os primeiros a utilizarem o sabor de baunilha? na histéria humana, por volta do ano
de 1300. Eles empregavam os frutos da orquidea da baunilha para conferir aroma
e sabor, inclusive ao chocolate. O uso desses frutos pode ser rastreado até o ano
de 1520, quando os espanhdis chegaram ao Meéxico. Os colonizadores
encontraram os astecas utilizando a baunilha para dar sabor a uma bebida que se
acredita ser a precursora do chocolate quente moderno. O sabor da baunilha
impressionou 0s espanhdis, que levaram os frutos para a Europa. Como o
aumento da demanda por baunilha na Espanha, Franca e no resto da Europa, a
orquidea da baunilha V. planifolia foi domesticada (GALLAGE & MJLLER, 2015).

Somente em 1858 o bioquimico francés Nicolas-Theodore Gobley
conseguiu isolar a vanilina do extrato de baunilha através de cristalizacdo, a partir
dos graos de baunilha. E, em 1874, os cientistas aleméaes Ferdinand Tiemann e
Wilhelm Haarmann determinaram sua estrutura e sintetizaram-na a partir do
coniferina, um componente da casca de pinheiro (VANILLIN, 2016). Desde entéo,
a vanilina se tornou um dos principais aromatizantes utilizados em todo o mundo.

Devido ao seu sabor e aroma distintos, a vanilina é amplamente utilizada
em produtos alimenticios, como sorvetes, bolos, biscoitos, chocolates, bebidas,
entre outros (PAUL et al 2021). Mas também tem sido objeto de estudos por suas
possiveis propriedades terapéuticas. Estudos tém demonstrado que a vanilina
possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, além de ter potencial como
agente antitumoral e anti-hipertensivo (KIM et al., 2015), apresentando a vanilina
como uma opgdo potencialmente promissora para o tratamento de doengas
inflamatorias crénicas.

No entanto, € importante notar que a vanilina ndo possui 0s mesmos
compostos e propriedades benéficas que a baunilha natural ja que esta é

constituida por varios compostos bioativos que também tém sido associados a

1 Neste trabalho, o termo "vanilina natural” sera utilizado para denotar o produto obtido naturalmente,
seja na forma de vagem de baunilha ou como extrato desta, acompanhado de seus respectivos
componentes integrantes.

2 0 aroma de baunilha é proveniente, usualmente, da Vanilla planifolia. J& a vanilina, consiste no
composto organico produzido de maneira sintética.
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beneficios para a salude, como acgdo antioxidante e anti-inflamatoria
(VIJAYALAKSHMI et al., 2019).

Neste contexto, vale lembrar que a obtencdo da vanilina pela cura da
orquidea Vanilla planifélia em larga escala € comercialmente restrita devido as
variagdes climéticas que interferem no cultivo das favas de baunilha, necessidade
de polinizacdo manual das flores, longos periodos de cura e baixo rendimento do
produto (PAUL et al, 2021). E que o cultivo de favas de baunilha, atende-se apenas
2.000 toneladas de uma demanda mundial superior a 15.000 toneladas (CHEE et
al., 2016).

Portanto, os métodos sintéticos para a producao de vanilina representam
ema alternativa viavel para a producédo em larga escala desse composto. Esses
sdo capazes de produzir vanilina com altos graus de pureza e rendimento e,
portanto, mais econdmicos do que a extracdo natural de favas de baunilha.

Além disso, a vanilina sintética oferece diversas vantagens em relacdo a
vanilina natural, tais como maior uniformidade e consisténcia no sabor, o que é
importante para manter a qualidade e padronizacdo do produto na industria
alimenticia (VIJAYALAKSHMI et al., 2019). E maior estabilidade que a vanilina
natural, permitindo uma vida Gtil mais longa e menor influencia as variacdes de
temperatura e umidade (CLARENSIA et al., 2021).

A producdo em larga escala da vanilina sintética pode ajudar, ainda, a
reduzir a presséo sobre as fontes naturais de vanilina, que estdo sendo cada vez
mais exploradas. A extracao excessiva de vanilina natural pode resultar em danos
ambientais e pode ser insustentavel a longo prazo. Desta forma, produzir vanilina
por rotas sintéticas, pode contribuir para a sustentabilidade ambiental e
preservacao da biodiversidade, além de ser atraente do ponto de vista econémico
(MUTTALIB, 2014).

No entanto, € importante ressaltar que ha aspectos desfavoraveis a serem
considerados no uso das rotas de sintese. Por exemplo, a possibilidade de
contaminagcdo com compostos quimicos indesejados durante o processo de
sintese. Também ha possibilidade de produtos indesejados ou mesmo toxicos
serem gerados por rea¢gdes secundarias que ocorrem durante a sintese (PAUL et
al 2021). Ademais, a aplicacdo de vanilina sintética é limitada em certos
segmentos da industria, uma vez que esta inclui misturas racémicas que tém
potencial para ocasionar problemas de saude. (BANERJEE; CHATTOPADHYAY,
2018).
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Por fim, a producéo sintética de vanilina também pode enfrentar desafios
regulatérios. Embora a vanilina sintética seja geralmente considerada segura para
uso em alimentos, pode haver preocupacdes regulatérias em relacdo aos
compostos secundarios produzidos durante a sintese ou a contaminacdo com
outros produtos quimicos (VIJAYALAKSHMI et al., 2019). Isso pode levar a
restricdbes regulatérias ou a uma maior vigilancia por parte das autoridades
regulatorias.

Portanto, ha o crescimento da demanda por um produto idéntico ao natural,
mais saudavel para o uso na industria alimenticia e com custos produtivos
reduzidos, por isso as rotas de sintese biotecnolégicas passaram a ter maior foco
de investigacdo (BANERJEE; CHATTOPADHYAY, 2018). Existem trés tipos de
abordagem para a obtencdo de vanilina por vias biotecnologicas. Em primeiro
lugar, apesar de promover baixo rendimento de conversao, o uso de tecidos de
plantas capazes de sintetizar vanilina como um metabdlito secundario, assim
como se observa em culturas de células Capsicum frutescens, como genes que
expressam a enzima vanilina sintase (CHEE et al., 2016). Uma segunda
abordagem envolve a utilizacdo de enzimas isoladas para a biossintese de
vanilina a partir de diferentes substratos. Por fim, a abordagem que tem ganhado
maior atencdo, devido a disponibilidade de microrganismos, baseia-se em
processos fermentativos relacionados as atividades metabdlicas de fungos,
bactérias e de células geneticamente modificadas (PAUL et al, 2021). Vale
ressaltar que, para a producdo de vanilina de carater alimenticio, o microrganismo
utilizado deve ser ndo patogénico a humanos e animais e deve ser usado em um
laboratorio de nivel de biosseguranca 1 (BANERJEE; CHATTOPADHYAY, 2018).
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2. Objetivos

2.10bjetivos gerais

O objetivo deste Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) consiste em
realizar uma revisao bibliografica ampla e sistémica sobre as metodologias
utilizadas na obtencdo da vanilina, a fim de identificar uma rota que gere um
produto de elevado grau de pureza, elevado rendimento e que provenha de uma

fonte sustentavel.

2.2 Objetivos especificos

- Compreender em quais mercados a vanilina esta presente e como estes
mercados demandam sua producéao.

- Identificar rotas de obtencéo de vanilina, bem como sua viabilidade em
processos de larga escala.

- Apresentar uma proposta de rota para producdo em larga escala de

vanilina sintética que esteja em consonancia com a realidade brasileira.

3. Metodologia

Este trabalho utilizou-se algumas plataformas eletrdnicas, como periddico
CAPES, Science Direct, livros bases e outros, para que fosse reunido material
suficiente para estabelecer uma visdo detalhada a respeito da producdo da
vanilina, segundo proposto por Markoni e Lakatos, 2007.

Foi realizada a busca com foco nos conceitos fundamentais sobre a vanilina
(estrutura quimica), seus processos de obtencdo e sua aplicagdo a partir das
taxonomias vanilin, process of vanillin production, ferulic acid. Nao foi restrito um
espaco temporal para a realizagdo do levantamento. Sobre a aplicacdo e
mercados, foco foi em identificar os maiores consumidores e como este mercado
impacta na selecdo dos processos de obtencdo, suas principais variaveis e grau

de pureza da vanilina.
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4. Revisao bibliogréfica

4.1. Mercado de organicos

De acordo com Raghava e Anupam (2021) o aumento da obtencao de
produtos organicos esta diretamente ligado ao aumento de consciéncia com a
saude dos individuos. Com a mudanca de comportamento social, 0 mercado de
organicos vem crescendo, uma vez que as pessoas cada vez mais buscam
consumir produtos que sejam mais saudaveis, com menor uso de pesticidas e
outros produtos quimicos agricolas.

Segundo a Organic Trade Association, entre 2020 e 2021, o mercado de
organicos movimentou 63 bilhdes de ddélares por ano, onde 90% desse valor é
relativo aos mercados de comidas e bebidas (OIS, 2022). Para o mercado norte
americano, a BlueWeave Consulting projeta que em 2027 o mercado possa
movimentar 97 bilhdes de dodlares, conforme mostrado no Grafico 1 (U.S.
ORGANIC FOOD MARKET, 2022).

Grafico 1: Expectativa do crescimento do mercado de comida organica norte
americana (bilhdes de ddlares).

Mercado norte americano de comida organica
(bilhGes de dolares)
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Fonte: U.S. ORGANIC FOOD MARKET, 2022

No Brasil, um produto pode ser considerado organico, se atender a Lei

Federal n® 10.831 de 23 de dezembro de 2003, que amarra uma série de normas
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e técnicas relacionadas ao processamento, envase, distribuicdo, tipificacdo e
certificacdo de qualidade.

De acordo com a lei supracitada, considera-se sistema orgéanico de
producdo agropecuéria todo aquele em que se adotam técnicas especificas,
mediante a otimizacdo do uso dos recursos naturais e socioeconoémicos
disponiveis e o respeito a integridade cultural das comunidades rurais, tendo por
objetivo a sustentabilidade econdmica e ecoldgica, a maximizacéo dos beneficios
sociais, a minimizacao da dependéncia de energia ndo renovavel, empregando. E
acrescenta que, sempre que possivel métodos culturais, bioldégicos e mecanicos,
em contraposicdo ao uso de materiais sintéticos, a eliminacdo do uso de
organismos geneticamente modificados e radiacdes ionizantes, em qualquer fase
do processo de producdo, processamento, armazenamento, distribuicdo e
comercializacdo, e a protecdo do meio ambiente permitem enquadrar o processo

como organico.

4.2. Mercado de vanilina

Devido a sua alta aplicacdo e demanda na industria alimenticia, nem sempre
a producao de origem natural é suficiente para atender a demanda do mercado. Em
2016, o preco de mercado da baunilha natural pulou de USD 200 para USD 400, o
gue é cerca de 10 a 20 vezes maior que o preco em 2006 (USD 20) (CHEE et al.,
2016). Além disso, grande parte da oferta mundial de origem natural vem do cultivo
em Madagascar e Indonésia, as duas maiores fontes produtoras de vanilina natural,
como se pode observar no Gréafico 2. Este cenario apresenta preocupacdes
relacionadas a centralizacdo do preco, oferta dependente de condicbes climaticas

politicas econdmicas frageis.



23

Grafico 2: Produgcdo mundial em toneladas de vanilina orgéanica para os produtores mais
relevantes de vanilina organica.
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Fonte: MARTAU; CALINOIU; VODNAR, 2021.

A producéo de vanilina de origem natural € cerca de 2000 toneladas, o que €,
aproximadamente, 7 vezes menor do quando comparado com de origem sintética.
Na perspectiva de mercados consumidores, é possivel elencar uma grande
variedade, dentre eles: comidas, bebidas, farmacéutico, polimeros e outros. A Grand
View Research, Inc (GVR) estimou um crescimento de aproximadamente 6% ao ano
entre 2017 e 2025, ano em que o valor movimentado em vendas chegaria a
aproximadamente 725 milhfes de dolares, como mostra verificar no Grafico 3

(JIANG,W., et al, 2023; GVR, 2022).
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Grafico 3: Expectativa de valor movimentado em milhdes de dolares pelo mercado de
baunilha.
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Fonte: Grand View Research, Inc GVR, 2022.

A despeito da grande movimentagdo envolvendo o mercado de vanilina, o
mercado consumidor concentra-se na regido Asia-Oceania e Pacifico, como mostra

na Figura 2.

Figura 2: Mercado consumidor global de vanilina em 2020.

B Alto consumo

Médic consumo

Baixo consumo

Fonte: MERCADO DE VANILINA, 2022.

O segmento de comidas e bebidas, especialmente o0 mercado de sorvetes e
chocolates, é responsavel por parcela significativa da demanda. Contudo, assim
como uma mudanca no comportamento social que impulsionou o crescimento da
producédo de baunilha, a procura por produtos de origem orgénica vem ganhando

cada vez mais relevancia. Dada a dificuldade no aumento de escala da producéo de



25

baunilha organica devido a sensibilidade inerente ao processo e crescente demanda
por produtos de origem organica, os precos tendem a crescer (GVR, 2022).

A conjuntura entre a producdo de vanilina organica e sintética no panorama
mundial demonstra um evidente desequilibrio. Constata-se que menos de 1% do
consumo mundial € atendida pela producdo organica, um fato atribuido a
complexidade inerente ao processo de producao desse tipo. Concomitantemente,
observa-se que o mercado global de baunilha apresenta perspectivas promissoras,
com um CAGR (Compound Annual Growth Rate) estimado em 6% para o periodo de
2021 a 2026. Quando confrontados esses dois indicadores - a producdo de origem
natural de vanilina no &mbito mundial e a tendéncia de crescimento do mercado de
baunilha - a projecdo € de um incremento na producao sintética de vanilina nos
préximos anos (MERCADO DE VANILINA, 2022).

4.3. Obtencéao de vanilina

4.3.1. Extrac&o natural

Como ja mencionado anteriormente, a baunilha (que contém vanilina) pode ser
obtida de forma natural, através da extracdo do fruto de uma orquidea: a Vanilla
planifolia. A Vanilla planifolia, uma trepadeira perene e orquidea, é amplamente
utilizada na producdo da baunilha natural, respondendo por cerca de 95% da
producdo global de baunilha, sendo esta conhecida por sua mistura complexa de
sabores (GALLAGE & MOJLLER, 2015; GALLAGE & MOLLER, 2017). Mais de
duzentos compostos sdo responsaveis pelas caracteristicas de sabor e aroma do
extrato de baunilha. A vanilina, principal composto responsavel pelo sabor
caracteristico, representa apenas uma concentracao de 1% a 2% em peso seco nas
favas de baunilha (GALLAGE & MJLLER, 2015).

A Vanilla planifolia apresenta um caule carnudo, suculento e verde. Suas folhas
sédo retangulares, lisas e verde-claras, e possuem raizes aéreas adventicias que
surgem opostas a cada folha, auxiliando no suporte lateral. A Figura 3 mostra as
orquideas trepadeiras da espécie V. planifolia e suas flores Apesar da ampla
utilizacdo e do sabor caracteristico, a biogquimica da baunilha ainda € pouco
compreendida. Ha uma lacuna na literatura sobre os polinizadores naturais das
espécies de orquideas de baunilha (GALLAGE & M@LLER, 2017). Além disso, a

germinacao e o crescimento das sementes dependem da simbiose com fungos, cujas
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interacdes sdo ainda pouco compreendidas. A relagdo simbidtica entre a Vanilla
planifolia e os fungos ocorre por meio do acesso do fungo aos agucares produzidos
pela fotossintese da planta e da capacidade da orquidea de obter 4gua e minerais
através do micélio do fungo. (GALLAGE & MJLLER, 2017).

Neste contexto, é relevante destacar que a curta longevidade dessas flores
das orquideas trepadeiras da espécie V. planifolia implica em um periodo de
existéncia limitado a um intervalo de tempo de 24 horas, iniciado no momento da sua
abertura. Apesar de apresentarem Orgédos reprodutivos femininos e masculinos, as
flores da V. planifolia ndo possuem a capacidade de se autopolinizar. Devido a
limitagdo imposta pela morfologia floral, alguns insetos podem ter dificuldade em
realizar a polinizacdo; assim, na natureza, a polinizacdo pode ser executada por
agentes como abelhas e beija-flores, que possuem habilidades para penetrar a
membrana que separa o pistilo e o estame da planta (GALLAGE & MJLLER, 2017).

Os agentes naturais apresentaram-se como um desafio significativo para o
sucesso da producao em larga escala da V. planifolia em regides fora de seu habitat
natural. Para exemplificar o México, atualmente, o processo de polinizagdo manual,
conforme mostra a Figura 4, ainda € empregado na producdo de baunilha, o que
mostra nao ter sofrido grandes avancos significativos no modelo de polinizacdo desde
1841 (WICHNER, 2018; GALLAGE & M@LLER, 2017).
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Figura 4: Polinizagdo manual da flor da orquidea V. planifolia
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Fonte: WICHNER, 2018.

De dez a quinze semanas apdés a polinizacdo, a fava, que € uma espécie de
capsulas de semente, atinge seu tamanho maximo. Com cerca de 15 cm de
comprimento e coloracdo que varia de verde-claro a amarelo, as favas
completamente desenvolvidas possuem sementes pretas com um funiculo longo e
fino, que estdo alojadas na cavidade da fava (GALLAGE & MJLLER, 2017).

Antes das favas comecarem a se abrir e adquirir coloragdo amarelada, a
baunilha é colhida com 8 a 9 meses de idade. Os elementos essenciais de sabor sdo
preservados como glicosideos, as favas verdes e imaturas de baunilha sao
essencialmente inodoras. Para inibir o processo vegetativo natural das favas recém-
colhidas é empregado o processo de cura® em seu processamento que confere cor
escurecida a fava e inibe o crescimento microbiano, permitindo que as favas de
baunilha sejam preservadas por um longo periodo (GALLAGE & MJLLER, 2017).

A cura também promove a producdo das enzimas necessarias para 0S
componentes aromaticos do sabor da baunilha, como a vanilina conforme observado
na Figura 5 (LI; FROST, 1998).

3 A cura representa um processo fisiolégico que ocasiona a interrupcdo da fungdo respiratoria nos
tecidos vegetais, culminando na ruptura das membranas celulares. Tal ruptura propicia um ambiente
ideal para a interacdo entre determinados metabdlitos e enzimas, que atuam no processo de liberacao
de compostos aromaticos. De forma tipica, essa agdo é caracterizada pela catalisacdo da hidrolise de
uma ligacdo glicosidica. No processo de cura da baunilha frequentemente s&o realizados
procedimentos como o murchamento, desidratacdo e secagem para entdo serem devidamente
armazenadas. Diferentes técnicas de cura podem ser utilizadas dependendo do pais onde as plantas
séo cultivadas (GALLAGE & M@LLER, 2017).
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Figura 5: Producéo de vanilina por meio das etapas de cura das favas de

Vanilla planifolia.
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Fonte: LI; FROST, 1998

A baunilha pode ser comercializada tanto em fava como em extrato natural,
produzido por cultivadores de baunilha por uma extragéo alcoodlica das favas maduras
e curadas (GALLAGE & M@LLER, 2017).

4.3.2. Sintese de vanilina a partir da oxidacao da lignina

Grande parte da oferta de lignina vem da formac&o de subprodutos dos
processos produtivos de papel e celulose. Pela quantidade gerada, grande parte da
lignina € queimada para gerar energia que retroalimentar o processo. De modo
generalizado, a obtencéo de lignina pode ser dividida em trés tipos: sulphite pulping,
kraft pulping e soda pulping. Apesar de n&o ser o processo produtivo mais usual para
a extracao de lignina, o sulphite pulping é relevante para a producédo de vanilina. O
sulphite pulping da lignina consiste na digestdo por sulfito de s6dio, magnésio ou
célcio a 170 °C, aproximadamente, como demonstrado no esquema da Figura 6
(BELGNACEN; GANDINI, 2008).
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Figura 6: Esquema do processo de obtencéo de concentrado de lignosulfonato para

producéo de vanilina
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Fonte: BELGACEN; GANDINI, 2008

O processo de obtencéo de vanilina a partir da lignina é resultante da oxidagéo
da solucdo aquosa gerada pelo processo representado na Figura 6. Estudos para a
oxidagdo da lignina ja foram realizados com nitrobenzeno, promovendo taxas de
conversdo elevadas. Oxido e sulfato de cobre também aparecem na literatura como
reagente oxidante. Contudo, devido ao preco baixo, bom resultado nas taxas de
conversao e melhor impacto ambiental, Oz € utilizado em maior escala neste processo
produtivo (FECHE; BOUTEVIN; CAILLOL, 2015).

Pela complexidade envolvida na reacéo, diversidade nas fontes de ligninas e,
consequentemente, fracées de hidroxifendis de sua composi¢cdo ndo ha um consenso
para a producdo de vanilina a partir da lignina. Por outro lado, a literatura sugere que
a solucédo de lignina é tratada em ambiente alcalino, a elevada temperatura e pressao,

de modo a gerar a vanilina, conforme proposto na Figura 7.



Figura 7: Mecanismo proposto para a obtencao de oxidagao de lignina proposto.
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A obtencéo da vanilina é afetada pelas variaveis comuns a diversos processos

guimicos (temperatura, pressao e concentracdo dos reagentes), mas sobretudo a

origem da lignina, resultando, em consequéncia, em produtos distintos. Os graficos

observados Figura 8 mostram a variacdo da concentracdo de vanilina pelo tempo de

reacdo em condicBes diversas de pressdao de 02, concentracdo de NaOH,

concentracao de lignina e temperatura (PINTO et al., 2012).
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Figura 8: Perfil de vanilina durante a oxidagdo com oxigénio molecular em solucao
aquosa de NaOH em diferentes condi¢cdes de operacao.
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Legenda: Perfil de vanilina durante a oxidagdo com oxigénio molecular em solu¢cdo aquosa de NaOH em
diferentes condig8es de operacéo. a) Efeito de pO2 (CL = 60 g/l, Cnaon = 2M, Ti = 393 K, Pt = 9,2-9,4bar); b) Efeito
de Cnaon (CL =60 g/l, Ti = 393 K, pO2i = 3,7bar, Pt = 9,6bar); c) Efeito de CL (Cnaor = 2M, Ti = 393K, pO2i = 3,7bar,
Pt = 9,6 bar); d) Efeito de Ti (CL = 60g/l, CnaoH = 2M, pOa2i = 3,7 bar, Pt = 10 bar)

Fonte: PINTO et. al., 2012.

De acordo com PINTO (2012), ap6s a solucéo de lignina passar pelo processo
de oxidacao alcalina, a mistura depolimerizada seguira para o processo de obtencao
de vanilina. O processo possui duas etapas intermediarias, que sédo a precipitacdo e
extracdo. O processo mais convencional de precipitacdo (para a retirada da lignina
residual da corrente) consiste na adi¢cao de acido sulfurico e/ou CO2 para acidificar o
meio, que € seguida de extracdo da lignina por solvente organico, como benzeno,
tolueno ou outros. Pela dificuldade do processo, uma etapa de purificacdo extensiva
€ requerida para que se obtenha vanilina purificada. O Diagrama de blocos da Figura
9 descreve as principais etapas envolvidas até a obtencdo da vanilina purificada
(PINTO et al., 2012).
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Figura 9: Obtencéo de lignina purificada a partir de concentrado de lignina com

acidificacao e extracdo por solvente organico para a producéo de vanilina.
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Fonte: BELGACEN; GANDINI, 2008.

Outros processos para a separacdo também podem ser empregados. No
processo de adsor¢do, por exemplo, a mistura é acidificada e segue para interagir

com as zeodlitas, como mostra o Diagrama da Figura 10.

Figura 10: Obtencé&o de vanilina a partir da lignina acidificada seguido pelo e processo

de extracao por adsorcao.
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Fonte: BELGACEN; GANDINI, 2008.
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Contudo, para que as zedlitas adsorvam as moléculas fendlicas de baixa
massa molecular, uma grande quantidade de acido deve ser utilizada, o que pode
inviabilizar o processo de extracdo em larga escala, devido ao tratamento das aguas
residuais do processo. Assim, outros processos tém sido empregados, tais como
troca idnica, ultrafiltracdo, extracdo supercritica, cristalizacdo e acidificacdo. Porém,
guando se considera producdao em larga escala, embora alguns processos tenham
melhores resultados e sejam mais eficientes que outros, ha sempre uma perspectiva
entre custo e beneficio associado, 0 que, neste caso, reforca a utilizacdo em larga
escala do processo de acidificacdo (BELGACEN; GANDINI, 2008).

4.3.3. Sintese de vanilina a partir do eugenol e isoeugenol

Outra forma de obtencao da vanilina pode ser observada através da extracao
de compostos presentes em Oleo essencial proveniente do cravo-da-india. Tais
compostos sdo o0 eugenol e seu isdmero de posi¢do, isoeugenol, que s&o
popularmente conhecidos por suas propriedades anestésicas e antifungicas.

A obtencdo de vanilina a partir de eugenol, tendo o isoeugenol como
intermediario, € um processo que vem sendo estudado extensivamente. O
mecanismo envolvido na geracdo de vanilina € um mecanismo simples pois,
fundamentalmente, envolve a formacao do isoeugenol por reacao entre o hidréxido
de potassio e o eugenol, seguido da oxidacdo do isoeugenol, conforme mostra a
Figura 11. Contudo, o fato do mecanismo apresentar duas etapas fundamentais, e
apresentar alta taxa de conversao, o consumo dos reagentes é elevado, o que torna
a reacdo (economicamente) inviavel, abrindo espaco para a producdo a partir de
lignina (MARTAU; CALINOIU; VODNAR, 2021; PACHECO; JUNIOR; MORGADO, 2007,
KORTEKAAS et al., 1998).
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Figura 11: Reacgéo de obtencéo da vanilina a partir do eugenol, tendo isoeugenol como

intermediario.
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Fonte: MARTAU; CALINOIU; VODNAR, 2021.

Processos bioquimicos, por terem microrganismos envolvidos, requerem
cuidados distintos dos processos quimicos. ASHENGROPH, .et al (2011), conduziram
estudos para a obtencdo de vanilina e acido vanilico a partir do eugenol, em cultura
bacteriana de Pseudomonas Resinovorans SPR1. Com um substrato de 1 g/L de
eugenol, foram identificados intermediérios, como acido ferulico e aldeido coniferil,
apo6s aproximadamente 25 horas. A maior concentracédo de vanilina registrada foi de
80 mg/L apds 9 horas, 0 que corresponde a uma taxa de conversdo de 8%, que é
considerada uma taxa de converséo baixa. Quanto a0 mecanismo proposto para a
obtencédo de vanilina a partir do eugenol, tendo o acido ferdlico como intermediério,
cujo mecanismo proposto por ASHENGROPH (2011) pode ser observado na Figura
12.
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Figura 12: Mecanismo de obtencéo da vanilina a partir do eugenol, tendo &cido ferdlico

como intermediario.
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Fonte: ASHENGROPH, M .et al, 2011.

Como é sabido, o isoeugenol também est& presente no 6leo de cravo e por
isto, processos de obtencédo de vanilina a partir do 6leo de cravo também vem sendo
investigada (HUA et al, 2007).

Hua et al. (2007) conduziram experimentos para a obtencao de vanilina a partir
do isoeugenol usando cultura bacteriana a Bacillus pumilus. Fundamentalmente, os
autores informam que ao meio de cultura foi adicionado substrato de 1g/L de
isoeugenol ap6s 30 horas e o tempo de observacéo foi superior a 200 horas. A melhor
taxa de conversdo para a vanilina foi obtida por volta da hora 150, onde sua
concentracéo foi de 3,75 g/L, representando uma taxa de conversao em torno de 40%,

como demonstrado pelo gréafico da Figura 13.
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Figura 13: Resultado da obtenc&o de vanilina e coprodutos a partir de isoeugenol com

cultura de Bacilus pumilus.
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Legenda: producdo de vanilina a partir de isoeugenol por crescimento de cultura de B. pumilus S-1.
Isoeugenol foi adicionado a 30 h com concentracéo inicial de 10 g/l. A condi¢&do de bioconverséo foi
de 200 rpm, 30 °C e 30 ml de meio GY em frasco de 300ml. Concentra¢édo de isoeugenol, vanilina e
ac. Vanilico foi mensurada via HPLC. Os valores reportados sao das 3 Ultimas replicatas e a barra de
erros o desvio padrao. Os simbolos sdo: [, peso celular seco; [, isoeugenol; 0, vanilina; O, acido
vanilico.

Fonte: HUA et al., 2007.

5. Biossintese

Biossintese represa  0s mudltiplos passos de um processo no qual sao
produzidos compostos quimicos complexos a partir de organismos vivos. Nesse
processo 0S COmpostos simples se convertem em outros compostos ou reagem
formando  macromoléculas. Usualmente, fazem parte da biossintese
Compostos precursores, energia quimica, tais como trifosfato de adenosina (ATP) e
enzimas cataliticas que podem requerer coenzimas, tais como o dinucleétido de
nicotinamida e adenina (NADH), nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH)). Além de macromoléculas biolégicas importantes, tais como: proteinas,
lipideos, carboidratos—dentre outros, conforme a demanda (MA, Q. et al., 2022).
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5.1. Matéria-prima

Dentre as substancias utilizadas como percussoras para a sintese de vanilina
destaca-se o0 eugenol, isoeugenol e acido ferulico, este ultimo em particular pela
simplicidade da rota de obtencdo, bem como por sua disponibilidade, uma vez que
ser extraido de residuos e subprodutos agricolas. A possibilidade de extracdo do
acido ferulico de residuos agricola representa uma alternativa de interesse comercial
e ambiental. Vale destacar que o eugenol, apesar do interesse para algumas rotas
de sintese, apresenta um carater de alta toxicidade aos microrganismos, podendo
inibir a producéo da vanilina via processos fermentativos. Assim como o isoeugenol,
gue além de toxico também apresenta certas limitagdes produtivas, como a sua baixa
solubilidade em agua, resultando baixo rendimento da vanilina (JIJANG,W. et al, 2023;
MA, Q. et al., 2022; PAUL et al, 2021).

A literatura informa que o acido ferulico se encontra ligado a parede celular
vegetal de diversas matérias primas e em diversas proporc¢des, a depender da fonte,
como demonstrado na Tabela 2 e que esta parede, que é composta por celulose, e
0s atomos de oxigénio presentes na estrutura do acido ferulico, como demonstrado
na Figura 14, favorecem a ligacdo do tipo éster. E que a liberacdo do acido ferdlico
pode se dar por hidrélise enzimética. Portanto, uma vez que diversas linhagens de
fungos e bactérias carregam genes capazes de expressar enzimas do tipo acido
ferulico esterases, a hidrélise de acido feralico pode ser realizada a partir de lignina e
residuos agricolas (JIANG,W. et al, 2023; MA, Q. et al., 2022; BANERJEE;
CHATTOPADHYAY, 2018).

Figura 14: Estrutura molecular do &cido ferulico.
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Fonte: (BANERJEE; CHATTOPADHYAY, 2018).
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Tabela 2: Teor de &cido ferulico presente na parede celular vegetal de algumas matérias-

primas.

Teor de acido

- . feralico na
Matéria prima
parede celular
(9/Kg)
Farelo de milho 30
Milho 31
Bagaco de cana-de-agucar 20
Gréos de cevada 14
Endosperma de arroz 9
Trigo 6,6
AcuUcar de beterraba 5-10

Fonte: Adaptado de PAUL et al, 2021; OU et al, 2013.

A Tabela 2 mostra o potencial do Brasil em ser um grande produtor de vanilina
sintética tendo &cido ferdlico como precursor, uma vez que a disponibilidade de
biomassas geradoras desse precursor € abundante. Vale destacar que o teor de
acido ferulico presente no bagaco de cana-de-aclcar, biomassa residual de outros

processos, € significativo, permitindo inferir certa competitividade ao Brasil nos
proximos anos (PRODUCAO DE CANA, 2022; PAUL et al, 2021; OU et al, 2013.).

5.1.1 Cana-de-AcuUcar

A cana-de-acgucar, pertencente ao género Saccharum L., € uma espécie hibrida
cultivada, denominada como Saccharum spp., € composta por pelo menos seis
espécies distintas, originarias do sudeste asiatico. Caracterizada por seu formato
cilindrico e fino, além de folhas de grande porte e capaz de atingir até seis metros de
altura, a cana-de-agucar foi introduzida no Brasil durante o século XVII, com o objetivo
de romper com o monopolio francés na producdo agucareira e tornou-se uma das
principais culturas na economia brasileira (LINO, 2015). De fato, o plantio de cana
esta relacionado as atividades econdmicas mais antigas do pais e aos principais
eventos histéricos (CANA, 2022).

O Brasil destaca-se como lider mundial na producéo de cana de agucar e seus
derivados, com média anual de producdo de aproximadamente 720 milhdes de
toneladas de cana-de-acgucar, cerca de 40% da producdo mundial dessa commaodity.

O setor sucroalcooleiro do pais é composto por 373 unidades industriais, distribuidas



39

por todas as regides e concentradas principalmente na producdo de acucar e alcool
(BIOELETRICIDADE, 2022, CANA, 2022).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) em sua
primeira estimativa, da safra 2023/24, aponta para um aumento na producéo de cana-
de-aclcar, quando comparada a ultima safra. A estimativa é de crescimento de 4,4%
em relagdo a safra 2022/23, resultando em uma producdo de 637,1 milhdes de
toneladas de cana-de-acucar. O pais devera destinar 8.410,3 mil hectares de cana-
de-acucar para a colheita, com um rendimento médio de 75.751 kg/ha. O maior
crescimento de area ¢€ justificado pelo aumento de areas de expanséo e renovacao,
0 que impacta diretamente na produtividade, uma vez que 0s primeiros cortes
possuem um maior rendimento. Além disso, as condi¢des climaticas, para essa safra,
vém se apresentando ainda melhores que na safra 2022/23 (CONAB, 2023).

A utilizacdo da cana-de-acucar como fonte de bioenergia tem sido amplamente
reconhecida como uma alternativa altamente sustentavel. Por meio de tecnologias
convencionais, é possivel produzir etanol e energia elétrica em conformidade com
padrées ambientais elevados. Além disso, novos processos como a hidrolise
lignocelulésica e a gasificacdo de residuos energéticos, podem contribuir ainda mais
para um balango ambientalmente satisfatorio (LINO, 2015).

5.1.2 Bagaco da Cana-de-Acucar

A producdo de cana-de-agUcar tem como objetivo principal a geracdo de
sacarose, que pode ser comercializada diretamente ou convertida em glicose
invertida para a fermentacdo e producdo de etanol. Como consequéncia dessa
atividade, surgem quantidades consideraveis de materiais lignocelulésicos, como a
palha e 0 bagaco (CONB, 2023; SANTOS, 2018).

O bagaco € o residuo gerado apds a extracao do caldo da cana-de-acucar, que
€ composto por quatro fragdes: material fibroso (45%), agua (51%-49%), sélidos nédo
soluveis (2%-3%), e solidos sollveis e extrativos (2%-3%) (LINO, 2015). Os principais
componentes macromoleculares do bagaco sdo a celulose, as polioses
(hemiceluloses) e a lignina. A celulose, que € o principal componente da parede
celular, representa entre 41% e 44% do bagaco, enquanto a lignina representa entre
20% e 22%. As hemiceluloses correspondem a 25%-27% da composicao e os 10%
restantes s8o compostos minoritarios de baixo peso molecular, extrativos e

substancias minerais (LINO, 2015).
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Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidos processos e propostas para a
conversdao da lignocelulose presente no bagaco e na palha em agucares, com o intuito
de obter etanol de "segunda geracao” ou bioetanol celuldsico. A Figura 15 ilustra
esses processos de conversao (CONB, 2023; SANTOS, 2018).

Figura 15: Fluxograma de producéo de etanol e sacarose.

Etanol de 12 geragdo — Processo Etancl de 22 geragdo — Processo

Cana de agucar Biomassa lignoceluldsica
Extragdo Pré-tratamento fisico-quimico
1 _l—v Aglcar
Sacarose l
r r
lﬂ— Fermentagdo Lignina Celulose Hemicelulose
Etanol
- Destilagio Celulases > Kilanases
r
Biocombustivel i

Etanol Xilose

b

Biocombustivel

Fonte: Adaptado de SANTOS, 2018.

De acordo com Cordeiro (2009) aproximadamente 30% do total de cana-de-
acucar produzido consiste em bagaco. Isso significa que, considerando uma producao
cerca de 720 milhdes de toneladas de cana-de-acucar, hA uma producdo estimada
de cerca de 216 milhdes de toneladas de bagaco. Na industria, o bagaco tem sido
frequentemente utilizado como fonte de energia em caldeiras para a geracao de vapor
d’agua dos processos produtivos de acucar e alcool ou na cogeracdo de processos
energéticos. Além disso, a quantidade remanescente desse material pode ser
aproveitada em diversos processos industriais, como a fabricacdo de papel, moveis,
racao animal, compostagem, entre outros (NASCIMENTO, 2011).

Embora o bagaco seja amplamente utilizado na industria, estima-se que entre
10% e 15% dele seja gerado como excedente no processo produtivo, isto €, sem uma
destinacdo apropriada e rentavel, resultando em acumule e além de torna-lo um
agente poluente em algumas regides produtoras de cana-de-agucar (OLIVEIRA,
2010). Este cenario reforca a relevancia da proposta deste TCC, o estudo do &cido

como precursor de vanilina.
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5.2 Sintese de vanilina por rota fermentativa

A extracdo natural da baunilha (vanilina) ocorre gracas ao processo natural de
biossintese que ocorre nas plantas. Nesse, os tecidos da planta sintetizarem vanilina,
usando a rota biossintética segundo a totipoténcia* da planta. H4 um baixo rendimento
de vanilina, conforme j& informado, o que estri¢cao, significativamente, o atendimento
da demanda de mercado (JIANG,W. et al, 2023; PAUL et al, 2021).

Assim, o método enzimatico, que fundamentalmente se baseia no emprego de
enzimas para a biossintese da vanilina, utilizando diferentes substratos como ponto
de partida tem crescente interesse comercial. O método microbiol6gico recorre ao uso
de bactérias, fungos, leveduras ou células microbianas modificadas para a sintese de
vanilina, aproveitando subprodutos agricolas (PAUL et al, 2021).

O enfoque microbioldgico para a producdo de vanilina vem sendo cada vez
mais considerado devido a inimeras vantagens, como o custo de producao reduzido,
a facilidade de acesso, a simplicidade do processo e a versatilidade metabdlica.
Assim, 0s microrganismos produzem a vanilina como um metabdlito secundario e
extracelular, a partir da degradacao de precursores metabdlicos (PAUL et al, 2021).

O uso de culturas de células fungicas como, por exemplo, Phanereochaete
chrysosporium e Aspergillus niger, para a biossintese de vanilina apresentam alto
rendimentos, a despeito de algumas desvantagens, tais como : a desintegracdo do
micélio, aumento da viscosidade do meio e fragmentacdes celulares. Este Ultimo, em
particular, que representa um certo impedimento do processo como um todo e
elevam os custos de etapas downstream. Assim como, 0 uso de culturas bacterianas
para promover a sintese de vanilina apresenta resultados também promissores,
permitindo contornar as desvantagens do uso de células fangicas. Lactobacillus
hilgardii, Pediococcus damnosus, Oenococcus oeni, Lactobacillus brevis e
Lactobacillus planatarum sdo exemplos de espécies capazes de promover a
bioconverséao de acido feralico em vanilina (JIANG,W. et al, 2023).

Vale ressaltar que as tecnologias que fazem uso de DNA recombinante tem
ganhado cada vez mais espaco, pois permitem maior rendimento de vanilina (PAUL
et al, 2021. Dadas as diversas possibilidades de biossintese, a Quadro 1 mostra, sem
exaurir as possibilidades, potenciais microrganismos para a biossintese de vanilina
(BANERJEE; CHATTOPADHYAY, 2018).

4 Totipoténcia consiste na capacidade que uma célula tem de se dividir e se diferenciar em todos os
tipos de células especializadas.



Quadro 1: Microrganismos promissores para biossintese de vanilina.

Substrato

Fermentacao

42

Microrganismo

Fungos

Sporotrichum thermophile.
LWT

Acido ferulico

Batelada/Fermentacao
em estado solido

Espergillus niger
CGMCCO0774 e P.
cinnabarinus CGMCC1115

Acido fertlico

Batelada/Fermentacao
em estado soélido

Pycnoporus cinnabarinus

Acido ferulico

Batelada/Fermentacao
em estado solido

Phanerochaete
chrysosporium NCIM1197

Acido fertlico

Batelada/Fermentacao
em estado sélido

A. niger K8 e P.
crysosporium ATCC 24725

Acido ferulico

Batelada/Fermentacao
em estado soélido

Streptomyces sp. V-1

Acido ferdlico

Batelada/Fermentacdo
em estado soélido

A. niger 1-1472

Isoeugenol

Batelada/Fermentacao
em estado soélido

Colletotrichum acutatum e
Lasiodiplodia theobromae

Acido ferdlico

Batelada/Fermentacao
em estado soélido

Bactérias

Amycolotopsis sp. ATCC

39116 Acido ferulico Batelada
Bacillus fusiformis Isoeugenol Batelada
Bacillus pumilus S-1 Isoeugenol Batelada
Bacillus subtilis MTCC 1427 Acido f_eruhco, eugenol Batelada
isoeugenol
Bacillus subtilis B7 - S Acido ferulico Batelada
Bacillus aryabhattai BAO3 Acido ferdlico Batelada
PseudoKnJrzzzg EQil Acido ferdlico Batelada
Psudomonas sp. Acido ferulico Batelada
Pseudomonas chlororaphis Isoeugenol Batelada
CDAES
Pseudomonas putida IE27 Isoeugenol Batelada
Enterobacter sp. Px6-4 Acido ferdlico Batelada
Pseudomonas sp. KOB10 Isoeugenol Batelada
Pseudomc:ggs(,:gerugmosa Isoeugenol Batelada
Psychrobacter sp. CSW4 Isoeugenol Batelada

Fonte: BANERJEE; CHATTOPADHYAY,2018.

Considerando que o objetivo € sintetizar vanilina a partir de acido feralico, os

microrganismos devem apresentar certas caracteristicas para serem aplicados no

processo fermentativo. Devem ser resistentes a meios que contenham &acidos
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fendlicos e devem ser capazes de hidrolisar as ligacdes do tipo éster presentes em
residuos agricolas. Devem também produzir 4cido ferulico esterase extracelular e
converter moléculas de acido feralico em vanilina (BANERJEE; CHATTOPADHYAY,
2018).

Um microrganismo que atende as especificacdes necessérias para a
bioconversdo do acido ferdlico em vanilina € a bactéria Amycolatosis sp. ATCC
39116, previamente conhecida como Streptomyces griseus. Esta bactéria é gram
positiva, ndo patogénica e propostas para fins alimenticios. A literatura valida sua
capacidade de conseguir metabolizar o acido ferdlico presente na lignina,
promovendo a sintese de, sobretudo, vanilina. Alguns subprodutos obtidos em
menores quantidades durante a fermentacdo podem ser destacados como acido
vanilico, alcool vanilico, e guaiacol (JIANG,W. et al, 2023;PEREZ-RODRIGUEZ,
2015).

6. Discussao da Proposta do Trabalho de Conclusao de Curso

Com base na reviséo bibliografica apresentada neste Trabalho de Concluséo
de Curso (TCC), propde-se um procedimento para a producéo de vanilina a partir do
acido ferulico, oriundo de bagaco de cana de acucar, cujo processo geral pode ser

observado na Figura 16



Figura 16: Fluxograma geral para producéo ode vanilina a partir de Acido Ferdlico
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6.1 Processo de Producéo

O processo de producéo de vanilina observado na Figura 16, tem por o objetivo
principal: i. extrair o acido ferulico presente no bagaco de cana e ii.promover sua
conversdo em vanilina por via fermentativa, utilizando a bactéria Amycolatopsis sp.
ATCC 39116. Para facilitar a avaliagdo o processo proposto, foi dividido em quatro
etapas principais: i. pré-tratamento do bagaco de cana, ii. extracdo alcalina de acido

ferdlico, iii. fermentacéo e iv.purificacdo da vanilina.
6.1.1 Pré-tratamento
Assim como realizado em plantas de producao de etanol, o bagaco de cana,

inicialmente passa por uma esteira de lavagem para remocao de impurezas e

residuos, conforme mostra a Figura 16a.

Figura 16a: Etapa de pré-tratamento do fluxograma proposto para a obtencao de
Vanilina a partir de acido ferulico.

Planta de producgio
de etanol de |® e 2°
geragao

L Fonte de —]
Bagaco de cana vrvyw calor
c—DHO— ‘_] Moedor de

Esteira de lavagem rolos

Secador

B Tanque de pré-tratamento
rotativo

Peneira L s T=19°C
rotativa P=13MPa
=15 min

¥ 1 Residuo de sélidos

Bagaco de cana pré-

Residuo de sdlidos
tratado

Fonte: autores.

De acordo com a Figura 16a, realiza-se ainda uma etapa de secagem em um
secador rotativo. Este secador € composto por um cilindro inclinado, que atravessa a
biomassa Uumida. O equipamento € composto por um casco externo em que circula
vapor quente de agua responsavel por aquecer as paredes internas deste, dando

inicio ao processo de secagem. O bagac¢o de cana seco segue para moagem em um
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moedor de rolos, comumente utilizado também na industria de producéo de etanol.
(NASCIMENTO, 2011).

O residuo seco e triturado é filtrado por uma peneira de 45 mesh antes de ser
transferido para um tanque de pré-tratamento. Neste tanque o bagaco é submetido a
uma temperatura de 190°C e uma presséo de 1,3 Mpa por 15 minutos, processo que
permite a solubilizacdo da hemicelulose. Este passo € crucial, uma vez que a
hemicelulose pode inibir a hidrdlise da lignina e, por consequéncia, interferir na
liberacdo do &cido ferdlico. Apés essa fase, 0 material prossegue para a etapa de
extracao (KARP et al, 2013)

6.1.2 Extracdo alcalina

O acido ferulico encontra-se na fracao de lignina do bagaco de cana o qual €
submetido a um dos métodos de grande eficiéncia para deslignificacdo de residuo
agricola, a extracdo alcalina conforme mostra a Figura 16b.

Figura 16b: Etapa extracao alcalina do fluxograma proposto para obtencéo de
Vanilina a partir de &cido ferdlico.
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Residuo de solidos tratado
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l solidos
NaHSO, Tanf]ue de_
extragdo alcafina
NaHSO, p—
(100mg/L) t_= 4h
Tanque de mistura 160 rpm

NaOH

Fonte: autores.

A observacao da Figura 16b, mostra que apds a extracao, o residuo solido do

bagaco é rico em celulose e pode e ser encaminhado para uma planta de producéo
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de etanol de segunda geracao, onde sofrera hidrolise enzimatica para conversao em
glicose e, por fim, seguira para o processo de fermentacéo alcodlica (OU et al, 2013).

No tanque de extracao alcalina, adiciona-se o bagaco de cana pré-tratado, uma
solucéo de NaOH de 0,5 mol/L e uma solu¢cdo de NaHSO3s de 100 mg/L, que contribui
para evitar oxidacéo das moléculas de acido feralico extraidas. O tanque deve possuir
agitacdo a uma rotagdo de 160 rpm durante as 4 horas de extracdo. Além disso, como
0 processo é endotérmico e que o processo deve acontecer a uma temperatura de 50
°C, o tanque devera contar com camisa de agua aquecida.

Apds a extracdo, em cerca de 4 horas, 0 aquecimento e a agitacdo dever ser
interrompidos a fim de permitir a sedimentacdo dos residuos sélidos no proprio
equipamento. A fracdo sobrenadante é bombeada para uma centrifuga de modelo
conforme Figura 17. Durante a operacao deste equipamento, a fase sdélida € removida
na regido frontal e a parte liquida menos densa, que deseja ser recuperada, € coletada
na parte traseira (OU et al, 2013).

Figura 17: Centrifuga decanter Flottweg.

Sobrenatante

Fonte: CENTRIFUGA DECANTER, 2023

Apos a centrifugacéo, o sobrenadante deve ser neutralizado, conforme mostra

a Figura 16c.
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Figura 16c: Etapa de neutralizagdo do fluxograma proposto para obtencao de
Vanilina a partir de acido ferulico.
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Fonte: autores.

De acordo com a Figura 16c, no tanque de neutralizacdo, € levado a um pH
7.0, resultando nas precipitacdes de residuos. O sobrenadante segue para o modulo
de microfiltracdo, também com objetivo de remover residuos solidos restantes do
processo de extracdo e neutralizacdo. Apoés essa etapa, obtém-se uma solugdo com
concentracdo de &cido ferulico de aproximadamente 1,5 g/L. Além disso, esse meio
também contém substancias ndo-extrativas presentes no bagaco que sédo essenciais
para o processo fermentativo como, por exemplo, sais de potassio, sodio, célcio e
manganés. Por fim, para que a solucado de acido ferulico possa ser utilizada na
fermentacdo ela devera ser concentrada em aproximadamente 12 g/L, pelo uso do
evaporador.

Deve-se ressaltar que € sugerido que todos os residuos sélidos gerados nas
etapas de sedimentacédo, centrifugacdo e microfiltragcdo passem por uma etapa de
lavagem para serem encaminhados para uma planta de producéo de etanol de
segunda geracdo (PEREZ-RODRIGUEZ, 2015; OU et al, 2013).
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6.1.3 Scale-up

E necessario fazer um crescimento inicial da bactéria Amycolatosis sp. ATCC
39116, para isso usa-se um meio de cultura esterilizado contendo Extrato de levedura
(8,0 g/L), NaCl (0,5 g/L), Na2HPO4 (4,0 g/L), KH2PO4 (1,0 g/L), MgS04.7H20 (0,2 g/L),
CaCl2.2H20 (0,05 g/L) em meio de pH igual a 8 e a 28°C, cujo esquema geral pode

ser observado na Figura 16d.

Figura 16d: Etapa de Scale-up do fluxograma proposto para obtencéo de
Vanilina a partir de &cido ferdlico.
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Fonte: autores.

Este procedimento é seguido de um periodo de incubacdo no tanque de
escalonamento por 18 horas, no qual a cultura bacteriana é exposta a niveis de
oxigénio dissolvido que variam de 60% a 100%. Durante esse intervalo, é
estabelecido um ambiente 6timo para a promoc¢éao do crescimento e desenvolvimento
da cultura bacteriana. Apdés a conclusdo deste periodo de incubacédo, a cultura
bacteriana é considerada preparada e apta para futuras aplicacdes (PEREZ-
RODRIGUEZ, 2015).

6.1.4 Biorreagéo

A Antes do inicio da fermentacdo, deve-se realizar a esterilizagdo dos
componentes que fardo parte desta etapa do processo.

O biorreator escolhido foi o de duas fases separadas, o TPPB (do inglés two-
phase partitioning bioreactor) ja que ocorre a remoc¢ao do produto sera in situ, atraves

do uso do polimero. Tal reator é citado na literatura por apresentar resultados bastante
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satisfatorios quando utilizado para a bioproducdo de compostos que conferem
especiais, tais como sabores e fragrancias (MA; DAUGULIS, 2013). Assim, a etapa
de biorreacao do fluxograma proposto para a obtencao ode Vanilina a parti de acido
ferulico, pode ser observada no esquema apresentado na Figura 16e.

A Figura 16e mostra o esquema geral da etapa de biorreagéo.

Figura 16e: Etapa de biorreacédo do fluxograma proposto para obtencao de
Vanilina a partir de &cido ferdlico.
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Fonte: autores.

No biorreator sdo adicionados os nutrientes, solucao de acido vanilico de 0,1
g/L, o polimero Hytrel G4078 >(300 g) e acido ferulico 12 g/L e sédo submetidos a um
calor umido de 121 °C por 20 minutos. Como a solucao de glicose pode sofrer um
processo de caramelizagdo a uma temperatura de 121 °C, sua esterilizacdo é
realizada a partir de membranas de microfiltracdo com poros de 0,22 um de diametro.
Aléem disso, adiciona-se NaOH, previamente esterilizado por membranas de
microfiltragéo, ao meio para permitir controle de pH 6timo de atividade da bactéria em
torno de 8.0 (MA; DAUGULIS, 2013).

5> Hytrel® Poliéster termoplastico elastomerico de Dureza Shore D(ISO 868): 33;
Melt Point, °C (ISSO 11357): 170 °C; Shrink, % (ISSO 294): 0,5%.
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Apés a adicdo de todos esses compostos, adiciona-se a cultura de ATCC
39116 e inicia-se areagao que deve ser realizada a uma temperatura de 28 °C e uma
agitacdo a 280 rpm. A intensidade de agitacdo do meio foi determinado de modo a
ter um cisalhamento minimo suficiente das células bacterianas, uma vez que séo
actinomicetos (bactérias com crescimento filamentoso) e possuem hifas (filamentos
de célula que formam micelas) em sua composi¢cao, permitindo, em ultima analise,
gue todo o sistema mantenha-se em suspenséao. A batelada dura cerca de 50 horas
e esse processo requer uma aeracao de 3 L/min. Ressalta-se que o ar inserido no
meio passa por um filtro do tipo HEPA® previamente para eliminacdo de
microrganismos indesejaveis (MA, 2013; PEREZ-RODRIGUEZ, 2015).

O polimero Hytrel G4078 utilizado, apresenta um alto valor de coeficiente de
particdo em relacdo a vanilina. Uma outra vantagem de utilizacdo do polimero é que
a adsorcao do produto desejado reduz efeitos de inibicdo do microrganismo pela
concentracéo de produto no meio. Assim, o polimero com vanilina adsorvida € retirado
e levado ao tanque de extrac&o para que ocorra a recuperacao da Vanilina formada.
O polimero passa por 5 etapas de lavagens com etanol no tanque de extracdo para
recuperacado completa da vanilina. Posteriormente, o polimero recuperado segue para
o tanque de lavagem, com agua e, posteriormente, reutilizado no biorreator para mais
uma batelada, enquanto a mistura de etanol e vanilina é direcionada a um evaporador
(OU et al, 2013).

No evaporador a vanilina em meio ao etanol é concentrada a 120 °C, conforme
mostra o esquema apresentado na Figura 16f. Nesta condi¢éo o etanol evaporado é
retirado, seguindo para o condensador e retorna ao processo de extracdo. Ja a
vanilina concentrada em cerca de 12 g/L em meio alcodlico segue para a area de

estocagem para ser comercializada.

® Trata-se de filtro com alta tecnologia de retencdo de contaminantes e particulas.
Compostos de uma malha de fibra de vidro dispostos aleatoriamente com diametros
entre 0,5 a 2 um e espacos maiores que 0,3 um. E de maior eficiencia de filtros de
membranas.



Figura 16f: Etapa de concentracao do fluxograma proposto para obtencédo de
Vanilina a partir de 4cido ferulico.
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7. Consideracdes finais

No presente trabalho realizou-se um levantamento bibliografico a respeito da
producdo de vanilina. No qual, buscou-se identificar quais as possiveis rotas
produtivas com foco na sustentabilidade dos processos, fonte e disponibilidade
matérias primas, aplicabilidade e interesse comercial.

Em primeiro lugar, foi apresentada uma visédo geral dos métodos producao de
vanilina. Destacando-se trés métodos principais a producdo de vanilina: extracdo
vegetal, sintese quimica e biossintese. A vanilina natural, a mais desejada, é
geralmente extraida da baunilha, orquideas, e outras planta. Entretanto, sua producéo
natural € muito dificil, além de ser muito cara, de USD 1200 a USD 4000 por quilo, &
incapaz de atender a demanda atual, bem como a previsédo de crescimento de 7% até
2025. Assim, abre-se oportunidade para a investigacdo de outros métodos de
obtencao.

Em segundo lugar, foi identificada que a rota de biossintese que faz uso do
acido ferulico como percussor da vanilina a mais adequada para ser aplicada no
Brasil. Essa conclusdo teve como base a disponibilidade do bagaco de cana-de-
acucar, cerca de 216 milhdes de tonelada; o teor de acido ferdlico nessa biomassa
em cerca de 2.4 %; e, por se tratar de um residuo do agronegécio e, portanto, de
baixissimo custo, versatilidade e alta disponibilidade, tornando mais economicamente
viavel.

Em terceiro lugar, ap6s a comparacao das principais tecnologias de producéo
de vanilina, identificou-se que a fermentativa era a que mais se adequava a proposta
deste trabalho. Assim, o processo fermentativo de obtencéo da vanilina tendo como
precursor acido ferdlico, apresentado neste taralho de conclusao de curso possui
guatro etapas principais: pré-tratamento do bagaco de cana, extracdo alcalina de
acido ferulico, fermentacéo utilizando a bactéria Amycolatopsis sp. ATCC 39116 e
purificagdo da vanilina. Esta rota apresentou uma vanilina isenta de contaminantes
usuais tais como derivados de aldeidos.

Desta forma, com o crescimento da populacdo mundial e a consequente
tendéncia de aumento da demanda, é fundamental buscar novos conhecimentos e
avanc¢os no campo da vanilina, a fim de atender as necessidades futuras. Portanto, a
continuidade das pesquisas e investigacfes relacionadas a esse composto é de

extrema importancia para a compreensao e aproveitamento maximo de seu potencial.
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