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RESUMO

JARAMILLO, Lizeth Yuliana Acevedo. Avaliacdo do potencial biotecnoldgico de
linhagens de Lactobacillus spp. visando a producdo de acido D(-) latico de
segunda geracéao. Orientadores: Nei Pereira Jr e Elcio Ribeiro Borges. Escola de
Quimica -Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2014.

O acido latico € considerado uma "commoditie” de ampla aplicacdo industrial, com
90% da producdo mundial obtida por processo fermentativo. A forma isomérica
D(-) latico e suas aplicacbes tém sido pouco exploradas, embora apresente um
grande potencial na producéo de biopolimeros, devido a que sua insercdo na matriz
polimérica afeita o grau de cristalinidade, gerando uma estrutura amorfa com maior
grau de biodegradabilidade, caracteristicas necessaria para aplicacbes em
carregadores de liberagdo controlada de drogas. Recentemente a atencdo tem
focado no desenvolvimento de processos que permitam o0 aproveitamento de
materiais lignocelulésicos como matérias-primas na obtencdo de acido D(-) latico
dentro do contexto de biorrefinaria. Assim, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar o potencial biotecnolégico para a producdo de acido D(-) latico de linhagens
de Lactobacillus, visando o uso do bagaco de cana-de-acucar mediante a estratégia
de Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas (SSF) para producdo de segunda
geracdo. Inicialmente foi avaliado o desempenho de quatro linhagens de
Lactobacillus, sendo selecionada a bactéria Lactobacillus coryniformis torquens
como aquela com potencial para producdo de acido D(-) latico. Posteriormente,
planejamentos experimentais foram adotados para a otimizacdo do meio de
fermentacdo. Numa primeira etapa foi desenvolvido um Planejamento Plackett
Burman para selecdo dos componentes com maior influéncia na producao de acido
D(-) latico, em seguida um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) que
levo a um modelo quadratico reduzido para ajuste dos dados experimentais e cuja
otimizacdo mediante ferramentas computacionais, permitiu a obtencdo de um meio
de fermentacdo simples, contendo a seguinte composicao (g/L): extrato de carne
2,30; extrato de levedura 3,58; acetato de sédio 0,05 e fosfato dipotassico 0,05, com
concentracdo de glicose avaliada até 33 g/L. O experimento em biorreator
instrumentado com meio de fermentacdo simples resultou em uma concentracao
final de acido D(-) latico de 32,44 g/L, com fator de rendimento de produto por
substrato consumido de 0,95 g/g, uma produtividade volumétrica de 0,85 g/L.h e
eficiéncia de fermentacdo de 95%. Quando comparado com 0 meio de composicao
complexa MRS, pode-se concluir que o meio simples leva a bactéria a consumir
integralmente a glicose, com resultados similares, exce¢do da produtividade
volumétrica que teve seu valor reduzido, indicando a relacdo entre a taxa de
producédo com a concentracdo de nutrientes. Por ultimo, foi realizado o processo de
Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas (SSF) em frascos agitados, com obtencao
de 12 g/L de &cido D(-) latico e uma produtividade volumétrica de 0,9 g/L.h. Os
resultados apresentam potencial para producdo de acido D(-) latico de segunda
geracao por Lactobacillus coryniformis torquens a partir da fracéo celulésica oriunda
do pré-tratamento de materiais lignocelulésicos.

Lizeth Yuliana Acevedo Jaramillo
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ABSTRACT

JARAMILLO, Lizeth Yuliana Acevedo. Evaluation of the biotechnological
potential of strains of Lactobacillus spp. aiming the production of D (-) lactic
acid of second generation. Supervisor: Nei Pereira Jr and Elcio Ribeiro Borges.
Chemical School of Federal University of Rio de Janeiro, Brazil- 2014.

The lactic acid is considered one "commoditie” of wide industrial application, with
90% of the world production obtained by fermentation process. The isomeric form D
(-) lactic and its applications have been little explored, although present a great
potential in the production of biopolymers, due to which its insertion in polymeric
matrix accustomed the degree of crystallinity, generating an amorphous structure
with higher degree of biodegradability, characteristics required for applications in
controlled release drug carriers. Recently attention has focused on the development
of processes that allow the use of lignocellulosic materials as raw materials in
obtaining D (-) lactic acid within the context of Biorefinery. Thus, the present work
aims to evaluate the biotechnology potential for the production of D(-) lactic acid
strains of Lactobacillus, aiming at the use of bagasse sugar cane through the
strategy of Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) for second
generation production. It was initially rated the performance of four strains of
Lactobacillus, being selected the Lactobacillus coryniformis torquens as one with
potential for producing D (-) lactic acid. Later, experimental planning were adopted
for the optimization of the fermentation medium. The first step was developed
Plackett Burman design by selection of components with greater influence on D (-)
lactic acid production, then one Central Composite Rotational Design (DCCR) that
take a quadratic model reduced to fit the experimental data and whose computational
tools through optimization, allowed obtaining a simple medium fermentation,
containing the following composition (g/L): 2.30 meat extract; yeast extract 3.58;
sodium acetate 0.05 and 0.05 dipotassium phosphate, with glucose concentration
evaluated up to 33 g/L, the experiment in instrumented bioreactor with simple
medium fermentation resulted in a final concentration of D (-) lactic acid of 32.44 g/L,
with product yield factor for substrate consumed of 0.95 g/g, a volumetric productivity
of 0.85 g/l. h and fermentation efficiency of 95%. When compared with complex
medium fermentation MRS, we can conclude that the simple medium leads to
bacteria to consume glucose in its entirety, with similar results, except for the
volumetric productivity that had its value reduced, indicating the relationship between
the rate of production with the concentration of nutrients. Lastly, the process of
Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) was evaluate in bottles
shaken, with obtaining 12 g/L of D (-) lactic acid and a volumetric productivity of 0.9
g/L.h, the results present potential for D (-) lactic acid for second generation
producing by Lactobacillus coryniformis torquens from the cellulosic fraction from the
pre-treatment of lignocellulosic materials.

Lizeth Yuliana Acevedo Jaramillo
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MRS: Manga Rogosa Sharpe

PB: Plackett & Burman

pH: Potencial hidrogenionico

PHenz: Pré-hidrolise enzimatica

PLA: Polilactato

SSF: Sacarificacdo e Fermentacdo Simultanea

2G: Segunda geracao

g: gramas

h: horas

L: litro

viv: relacdo volume/volume

m/m: relacdo massa/massa

Hmax:: taxa especifica de méaxima de crescimento (h™)

tq: tempo de duplicacéo (h)

Xiv
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CAPITULO 1
APRESENTACAO DO TEMA

A dependéncia por petrdleo permanece como o fator mais importante que
afeta a distribuicdo mundial de riqueza, os conflitos globais e a qualidade do meio
ambiente. Existem diversas possibilidades para substituir processos quimicos
convencionais por processos biotecnologicos baseados em fontes renovaveis.
Adicionalmente, é necessario o desenvolvimento de processos que trabalham de
forma adequada para fazer o melhor uso possivel de matéria-prima, com
procedimentos que evitam 0 maximo possivel a agressao ao meio ambiente, onde a
utilizacdo de fontes alternativas é feita de forma equilibrada entre a cadeia alimentar

e a obtencado de produtos quimicos (BORGES & PEREIRA JR, 2011).

As profundas alteracdes ocorridas no setor agroindustrial com apropriacao de
novas tecnologias e a formacdo de grandes clusters de cadeia produtiva das
culturas extensivas de soja, cana-de-acucar e milho (producdo de sementes ou
mudas, plantio, colheita e beneficiamento) tém impulsionado a discussdo sobre um
novo modelo de industria de transformacdo destas matérias-primas renovaveis em
produtos quimicos intermediarios e finais, através de modificacdes fisicas, quimicas
e biolégicas (PRADELLA, 2006). Neste sentido, os materiais de composicao
lignocelulésica sdo os recursos renovaveis mais abundantes no cenario nacional,
Cujo uso como matérias-primas para a obtencdo de produtos valor agregado,
(exemplo: o acido D(-) latico), mediante a plataforma Biogquimica, vém aumentando
significativamente dentro do contexto de biorrefinaria (PEREIRA JR, PEIXOTO &
SATA ANNA, 2008).

A separacao seletiva das fracbes do material lignocelulésico de acordo com
suas caracteristicas quimicas para disponibilizar os acglUcares presentes, requer a
aplicacdo de técnicas que permitam a sua extracdo seletiva, mediante o uso de

diferentes metodologias de solubilizacdo e hidrélise, dentre as quais o preé-
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tratamento &cido e alcalino sdo normalmente empregados (BETANCUR & PEREIRA
JR, 2010).

Neste contexto, o acido D(-) latico, se apresenta como um produto de alto
interesse, devido a que sua obtencdo como molécula pura s6 pode ser realizada
mediante processos fermentativos. A pureza do enantidmero do &cido latico tem
importancia nas propiedades dos biopolimeros de polilactato (PLA), as quais
dependem da aplicacéo especifica. No caso do isémero D(-) latico, sua inser¢éo na
matriz polimérica afeita o grau de cristalinidade e como consequéncia suas
propiedades mecanicas, oferecendo uma estrutura amorfa com maior grau de
biodegradabilidade, caracteristicas desejadas para carregadores de liberacéo
controlada de drogas (NAMPOOTHIRI, NAIR & JOHN, 2010).

Tendo como objetivo o desenvolvimento de processos economicamente viaveis
€ necessario trabalhar com agentes biolégicos que permitam taxas de conversao
elevadas como o caso das bactérias acido laticas do género Lactobacillus pela sua
seletividade para producdo de &cido latico, principalmente aquelas do grupo
homofermentativo, direcionadas neste caso para producdo do enantibmero D(-)
latico. Adicionalmente € necessaria a formulacdo de meios de cultivo com
composicdo simples que permitam manter a atividade metabdlica do micro-

organismo, visando a reducéo de custos envolvidos no processo (WEE et al., 2006).

A demanda do acido latico tem estimado um aumento entre 5 a 8%
anualmente, impulsionada pelo setor de biopolimeros, com uma producéo estimada
de 367.300 tonelada para o ano 2017 e um mercado neste setor em torno de um
bilhdo de dodlares por ano, sendo necessario chegar a valores de producéo de 0,8
US$/kg para alcangar e manter viabilidade econdmica, justificando assim pesquisas
para o desenvolvimento de processos de segunda geracdo. (ABDEL, TASHIRO &
SONOMOTO, 2013).
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condicbes de crescimento, fermentacdo e Componentes do meio para
producdo de acido D(-) latico mediante fermentacdo por Lactobacillus
coryniformis sp. torquens. Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica -
COBEQ), Florianépolis, SC. 19 - 22 de Outubro de 2014.

Participacdo em eventos:
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Avaliacdo de bactérias acido laticas para producédo de acido D(-) latico. 4°
Encontro da Escola Brasileira de Quimica Verde, Rio de Janeiro, RJ. 25 - 26
de setembro de 2014.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

A possibilidade de desenvolvimento de processos biotecnoldgicos baseados no
aproveitamento de fontes renovaveis esté inserida no contexto da biorrefinaria. De
acordo com este conceito, o0 aproveitamento de materiais de composicéo
lignocelulésica, como é o caso do bagaco de cana-de-aclcar no Brasil, tem
focalizado a produgdo nao convencional de produtos de valor agregado. Diante
deste panorama, ha o interesse de se realizar estudos a respeito do aproveitamento
do bagaco de cana-de-aclUcar para obtencdo de acido D(-) latico de segunda
geracdo por meio da plataforma bioguimica, neste sentido, a obtencdo deste
isdbmero s6 pode ser realizada a traves da sintese microbiana e dependendo de seu
contetudo no polilactato (PLA) se vem modificadas propiedades relacionadas com
rigidez e biodeterioragdo do biopolimero, justificando assim o interesse na pesquisa

de processos economicamente viaveis para producao de acido D(-) latico.

2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial biotecnolégico para a sintese de acido D (-) latico por uma
linhagem de Lactobacillus visando a producao de segunda geracéo a partir da fracéo

celulésica oriunda do pré-tratamento do bagaco de cana de acucar.

2.2. Objetivos especificos

% Investigar a capacidade de quatro linhagens de Lactobacillus para producéo

de acido D(-) latico;

*

% Avaliar as condi¢cBes de crescimento e fermentacdo em meio sintético para o

micro-organismo selecionado com potencial de producao;

*

+ Avaliar a possibilidade de consumo de xilose em meio quimicamente definido;
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Avaliar o efeito do controle de pH durante o processo fermentativo, em
términos de produtividade e eficiéncia do processo;

Otimizar a composicdo do meio de fermentagdo em frascos agitados,
empregando técnicas de planejamento experimental, avaliando os resultados

a luz de parametros estatisticos;

Validar as condicdes previamente otimizadas do meio sintético em escala de

biorreator instrumentado;

Realizar as etapas de pré-tratamento acido, alcalino e pré-hidrolise
enzimatica do bagaco de cana de agucar, visando a obtencdo de meio rico

em glicose como fonte de carbono;

Avaliar a fermentabilidade do hidrolisado enzimatico de celulose, proveniente
da celulignina, residuo solido apés pré-tratamento do bagaco de cana de
acucar, para producdo de &cido D(-) latico mediante processo de

sacarificacdo e fermentacéo simultaneas (SSF) em frascos agitados;
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CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo apresentados os diferentes aspectos teéricos referentes a
temética abordada: acidos organicos de interesse industrial; o acido latico e suas
aplicagcbes no mercado; microrganismos produtores e aspectos metabdlicos; o
bagaco de cana como matéria-prima para a producdo do &cido latico; algumas
caracteristicas relevantes do processo de aproveitamento de materiais
lignoceuldsicos e consideragcfes importantes sobre o uso do &cido D(-) latico como
intermediario na producédo de plasticos biodegradaveis e como blocos de construcao

para a producdo de substancias quimicas de interesse comercial.

3.1. Acidos organicos

Os acidos organicos apresentam em sua estrutura atomos de carbono, sendo o
maior grupo o dos acidos carboxilicos, que sédo caracterizados pela presenca do
grupo funcional carboxila (COOH). A presenca do grupamento COOH confere aos
acidos carboxilicos, entre outras propriedades, a de serem acidos fracos em meio
aquoso e de apresentarem elevados pontos de ebulicdo devido a facilidade com que
formam interacdes intermoleculares do tipo ligagdes de hidrogénio (FIORUCCI et al.,
2002).

Tradicionalmente, os acidos orgéanicos sao utilizados como agentes adjuvantes
na industria de alimentos e farmacéutica; com uma ampla aplicacéo industrial, sendo
usados como constituintes de uma série de substancias intermediarias e produtos
finais importantes na industria quimica, podendo ser inseridos no conceito de “blocos
de construcdo” (WEE et al.,, 2006). Devido a caracteristica de biodegradacdo de
muitos destes acidos, atualmente uma das aplicacbes que apresentam maior
interesse industrial é a sua utilizacdo como intermediario na producédo de plasticos

biodegradaveis, destacando-se o 4cido latico (JOHN et al., 2007).
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O processo de producdo biotecnolégica vem sendo considerado uma
alternativa viavel do ponto de vista ambiental apresentando vantagens econémicas
sobre a sintese quimica. Neste contexto, a producdo de acidos organicos utilizando
a rota fermentativa é amplamente utilizada em escala industrial, sendo
desenvolvidas pesquisas na area biotecnoldgica para buscar formas mais eficientes

de operacao.

3.2. Acido latico

O A&cido latico, acido 2-hidroxipropandico ou acido a-hidroxipropiénico, é um
composto organico de funcdo mista: acido carboxilico-alcool, que apresenta formula
molecular C3HgO3 e estrutural CH;CH(OH)COOH, descoberto em 1780 por Wilhelm
Scheele, que isolou o acido latico como um concentrado impuro a partir do leite
acido.

Na época de sua descoberta, muitos cientistas suspeitaram que a substancia
descoberta por Scheele fosse, na verdade, uma mistura de compostos ja
conhecidos. Porém, outro quimico sueco, J. Berzelius repetiu os experimentos de
Scheele e concluiu que o acido latico era um composto simples (TRINDADE, 2002).
Berzelius encontrou ainda o acido latico no leite fresco, carne bovina, no sangue e
em outros fluidos de origem animal. Em 1817, o quimico alemao J. Vogel provou a
identidade e a composi¢cao quimica do acido descoberto por Scheele. Em 1839, E.
Fremy produziu o &cido latico pela fermentacdo de carboidratos como a sacarose,
lactose, manitol, amido e dextrina. A producdo industrial do &cido latico se
estabeleceu em Littleton, Massachussets, em 1881 por C. E. Avery (TRINDADE,
2002).

O acido latico € soluvel em agua e solventes organicos misciveis em agua, mas
€ insolavel em outros solventes apolares (LI & CUI, 2010). No quadro 3.1 sédo
apresentadas algumas propriedades fisicas e quimicas do acido latico. De acordo
com a figura 3.1, o acido latico possui um B-carbono assimétrico como centro quiral

gue produz dois isbmeros Opticos: levogiro L(+) e destrogiro D(-), os quais
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apresentam similaridade de propiedades fisicas e quimicas, tendo suas diferencas

no efeito fisiolégico e propiedades estruturais do polimero gerado (LI & CUI, 2010).

Quadro 3.1. Propriedades fisicas e quimicas do &cido latico

Propriedade Valor
Massa molar 90,08
Ponto de fusédo 16,8°C
Constante de dissociagdo (Ka) 3,86
Densidade 1,206 g/mL
Calor especifico (Cp a 20°C) 190 J/mol°C
Calor de combustao (AHc) 1361 KJ/mol

Fonte: NARAYANAN et al., 2004

COOH COOH
| |
OH—IC*—H H—|C* —OH
CH, CH,
L (+) Acido latico D (-) Acido latico

Figura 3.1. Estrutura molecular dos Isdmeros de acido latico
(C*) - carbono assimétrico. Fonte: NARAYANAN et al., 2004

Este importante acido organico € amplamente distribuido na natureza, e
comercialmente disponivel, sob a forma de solucéo aquosa incolor, inodora, viscosa
e nao volatil. Esta presente em muitos alimentos, seja naturalmente ou como
produto de fermentacdo in situ, sendo um dos principais intermediarios do
metabolismo em diversos organismos (HOFVENDAHL & HAHN, 2000). Uma vez
gue o &cido latico possui tanto o grupo carboxilico como o hidroxil, pode ser
convertido em diferentes compostos quimicos interessantes como o acido piravico,
acido acrilico, 1,2-propanadiol e éster de lactato (GAO, MA & XU, 2011).
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3.2.1. Processos de producdo de acido latico

O 4cido latico pode ser produzido tanto por sintese quimica como por
fermentacdo, sendo aproximadamente 90% da producéo feita mediante processos
fermentativos. A sintese quimica de acido latico (Figura 3.2) sempre resulta numa
mistura racémica (DL - acido latico), sendo esta sua maior desvantagem. A producéo
biotecnoldgica de acido latico (Figura 3.3) oferece a possibilidade da obtencéo de
acido D(-) latico ou &cido L(+) latico opticamente puro ou uma mistura em diferentes
proporgdes dos isdmeros, dependendo do microrganismo e das condigdes de cultivo
(ABDEL,TASHIRO & SONOMOTO, 2013).

3.2.1.1 Rota quimica

Na Figura 3.2 se apresenta um esquema geral do processo quimico para
producdo de &cido latico. Na sintese quimica, o acetaldeido e o cianeto de
hidrogénio reagem na presenca de uma base, em condi¢cdes de alta pressao para
producéo de lactonitrila. Posteriormente, a lactonitrila purificada € hidrolisada com
acidos fortes, principalmente o acido sulfurico, formando o &cido latico como produto
principal e sais de amdnia como subproduto. Em seguida, o acido latico é purificado
e recuperado (LI & CUI, 2010).

Acetaldeido Acido cianidrico
(CH,CHO) (HCN)
Reagao sob

Catalisador — | aitapressao

[ Destilagéo ]

Lactonitrito purificadc
(CH3;CHOHCN)

H,SOy —— l Hidrélise

Acido latico
(CH;CHOHCOOH)
Figura 3.2. Esquema geral da sintese quimica do acido latico. Fonte: adaptado do LI & CUI, 2010
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3.2.1.2. Rota fermentativa

A producdo fermentativa do acido latico pode ser realizada por bactérias,
leveduras e fungos, sendo as bactérias &cido laticas (LAB) 0s micro-organismos
mais empregados na fermentacdo de carboidratos. No processo fermentativo pode
ser utilizada uma grande variedade de matérias-primas como fonte de substratos
tais como: agUcares cristalizados, soro de leite, melaco de cana-de-acucar, residuos
gue contenham carboidratos complexos como o amido, celulose e hemicelulose
(ABDEL, TASHIRO & SONOMOTO, 2011).

De acordo a rota 3 da Figura 3.3, quando o soro de queijo ou agucares simples
como a glicose sdo usados em processos fermentativos, os mesmos podem ser
convertidos diretamente em acido latico. Para biomassa amilacea, conforme mostra
a rota 2 da Figura 3.3, € necessario ser hidrolisada a glicose pelo cozimento e
liquefacdo, seguido de resfriamento e sacarificagdo enzimatica e entdo, fermentada
para produzir acido latico. Quando a biomassa lignoceluldsica é usada, um processo
de pré-tratamento € necessario para romper as ligacdes presentes nas estruturas da
celulose, hemicelulose e da lignina. A celulose e hemicelulose sédo hidrolisadas em
acucares que podem ser fermentados a acido latico, conforme mostra a rota 1 da
Figura 3.3. Cabe ressaltar que, ap0s o processo de fermentacdo € necessario
realizar etapas envolvendo a separacao e a purificacdo do acido latico (LI & CUI,
2010).

Biomassa
lignocelulésica

(1)

Fisicos/ quimicos —— | Pré-tratamento

Hidrolise (2) Biomassa
enzimatica amilacea

(3)
Bactérias/ fungos —> D — Soro de

queijo/agucare:

Separagaoe
purificagao

Acido latico L (+) ou D (-)
nntiramentea nirn

Figura 3.3. Esquema geral da producéo fermentativa de acido latico, a partir de diferentes
matérias primas. Fonte: adaptado de LI & CUI, 2010
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A producdo microbiana possui vantagens quando comparada com a sintese
quimica de tal acido, uma vez que € possivel utilizar substratos de baixo custo, além
de uma diminuicdo da temperatura do processo, a qual reduz consideravelmente a
energia consumida. Adiciona-se, ainda, o fato de ser um processo de sintese de
acido organico ambientalmente correto, uma vez que utiliza uma fonte de matéria-

prima renovavel sem emissao de poluentes durante a fermentacao (LI & CUI, 2010).

3.2.2 Processos de recuperacdao e purificacdo de acidos organicos

O impacto econdmico dos produtos provenientes da fermentacdo ainda é
limitado, em grande parte devido a dificuldade de recuperacédo do produto. Para que
0s acidos provenientes da fermentacdo sejam utilizados na industria, melhoras
substanciais nas tecnologias de separacao sdo necessarias. Existe na literatura uma
série de “rotas” para o processo de separagdo e purificacdo de acidos organicos,
sendo necessaria uma avaliagcdo minuciosa, mediante a analise de diversos fatores,
como custo-beneficio e niveis de toxidez, durante a escolha do processo que melhor
se adequaria nas etapas “dowstream’, respeitando as condicdes do processo. O
método tradicional de separacdo de acidos organicos obtidos por fermentacdo é a
precipitacdo com hidroxido de célcio, a qual apresenta um grande consumo de
reagente e gera uma significativa quantidade de residuo sdlido, respondendo por
cerca de 60-70% do custo do produto final (BANIEL & EYAL, 1995).

A técnica alternativa mais estudada € a extracéo liquido-liquido (ELL) reativa,
onde é utilizada normalmente uma amina como extrato (HESTEKIN et al., 2002). O
sucesso de um processo de extracao liquido-liquido depende muito da escolha do
extratante mais conveniente, como por exemplo, alguns organofosforados, aminas
alifaticas, solventes compostos e solventes simples com a adicdo de sais
(LINTOMEN, 1999). Ainda que a extracao, liquido-liquido, seja uma técnica de
eficacia comprovada para a separacdo de metais, com inUmeras aplicacbes
industriais, 0os processos baseados nessa técnica normalmente consomem grandes
guantidades de reagentes. Além disto, no caso especifico da recuperacdo de
compostos oriundos de fermentacao, a toxidez dos componentes da fase orgéanica
(diluente e extratante) para as bactérias constitui um problema critico (PAYNE &
SMITH, 1983).
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Os processos de separacdo por membranas, que agem como uma barreira
seletiva para separacao, total ou parcial de espécies quimicas presentes em uma
mistura, liquida ou gasosa, da qual se pretende obter um produto isento ou
deficiente em determinados componentes e outro concentrado em tais
componentes, utilizando para este fim uma forgca motriz ou diferenca de potencial
elétrico (eletrodidlise) apropriada (HABERT et al.,, 1997). Da Costa et al. (1999)
empregaram um modulo de eletrodialise desenvolvido pela GKSS -
Forschungezentrum Geesthacht GmbH, Institut fur Chemie, de Geesthacht,
Alemanha, integrado ao processo fermentativo, e observaram um incremento na
produtividade em acido organico e de produtividade em células. A técnica da
eletrodialise (ED) € um processo de separacao de ions pelo efeito de um campo
elétrico utilizando membranas ions-seletivas, as quais sdo permeaveis a
determinados ions e impermeaveis a outros. Essas membranas sao capazes de

separar cations ou anions presentes em uma solugdo aquosa.

Para reduzir o efeito inibitério sobre o crescimento celular e incrementar os
parametros do processo, varios sistemas de extracdo de acidos, integrados ao
processo fermentativo, tém sido propostos (DA COSTA et al., 1999; WODZKI et al.,
2000; MIYANO et al., 2000). Segundo Kurzrock & Botz (2009), novas tecnologias
incluem a participacdo simultanea de processos de microfiltracdo, eletrodialise,
precipitacdo, acidificacdo, destilacdo e cristalizacdo ou acidificacdo, troca ibnica e
cristalizacdo, processos menos poluentes e de mais altos rendimentos na

recuperacéao do produto.

O processo de separacao e purificacdo do acido D(-) latico, durante a etapa de
“‘downstream”, ndo faz parte do foco de estudo no presente trabalho, mas pode-se
concluir que, apesar das vantagens que 0s processos biotecnolégicos apresentam,
um dos problemas deste tipo de processo esta relacionado a alta diluicdo do produto
em solucdo aquosa, aumentando o custo do processo de purificacdo e separacéo,

tornando-o um fator economicamente limitante do processo.
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3.2.3. Aplicagdes do &cido latico

Considerado uma substancia quimica versatil, o 4cido latico tem aplicacdes nas
industrias alimenticia, farmacéutica, cosmeética, téxtil e quimica. Sua maior aplicacdo
se encontra na industria de alimentos como acidulante, flavorizante, agente
antimicrobiano, estabilizador, umectante, emulsificador e plastificante, sendo
classificado como GRAS (Gernerally Recognized As Safe) pela FDA (Food and Drug
Administration) nos EUA, onde, aproximadamente 85% da demanda tém aplicacao
em alimentos e o0 restante, em torno de 15%, é aplicado em indulstrias néo
alimenticias (VIJAYAKUMAR et al., 2008).

Na industria quimica o &cido latico pode sofrer uma variedade de conversdes
em substancias quimicas potencialmente Uteis, como o oOxido de propileno via
hidrogenagéo, acetaldeido via descarboxilacdo, &cido acrilico mediante
desidratacéo, dilactidio por auto-esterificacdo e acido propandico via reducéo, sendo
considerado um “commoditie” de ampla aplicacdo industrial, com uma demanda
estimada em torno de 367.300 toneladas para o ano 2017 com crescimento anual
entre 5 a 8 % (ABDEL, TASHIRO & SONOMOTO, 2013).

— Polimeros
Destilagdo —> Dilactidio —> | Polimerizagdo | —> biodegradaveis

catalitica (PLA)

Esterificacdo [, Propilenoglicol = | Desidratagdo | — Oxido de
hidrogenacéo catalitica propileno

Purificac3o latico

Desidratagdo
catalitica

—> Acido acrilico

Especialidade em
solventes “verdes”
produtos reguladores
de crescimentos.

Derivatizagdo

Figura 3.4.Principais tecnologias e produtos obtidos a partir do acido latico na industria
guimica. Adaptado de VIJAYAKUMAR et al., 2008

Na Figura 3.4 sdo apresentadas algumas importantes aplicacbes do acido
latico no setor da industria quimica. A polimerizacdo para a producdo de polilactato
(PLA) tem despertado a atengdo para a producdo de polimeros biodegradaveis, por

ser um monbmero facilmente polimerizado (JOHN, NAMPOOTHIRI &
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PANDEY,2007). Pode ser utilizado em embalagens de alimentos, embora seu
principal potencial encontra-se na area da Biomedicina com a producdo de 6érgéos
artificiais biocompativeis, estruturas autodissoliveis e carreadores de drogas com
liberacdo controla (NAMPOOTHIRI, NAIR & JOHN, 2010).

3.2.4. Biopolimeros, bioplasticos e plasticos biodegradaveis

Polimeros “verdes” sao polimeros semelhantes aos polimeros sintéticos de
origem petroquimica, mas que empregam matérias-primas renovaveis (BASTOS,
2007). Nesse sentido, sdo exatamente iguais aos polimeros derivados do petroleo,
polimerizados da mesma maneira e com as mesmas propriedades. Os biopolimeros
sdo polimeros naturais sintetizados por organismos vivos, sob as mais diversas
condicbes ambientais, com diferentes composicées de mondmeros, estrutura
macromolecular e diferentes propriedades fisicas (PRADELLA et al., 2006). Os
principais tipos de biopolimero sdo os bioplasticos, como o polipropileno e o
polietileno, entre outros, que podem ser usados no segmento de embalagens. Seu
consumo ainda € inexpressivo, mas as perspectivas de crescimento Sao
promissoras, particularmente, devido a aspectos ambientais e econdmicos
(COUTINHO et al., 2004).

A maioria dos biopolimeros é biodegradavel e biocompativel, ndo produzindo
efeito toxico, decompondo-se em curto espaco de tempo, em ambientes
microbiologicamente ativos. No entanto, plasticos sintéticos também podem ser
biodegradaveis e a maioria dos que sao assim definidos tém como base o petréleo,
portanto, plasticos biodegradaveis podem ser obtidos de polimeros naturais ou
sintéticos e podem ser produzidos por fontes renovaveis ou ndo-renovaveis
(NOLAN, 2002).

Cabe ressaltar que, apesar das caracteristicas interessantes dos biopolimeros,
tais como biodegradabilidade e o uso de recursos renovaveis, muitos ainda nao
apresentam propriedades fisicas idénticas aos polimeros petroquimicos (por
exemplo, maior fragilidade e decomposicdo muito rapida) e, em especial, tém custos
de producao elevados, ainda que em queda nos ultimos anos, pelo desenvolvimento

de rotas alternativas que dentro do contexto da biorrefinaria que permita reducao de
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custos de producado, de modo a tornar os biopolimeros como o PLA uma alternativa

aos polimeros convencionais (COUTINHO et al., 2004).

3.2.4.1. Polilactato PLA

Conforme ja mencionado, uma das aplicacfes que apresentam maior interesse
industrial para o acido latico é sua utilizagcdo como intermediario na producao de
polimeros biodegradaveis e biocompativeis, principalmente polilactato (poly lactic
acid ou PLA) para aplicacbes na area médica como implantes de liberacao
controlada de drogas, suturas cirdrgicas, proteses, entre outros, por ser hidrolisavel
no corpo humano. Dependendo de sua composicdo em relagdo ao contetdo de
cada um dos is6bmeros do acido latico e pureza pode apresentar algumas
deficiéncias em propiedades como flexibilidade baixa, biodegradacdo demorada e
alta cristalinidade (NAMPOOTHIRI, NAIR & JOHN, 2010).

O PLA é um poliéester alifatico, que pode ser obtido por dois métodos: a)
policondensacéao direta de acido latico; b) polimerizacao por abertura do anel lactico
(que é o dimero ciclico do acido latico, denominado lactide) Figura 3.5. A
policondensacéo gera polimeros de baixa massa molar, devido a presenca de agua
e impurezas e em alguns casos auséncia de propriedades mecanicas, com
racemizacado do polimero. No caso da polimerizacdo pela abertura do anel, leva a
formacé&o de polimeros de maior massa molar, mas de maior custo pela necessidade
de catalizadores e alto valor do lactide (NAMPOOTHIRI, NAIR & JOHN, 2010;
RASAL et al., 2010).

HO (o] o
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H,C OH CHs n
Acido latico Polilactato ou Polilactidio
-H,0 Polimerizagdo pela
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CHy
(¢}
(o}
Hj
o
Lactidio

Figura 3.5. Esquema das reac¢des para obtencdo de PLA. Adaptado de RASAL et al., 2010
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A producédo de PLA requer &cido latico de alta pureza optica e quimica, pois as
propriedades fisicas e biol6gicas do polimero, como o ponto de fusao, resisténcia
mecanica, cristalinidade e biodegradabilidade, sdo determinadas pela estrutura do
polimero, relacionada com a pureza enantiomérica dos estereocopolimeros de acido
latico (proporcdes do L, D ou meso-lactide) e pela massa molar. A polimerizacéo de
acido L (+) latico resulta em PLLA (L- polilatico) e polimerizacéo de &cido D(-) latico
resulta em PDLA (D- polilatico). Atualmente a maioria do PLA comercial € uma
mistura de L(+) acido latico (> 95%) e D(-) acido latico (< 5%) (SHEN et al., 2010).

Dependendo do tipo de aplicagdo se requerem caracteristicas especificas, por
exemplo, PLA de alta massa molecular e alta cristalinidade é necessario para
produzir dispositivos de elevada resisténcia mecanica para cirurgias ortopédicas,
contrariamente ao necessario quando é usado em carregadores de liberagcao
controlada de drogas, que precisa de polimeros de baixa massa molecular € amorfo,
por apresentar maior degradacao e dispersédo uniforme. A composicao optica afeita
a cristalizacédo cinética e o grau de cristalinidade, o nivel de cristalinidade afeita o
ponto de fusdo do polimero e porem suas caracteristicas, assim, a presenca do
isdbmero D(-) latico introduz a irregularidade necessaria para limitar a cristalinidade,
resultando em PLA com uma larga escala de valores de dureza e rigidez com maior

velocidade de biodegradacdo quando se tem polimeros amorfos.

O PLA pode desempenhar um papel relevante no que se refere as questbes de
problemas ambientais pelas suas caracteristicas de biodegradabilidade. A
degradacdo do PLA se da através da hidrolise de grupos de ésteres. A taxa de
degradacdo depende de: massa molar, taxa de difusdo da agua no polimero,
distribuicdo morfologia e cristalinidade a qual esta relacionada com o conteudo
estereoisomérico, sendo considerado PLA amorfo quando o conteudo de D(-)
isbmero é alto e PLA cristalino quando o conteudo de D(-) isbmero € muito baixo.,
sendo a taxa de biodegradacdo maior em estruturas amorfas (NAMPOOTHIRI, NAIR
& JOHN, 2010; RASAL et al., 2010; SHEN et al., 2010), daqui a importancia do
desenvolvimento de pesquisas em relacdo a producéo de acido D(-) latico a partir de

processos fermentativos economicamente viaveis.
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3.3. Aspectos mercadolégicos na producdo mundial de acido latico

3.3.1. Precos e custos

O &cido latico apresenta um preco comercial que varia entre 1,38 US$/kg para
50% de pureza e 1,54 US$/kg para 88% de pureza (WEE et al.,2006). A producéo
sintética possui custo entre 1,30 e 1,40 US$/kg e para ser competitivo o custo
precisa ser menor que 0,8 US$/kg, (WEE et al., 2006, ZACCHI & AKERBERG,
2000). Tendo em conta o panorama econdmico, diferentes aspectos como o
desenvolvimento de micro-organismos potencialmente produtores, reducao de custo
associado a matéria-prima, otimizacdo de processos fermentativos e de purificacdo
precisam ser estudados e melhorados para manter sua competitividade em relacao

0s processos quimicos (WEE et al., 2006).

3.3.2. Estimativas de oferta e mercado

Estima-se que a demanda de acido latico no mundo teve um crescimento
anual, entre 5 a 8%, com producdo de 259.000 toneladas no ano de 2012 e uma
projecdo de 367.300 toneladas para o ano 2017. Mundialmente, pode ser estimado
um mercado na substituicdo de solventes em torno de US$ 4,5 bilhdes por ano, US$
0,9 bilhées por ano nos polimeros biodegradaveis e de US$ 5,4 bilhdes por ano na
quimica de oxigénio (BOLANOS et al., 2000), sendo que as vendas nos Estados
Unidos sdo maiores que US$ 3,0 bilhdes por ano (Wisconsin Iniciativa de

Desenvolvimento Biorefining, 2006).

O crescimento da demanda no setor de polimeros mantém a expectativa dos
produtores em aumentar seus ganhos com o potencial monémero acido polilatico,
podendo ser mencionadas as algumas das principais empresas produtoras:
NatureWorks LLC (USA), Cargill Incorporated (USA), Purac (Holanda), Galactic
(Bélgica) e algumas companhias chinesas (ABDEL, TASHIRO & SONOMOTO,
2013).

Lizeth Yuliana Acevedo Jaramillo



32

3.4. Micro-organismos produtores de acido latico

Existem mais de 100 diferentes micro-organismos produtores de acido latico,
entre bactérias, fungos filamentoos, leveduras, cianobacterias e algas, sendo as
bactérias &cido laticas (LAB) as de maior destaque (LI & CUI, 2010; ABDEL,
TASHIRO & SONOMOTO, 2013). As LAB sao micro-organismos Gram-positivos,
usualmente catalase negativos, citocromo ausente, sem esporos e capazes de
crescer sob condigdes de microaerofilia e anaerobiose estrita. Sao exigentes quanto
a fatores nutricionais e normalmente sem mobilidade, com excecédo de algumas
linhagens e podem sobreviver em pH baixo (VIJAYAKUMAR et al, 2008;
HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000; KLEIN et al., 1998).

Os géneros LAB de maior importancia sdo Lactobacillus, Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella,
Carnobacterium, Tetragenococcus e Bifidobacterium (KLEIN et al., 1998), sendo que
0S principais micro-organismos empregados industrialmente para a producdo do
acido lactico sao do género Lactobacillus (ABDEL, TASHIRO & SONOMOTO, 2013).

3.4.1. O género Lactobacillus

As bactérias do género Lactobacillus possuem a forma de bacilos curtos ou
alongados, podendo ocorrer em cadeia ou isoladamente e, sdo tolerantes ao pH
acido, aerotolerantes ou anerdébicos estritos, com o acido latico resultante do produto
da degradacdo de aclUcares em processos fermentativos. Possuem necessidades
nutricionais complexas como aminoéacidos, carboidratos e vitaminas, com destaque
para o pantotenato de calcio, niacina e tiamina (HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000;
COSTA, 2006).

Com base no metabolismo, conforme mostra a Figura 3.6, sdo definidos dois
grandes grupos, denominados de homofermentativo e heterofermentativo (LI & CUI,
2010; HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000; CASTILLO et., al, 2013), cujas
caracteristicas principais se apresentam no quadro 3.2, sendo as cepas
homofermentativas as mais usadas devido ao caréater de seletividade na producéo

de acido latico. Dessa forma, 0os grupos podem ser descritos como:
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Homofermentativos (Grupo A): através da via Embden- Meyerhof, convertem 1
mol de hexose em 2 moles de acido latico e 2 moles de ATP. Nesta via, 0
metabolismo € caracterizado pela quebra de frutose 1,6-bifosfato em duas trioses
fosfato (3C), as quais sdo posteriormente convertidas a lactato. Dentre as
espécies homofermentativas de hexoses podemos citar: Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus coryniformis (LI &
CUI, 2010; HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000). Recentemente se tem reportes de
espécies homofermentativas de pentoses através da via Fosfato pentose, as quais
convertem 1 mol de pentose em 1,67 mol de acido latico, entre elas Enterococcus
mundtii QU 25 e Lactobacillus plantarum (ABDEL, TASHIRO & SONOMOTO, 2013).

Heterofermentativos Facultativos (Grupo B): realizam fermentacdo da forma
semelhante ao grupo homofermentativo, contudo algumas espécies produzem
outros acidos em condic¢des limitantes da glicose. Convertem pentose em acido
latico e acético via fosfocetolase indutivel. Na presenca de glicose, as enzimas
da rota do fosfogluconato séo inibidas. Algumas espécies heterofermentativas
facultativas sédo: Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus xylosus (LI & CUI,
2010; HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000).

Heterofermentativos Obrigatorios (Grupo C): as bactérias utilizam a via 6-
fosfogluconato/fosfocetolase para a formacdo de hexoses. Em condicbes de
anaerobiose, as hexoses séo convertidas em quantidades equimolares de acido
latico, etanol e/ou acido acético, gas carbbnico e ATP. Tais bactérias realizam a
oxidacdo de glicose-6-fosfato a gluconato-6-fosfato, que sofre descarboxilacdo
(perda de uma molécula de gas carbbdnico) e posterior ruptura da pentose
resultante (xilulose-5-fosfato) em duas moléculas de trés (gliceraldeido-3-fosfato)
e dois (acetil-fosfato) &tomos de carbono. O gliceraldeido-3-fosfato da origem ao
lactato enquanto que o acetil-fosfato pode seguir dois caminhos distintos.
Quando acetil-fosfato € convertido a acetato ao invés de etanol, um mol adicional
de ATP pode ser produzido. Algumas especies de bactérias laticas
heterofermentativa obrigatorias, s&o: Lactobacillus brevis, Lactobacillus
fermentum e Lactobacillus reuteri (LI & CUI, 2010; HOFVENDAHL & HAGERDAL,
2000).
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Quadro 3.2. Caracteristicas principais das rotas metabolicas para LAB

Caracterizacéao LAB Homofermentativas LAB heterofermentativas

Acido latico, etanol, acido acético,
diéxido de carbono
Hexoses:

Produtos Acido Latico

ROttaf),l. Eex;)ses:.FT:mbfd i:b-Meyt/erhof Fosfogluconato/fosfocetolase
metabdlicas entoses: Fosfato pentose Pentoses- Fosfocetolase
Rendimento Hexose: 1,0 g/g (2,0 mol/mol) Hexose: 0,5 g/g (1,0 mol/mol)
Tedrico Pentose: 1,0 g/g (1,67 mol/mol) Pentose:0,6 g/g (1,0 mol/mol)
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc. OENocOcCUS
Género Pediococcus, Enterococcus, Lactobacillus’ ’
Lactobacillus
Viabilidade Viabilidade por sua alta Pouca viabilidade pela variedade
comercial seletividade de produtos

Fonte: Adaptado de RAHMAN, TASHIRO & SONOMOTO (2013)

3.5 Fatores que afetam o processo fermentativo

Os processos fermentativos representam 90% da producdo mundial de &cido
latico, em sua maioria, através da fermentacdo descontinua. Possui tolerancia ao
oxigénio, mas em condi¢cdes anaerobias ou microaerofilas o processo fermentativo é
mais eficiente. Além do contelddo de oxigénio no meio, a eficiéncia do processo
medida como concentracdo de acido latico produzido e produtividade sao
influenciados por diferentes parametros (HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000), que

estdo descritos a seguir:

o Micro-organismo: cada linhagem tem condi¢des de crescimento particulares,
resultando em diferentes valores de produtividade, dependendo de sua
capacidade metabdlica, refletindo em variabilidade de produto e subprodutos,
como o isémero do Aacido latico (HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000).

o Fonte de carbono: diferentes tipos de substrato podem ser usados como fonte
de carbono para a producdo fermentativa de acido latico. A fermentacdo de
aclcares simples gera um produto mais puro, com menores custos na etapa de
purificacdo, mas apresentando limitagdes pelo alto valor da matéria-prima para
a geracdo de um produto com baixo valor comercial. Tendo como objetivo a
viabilidade econbmica dos processos, 0 uso de substratos alternativos

residuais da agricultura vem sendo apontados como fonte de carbono
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alternativos, sendo necesséria a complementacdo do meio de fermentacdo
para se atender as necessidades nutricionais do micro-organismo produtor.
Cabe ressaltar que a concentracdo de substrato ndo possui um efeito muito
forte sobre os valores finais de rendimento e produtividade (HOFVENDAHL &
HAGERDAL, 2000).

Fonte de nitrogénio: uma baixa concentragcdo de nutrientes gera uma
capacidade metabdlica limitada. Neste sentido, a adicdo de nutrientes na forma
de extrato de carne, extrato de levedura e peptona, em altas concentracdes
entre 10 e 25 g/L, promovem um efeito positivo na producao de acido latico.
Pesquisas mostram que o uso de extrato de levedura em altas concentracdes
incrementa a producdo de acido latico em comparagcdo com a mistura de
extrato de levedura e peptona em baixas concentragbes (HOFVENDAHL &
HAGERDAL, 2000).

Formacdo de subprodutos: durante a producdo de acido latico podem ser
gerados alguns subprodutos, incluindo acido acético, acido férmico, didéxido de
carbono, etanol, entre outros, 0os quais devem ter sua concentracao reduzida o
maximo possivel. Os subprodutos dependem da rota metabdlica da linhagem
utilizada, podendo ser alterados pela concentracéo de oxigénio no meio, tipo de
fonte de carbono, concentracdo de substrato e demais nutrientes. A
fermentacdo de pentoses gera acido acético e etanol em todos 0s casos
(HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000).

pH: a producdo de acido latico esta associada com a reducédo do pH, podendo
ter um efeito inibidor no metabolismo do micro-organismo produtor. O pH pode
ser controlado por titulacdo, extracdo, absorcdo ou eletrodialise. O mais usado
€ a titulacdo a um pH constante, com adicdo de um agente neutralizante como:
hidroxido de sddio, hidroxido de potassio, hidroxido de célcio, carbonato de
célcio, entre outros, gerando concentracdes de acido latico maiores do que nos
casos sem controle, pela reducdo do efeito inibidor (RAHMAN, TASHIRO &
SONOMOTO, 2013) . O pH étimo para a producao de &cido latico varia na faixa
entre 5,0 e 7,0 (HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000).
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Temperatura: alguns micro-organismos podem apresentar os melhores
resultados em relagdo aos valores de produtividade e rendimento, em
diferentes valores de temperaturas. No entanto, outros mantém a mesma
temperatura para obter os maiores valores de produtividade e rendimento
(HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000). Pode-se concluir que a temperatura é um
parametro importante, cujo efeito deve ser avaliado de forma particular para
cada um dos micro-organismos produtores de acido latico.

Densidade Celular: a fermentacdo para a producdo de acido latico é
associada ao crescimento celular, com producéo de biomassa na faixa de 48 a
103 g/L em processos com recirculacdo celular e de 60 a 77 g/L em processo
sem recirculacéo, sendo a biomassa bacteriana um subproduto ndo desejado,
gque pode ser usado como matéria-prima na producdo de probidticos. A
fermentagcdo de maltose, lactose e manose geram maior densidade celular
guando comparado com a fermentacao de glicose, frutose e xilose resultam em
menores densidades celulares (HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000).

Imobilizacdo e recirculacdo de células: as cepas de LAB podem ter suas
células recirculadas ou imobilizadas sobre suportes sdlidos a fim de aumentar a
densidade celular. Até agora a imobilizacdo de células na producdo de acido
latico ndo apresenta sucesso ou beneficio em termos de rendimento e
produtividade. Na maioria dos estudos reportados na literatura, os melhores
resultados foram obtidos usando células livres. De outro lado, a recirculacao de
células pode aumentar a concentracdo de acido latico, com efeitos positivos
sobre o rendimento e produtividade (HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000).

Isbmero do acido latico: a enzima lactato desidrogenase € estereoespecifica,
produzindo acido D ou L latico e sua forma presente na bactéria determina qual
isdmero é produzido. Para a sintese de polilactato (PLA) deseja-se um produto
opticamente puro ou uma mistura racémica de composicdo constante. A
producédo do isbmero pode ser afetada pela variacdo de parametros como: pH,
agente neutralizante, concentracdo de nutrientes, tipo e concentracdo de
substrato, tipo de cultivo, aeracdo e temperatura. Em algumas LAB como
Lactobacillus amylophilus e Lactobacillus rhamnosus ndo se apresenta o
isdbmero D(-) quando ndo se tem controle do pH e gquando se apresentam
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mudancas nos nutrientes do meio de fermentacdo. Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus s6 produz o acido D(-) latico a partir de glicose e lactose. Espécies
como Lactobacillus helveticus e Lactobacillus plantarum produzem uma mistura
racémica com composicdo variavel, afetada pela mudanca nas condi¢bes de
aeracgao, temperatura, de pH e na concentracdo de substrato (HOFVENDAHL
& HAGERDAL, 2000).

Formas de operacédo da fermentagcéo: os processos fermentativos podem ser
operados por diferentes formas: batelada simples, batelada alimentada,
continua e semicontinua. Na batelada simples, ao meio de fermentacdo é
adicionada uma suspensao celular e o processo é transcorrido, sem adi¢cdes de
meio novo, nem retiradas de meio reacional durante o seu curso. A batelada
simples é caracterizada por alteracdo nas condi¢cdes ambientais a todo instante
do processo (as concentracdes de nutrientes sdo reduzidas e de células,
produtos e sub-produtos aumentadas) (PEREIRA JR., 2005). O principal
problema desta forma de se operar o processo fermentativo € decorrente de
fendmenos de inibicdo pelo substrato, produto, ou outros metabdlitos. Para se
podem ser utilizadas, como a batelada alimentada, que possibilita a
manutencdo da concentracdo desses inibidores/repressores em niveis sub-

inibitérios/sub-repressores, com implicacdes diretas no desempenho da célula.

A técnica de batelada alimentada é definida como um modo de operacéo onde
um ou mais nutrientes necessarios ao crescimento celular sdo adicionados ao
fermentador, intermitentemente ou continuamente, sem que ocorra retirada de
material durante a operacdo (PEREIRA JR., 2005). A conducdo continua é
outra modalidade de se operar fermentadores. Como 0 proprio nome sugere
tanto a alimentacdo de meio nutriente, quanto a retirada de produto (meio
fermentado) séo realizadas de forma continua. Sua principal vantagem, quando
comparada com outras formas de conducéo, esta ligada a possibilidade de se
operar o sistema por extensos periodos de tempo, resultando em aumento de
produtividade (PEREIRA JR., 1991).
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O 4&cido latico € produzido tradicionalmente por fermentacdo em batelada
simples. Comparando os processos de batelada simples e continuo para a
producéo de acido latico, o primeiro apresenta maiores concentracdes de 4cido
latico e rendimento na maioria dos estudos, devido ao consumo total de
substrato, enquanto a fermentacdo continua apresenta maiores valores de
produtividade, resultando em altas taxas de producdo. Ja& a batelada
alimentada e o processo semicontinuo apresentam maiores rendimentos em
comparacio com a batelada simples (HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000).

A fermentacdo estd se tornando, cada vez mais, parte integrante do
desenvolvimento de novos produtos de alto valor agregado e esta substituindo
rotas convencionais para producdo de importantes produtos quimicos (HOEK
et al., 2003). O etanol, o butanol e o acido lactico sdo os produtos mais
tradicionais de processos fermentativos e sdo formados como resultado do
metabolismo anaerobio de acucares, cujas producbes podem empregar
matérias-primas renovaveis, particularmente, os residuos agricolas e agro-
industriais, como por exemplo, decorrentes do processamento da cana de
acucar (ZEIKUS et al., 1999).

Matérias-primas para a producédo do acido latico

Atualmente, substratos alternativos de baixo custo da industria de alimentos e

da agroindustria regional para a fermentacdo corroboram o interesse de diversas

empresas a cerca da tecnologia de producdo do acido latico (SREENATH et al,

2001). Alguns dos residuos reportados na literatura para a producéo de acido latico

podem ser exemplificados: soro de leite, A&gua de maceracdo de milho, xarope de

milho, levedura de destilaria, melacos, entre outros. Neste contexto, os materiais

lignoceluldsicos constituem-se em matéria-prima para a producdo de acido latico

7

como é apresentado no quadro 3.3, dentre outras fontes utilizadas em diversos

segmentos industriais, devido ao seu carater renovavel, abundante e de seu baixo
custo (RAHMAN, TASHIRO & SONOMOTO, 2011).
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A viabilidade técnica, os balan¢gos massicos e energéticos e a economicidade
sdo aspectos relevantes que devem ser considerados na escolha da matéria-prima.
Dessa forma, as matérias-primas para bioprocessos podem ser agrupadas em
funcd@o da estrutura e complexidade molecular dos substratos (reagentes primarios
dos quais o produto é obtido). Em algumas, os substratos encontram-se na forma
polimérica, e sua hidrélise prévia sera necesséria, caso o agente biolégico nédo seja
capaz de sintetizar enzimas que catalisam a despolimerizacdo desses substratos

(PEREIRA, 1991). Assim, essas matérias-primas podem conter:

e Substratos sollveis que podem ser facilmente extraidos e convertidos
prontamente a produto(s), como por exemplo: sacarose, glicose, frutose e
lactose, caldo de cana de acucar, beterraba, melacgo, soro de leite etc.

e Polissacarideos insoluveis, que precisam de tratamento moderado para
solubilizag&o e hidrdlise, antes da conversao a produto(s), como por exemplo:

amido de milho, mandioca, trigo, cevada, batata, etc.

e Polissacarideos insollveis altamente resistentes, que necessitam de pré-
tratamento fisico, seguido de hidrdlise quimica ou enzimatica para produzir
substratos na forma monomérica, que serdo convertidos a produto(s), como

por exemplo: celulose e hemicelulose de matérias primas lignoceluldsicas.

O desenvolvimento das novas tecnologias visa o0 aproveitamento de residuos
agroindustriais, materiais lignoceluldosicos, no intuito de diminuir 0os custos
associados as matérias-primas, que podem atingir 2/3 do custo total de producéo, e
incrementar os niveis de produtividade. H4 que se ressaltar, que a matéria-prima é
um dos componentes mais relevantes nos custos de producdo, havendo casos em
gue pode representar até 75% dos custos totais, sendo esta uma das razdes pelo
crescente interesse no aproveitamento de residuos agro-industriais e florestais como
matérias-primas para a producdo ndo somente de acidos organicos, mas de uma
grande gama de substancias quimicas de forte interesse comercial (BETANCUR &
PEREIRA JR, 2010).
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Quadro 3.3. Producao de acido latico a partir de materiais lignocelulésicos. Fonte: RAHMAN, TASHIRO & SONOMOTO, 2011

. Estratégiade P Yois Qp .
Linhagens Substrato fermentacéo (/L) @/9) | (g/L.h) Referéncias
Celobiose Batelada simples 119 0,83 1,12 Abdel-Rahman et al. (2011a)
Xilose Batelada simples 86,7 0,84 0,90 | Abdel-Rahman et al. (2010a, 2011b)
E. mundtii QU 25 Glicose / Celobiose Batelada simples 35,1 0,91 2,99 | Abdel-Rahman et al. (2010b, 2011a)
' Glicose/ Xilose Batelada simples - 0,83 3,6d Abdel-Rahman et al. (2010b)
Glicose/Xilose/ :
celobiose Batelada simples — -0.79 | 2.6d Abdel-Rahman et al. (2010b)
E. faecalis RKY1 H'drfgggﬁg de Batelada simples 93.0 0.93 1.7 Wee et al. (2004)
E. casseliflavus e Lb. casei Xilose/ Glicose Batelada simples 95.0 - - Taniguchi et al., 2004
S Batelada simples
Lb. bifermentans DSM 20003 | Hdrolisado farelo de com células 628 | 0.83 | 1.17 Givry et al. (2008)
9 imobilizadas
Lb. brevis Sabugo de milho Batelada simples 39.1 0.70 0.81 Guo et al. (2010)
Lb. brevis e Lb. pentosus Hemlce:juéc?%ge palha Batelada simples 7.1 0.95 - Garde et al. (2002)
Lb. casei NCIMB 3254 Bagaco de mandioca BateladSaSISZimples/ 83.8 0.96 1.40 John et al. (2006a)
. . . . 21.1- | 0.74- | 0.15-
Lb. casei subsp rhamnosus Madeira macia Batelada simples 2375 | 083 023 lyer et al. (2000)
Lb. corygléc()srorgls ATCC Celulose SSF 540 | 0.89 0.5 Yanez et al. (2003)
Lb. coryniformis spp. . Batelada
torquens ATCC 25600 Cartdo pré-tratado simples/SSF 23.4 0.56 0.48 Yanez et al. (2005)
Lb. delbreuckii Fibras de alfafa SSF 35.4 0.35 0.75 Sreenath et al. (2001)
Lb. delbreuckii NRRL-B445 Celulose SSF 65.0 0.18 - lyer and Lee (1999a,b)
Lb. delbrueckii IFO 3202 Farelo de arroz SSF 28.0 0.28 0.77 Tanaka et al. (2006)
. ) Celobiose Batelada simples 90.0 0.90 2.25 Adsul et al. (2007b)
Lb. delbrueckii mutant Uc-3 Melago Batelada simples 166 0.95 4.15 Dumbrepatil et al. (2008)
.. . Batelada
Lb. delbrueckii NCIM 2025 Bagaco de mandioca simples/SSF 81.9 0,94 1.36 John et al. (2006a)
Lb. delbrueckii subsp. Bagaco cana de Batelada
delbrueckii Mutant Uc-3 agUcar simples/SSF 670 | 083 | 0.93 Adsul et al. (2007a)
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Lb. delbrueckii UFV H2B20 Graos de cerveja Batelada simples 355 0.99 0.59 Mussatto et al. (2008)
. Residuo da espiga de | Batelada simples/ | 48.7/ | 0.95/ | 1.01/ .
Lb. delbrueckii ZU-52 milho continuo 4420| 092 | 157 Shen and Xia (2006)
Lb. casei e Lb. lactis Data de suco Batelada simples 60.3 - 3.2d Nancib et al., 2009
Lb. lactis RM 2-24 Celobiose Batelada simples 80.0 0.8 1.66 Singhvi et al. (2010)
Lb. lactis RM 2-24 a celobiose SSF 73.0 0.73 1.52 Singhvi et al. (2010)
Os sarmentos Batelada simples 24.0 0.76 0.51 Moldes et al. (2006)
Hidrolisados cascas :
Lb. pentosus de farelo de cevada Batelada simples 33.0 0.57 0.60 Moldes et al. (2006)
Sabugo de milho Batelada simples 26.0 0.53 0.34 Moldes et al. (2006)
Residuos de corte de .
Lb. pentosus ATCC 8041 videira Batelada simples 0,77 0,84 Bustos et al. (2004)
A forragem de milho Fed-batch SSF 74,8 0,65 - Zhu et al. (2007)
Lb. planlarum Fibras de alfafa SSF 46.4 0.46 0.64 Sreenath et al. (2001)
Glucano / 1,47/1
Cellopentaose / Batelada simples 2711, Okano et al. (2010a)
Lb. plantarum (Recombinant) Cellohexaose 27
Arabinose Batelada simples 38.6 0.82 | 3.78d Okano et al. (2009a)
Xilose Batelada simples 41.2 0.89 1.6d Okano et al. (2009b)
Lb. rham;%?/liJSS and Lb. A forragem de milho SSF 2095 | 0.70 | 0.58 Cui et al. (2011)
Lb. rhamnosus ATCC 7469 Lodo de papel BateladSaST:lmpIes/ 73.0 0.97 2.9 Marques et al. (2008)
Lb. rhamnosus ATCC 9595 Bagaco de maga Batelada simples 325 0.88 5.41 Gullon et al. (2008)
(CECT288) biosludge celulésico SSF 39.4 0.36 0.82 Romani et al. (2008)
Farelo de arroz e trigo Batelada simples 129 0.95 2.9 Yun et al. (2004)
Lactobacillus sp. RKY2 Hidrolisado Continuo com
lignocelulosico reciclo de células 27.0 0.9 6.7 Wee and Ryu (2009)
_ Xilose Batelada simples | 33.26 | 0.68 — Tanaka et al. (2002)
Lc. lactis 10-1 Bagaggu(é:?a de Batelada simples | 10.9 | 0.36 | 0.17 Laopaiboon et al. (2010)
Leuconostoc lactis SHO-47 Hidrolisado de Xilana Batelada simples 2,3 - - Ohara et al. (2006)

and SHO-54

E, Enterococcus; Lb, Lactobacillus; Lc, Lactococcus; SSF, sacarificagao e fermentacéo simultaneas.
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3.7. Materiais lignocelulésicos

Os materiais lignocelulésicos sdo os compostos organicos mais abundantes na
biosfera, participando com aproximadamente 50% da biomassa terrestre. O termo
estrutura lignocelulésica (Figura 3.7) refere-se a parte do vegetal que forma a parede
celular (meia-lamela, paredes primaria e secundéria), composta por estruturas
fibrosas, constituidas basicamente por polissacarideos [celulose (40-60%) e
hemicelulose (20-40%)]. Estes componentes estdo associados a uma estrutura
macromolecular contendo substancias aromaticas, denominada lignina (15-25%).
(PEREIRA JR, COUTO & SANTA ANNA, 2008).

Celulose

— Lignina

Hemicelulose

Figura 3.7. Polimeros constituintes do material lignocelulésico. Fonte: SHLESER, 1994

e Celulose. A celulose (C6H1005)n, principal componente da parede celular da
fibra vegetal, € um polimero de cadeia longa composto de um s6 monémero
(glicose), classificado como homopolissacarideo linear e composto por
unidades de B-D-glicose, unidas por ligacdes B (1-4) carbono-carbono. E a
matéria organica mais abundante sobre a Terra, consistindo de

aproximadamente de 50% de toda a biomassa (YANG et al., 2007).

e Hemicelulose. Outro componente essencial da parede celular das plantas é um
polissacarideo formado por diferentes unidades de acucares pertencentes aos
grupos das pentoses, hexoses, acidos hexourdnicos e desoxiexoses; linear ou
ramificado, além de amorfo com massa molar relativamente baixa. Esta
macromolécula esta intimamente ligada a celulose, definindo propriedades a
parede celular e desempenhando funcbes de regulagdo do crescimento e

desenvolvimento das plantas (YANG et al., 2007).
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e Lignina. E uma substancia de estrutura complexa, tridimensional
fenilpropandidica, rica em compostos aromaticos. Formada pela polimerizacao
desidrogenativa dos alcoois trans-coniferilico, trans-p-cumérico e trans-
sinapilico; a propor¢cdo destes trés compostos resulta em diferentes tipos de
ligninas com variagdo da complexidade estrutural, sendo importante destacar
gue a lignina quando é liberada dificulta os processos fermentativos. Presente
em todas as plantas superiores, esta estrutura € responsavel pela rigidez da
parede celular em vegetais (YANG et al., 2007).

Como a biomassa lignoceluldsica, em geral, € recalcitrante e encontra-se em
uma forma que ndo pode ser diretamente atacada por agentes bioldgicos
eficientemente, faz-se necessario fraciona-la para que os polissacarideos possam
ser transformados em acUcares que serdo assimilados, principalmente glicose,
xilose e arabinose. Este processo de transformacao (Figura 3.8) requer inicialmente
um pré-tratamento da biomassa (fisico, quimico, fisico-quimico ou biolégico),

seguido de hidrolise enzimatica.

Hidrdlise enzimatica

Celulose

\ Hemicelulose

Figura 3.8. Pré-tratamento em materiais lignoceluldsicos seguida de hidrélise enzimatica
Fonte: CANILHA et al., 2009

De uma forma geral, pode-se afirmar que estes materiais possuem em sua
composicdo, aproximadamente, 65-75% de polissacarideos (em base seca), que
contétm em suas unidades monoméricas, valiosos glicidios (agucares). Outros

constituintes menores presentes sdo compostos organicos também chamados de
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extrativos (ésteres, alcoois, esteréides e outros) e inorganicos (sulfatos, oxalatos,
carbonatos e silicatos de célcio, potassio e magnésio, principalmente). As
propor¢cdes entre os diferentes constituintes dependem do tipo de material
(PEREIRA JR, PEIXOTO & MELO, 2008).

Quadro 3.4. Composicao de residuos agroindustriais

Composigédo (%)
Fonte - — - -
Celulose Hemicelulose Lignina | Extrativos | Cinzas
Bagaco de cana 33-36 28-30 18-20 4-6 2-4.8
Palha de arroz 32-37 19-24 9-13 4-5 12-18
Sabugo de milho 34-36 16-24 15-19 2-6 2-4
Palha de trigo 30-33 22-28 14-18 3-7 3-7
Palha de sorgo 34-36 25-26 25-26 - -
Jornal impresso 40-55 25-40 18-30 - -
Madeiras ~50 ~20 15-20 Até 10 Até 5

Fonte: BORGES & PEREIRA., (2011)

Dentre os residuos agroindustriais de composicéo lignocelulésica de maior
importancia destacam-se: bagaco e palha de cana-de-acucar; sabugo e palha de
milho; palhas de trigo e arroz, restos de madeira processada e residuos municipais
baseados em papel (Quadro 3.4). Especificamente para o bagaco de cana-de-acucar,
s6 2013-2014 foi estimada em torno de 185 milhdes de toneladas de bagaco (MAPA,
2014).

3.7.1. Pré-tratamento dos materiais lignocelulosicos

O pré-tratamento tem a finalidade de alterar a estrutura lignocelulGsica, para
aumentar a acessibilidade da celulose as enzimas que convertem os carboidratos
em acucares fermentaveis, além da remocdo de grande parte da fracéo
hemiceluldsica e da lignina. O pré-tratamento de biomassa lignocelulésica é uma
etapa que aumenta significativamente a eficiéncia da hidrolise enzimética da
celulose para posterior fermentacdo, realizada por leveduras ou bactérias
(RAHMAN, TASHIRO & SONOMOTO, 2011).
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Existem diferentes tipos de pré-tratamentos, em relacdo a sua natureza podem
se classificar em trés grupos: fisicos, quimicos e biolégicos, sendo as melhores
opcOes de pré-tratamento aquelas que combinam elementos, principalmente fisico-
quimicos (RAHMAN, TASHIRO & SONOMOTO, 2011).

apresentam alguns exemplos de pré-tratamentos e as mudanc¢as geradas na matriz

No quadro 3.5 se

do material. Para o presente trabalho o se tem combinacdo de elementos fisicos
(moagem) e pré-tratamento &cido para a hidrélise e separacdo da fracao
hemiceluldsica, seguido do pré-tratamento alcalino para remoc¢ao de parte da fracao

de lignina, tornando as fibras de celulose acessiveis ao ataque enziméatico.

Quadro 3.5. Métodos de pré-tratamentos de materiais lignocelulésicos para hidrélise
enzimatica

Operac0Oes ou fatores que

Método .
ocasionam mudanca na estrutura

Tipo de mudanca

Moagem e trituracdo (bola, energia
vibratéria, rolo duplo, presssao,
martelo); radiacao (raios de elétrons,
raios v, micro-ondas), altas
temperaturas (pirolises, explosdo a
vapor).

Aumento da area superficial e
tamanho dos poros da particula,
diminuicao do grau de
polimerizacéo.

Fisico

Deslignificacdo, diminuicdo do grau
de polimerizacéo e cristalinidade da
celulose associada com inchaco da

Bases, acidos,
oxidantes e

gases,
redutores,

agentes

Quimico solventes

organicos.

amostra, aumento da porosidade.

Bioldgico

Bolor branco (Pleurorus,
Pycnoporus, Ischnoderma, Phlebia,
etc).

Deslignificacdo e reducdo do grau
de polimerizacdo da celulose e
hemicelulose.

Combinado

Tratamento alcalino associado com
explosao a vapor, moagem
acompanhada com tratamento
alcalino ou tratamento acido.

Degradacdo da  hemicelulose,
deslignificacdo, aumento da éarea
superficial e tamanho dos poros.

Fonte: RABELO, SARITA CANDIDA, 2010

3.7.2. Hidrélise enzimatica da celulose

A hidrélise enzimética da celulose € catalisada por enzimas altamente
especificas, chamadas de celulases (Figura 3.9) que sdo um complexo enzimatico

composto por pelo menos trés grandes grupos de celulases:
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v' Endoglucanases: que clivam randomicamente as liga¢cfes internas da regido
amorfa, liberando oligossacarideos com terminac¢des redutoras e ndo redutoras

livres.

v' Exoglucanases: subdivididas em celobiohidrolases, que sdo responsaveis pela
hidrélise dos terminais redutores (CBHSs do tipo ) e ndo redutores (CBHSs do tipo
I), e glucanohidrolases (GHSs), que sdo capazes de liberar moléculas de glicose

diretamente dos terminais do polimero.

v" B-glucosidases: que hidrolisam a celobiose e oligossacarideos sollveis de baixo
grau de polimerizagdo (menor que 7) a glicose. As enzimas do complexo
celulasico sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrolise (ARANTES &
SADDLER, 2010).

(A) ‘ Amorfogensss da
celulose microcristalina

I

Grau de polimerizagio > 6 (5) J§  Hidrolise de cadzias de
I celulose insoliveis

P oo e
ondpe oooe P

Grau de polimerizagio < 6 (-, | Hidrolise de
§ olizossacaridzos soliveis

’ Endoglucanases o) Hidrolise da calobiose
, Exozluocanases

’ B-glucosidasss Q Q Q Q:

P o " ® a®®

Figura 3.9. Amorfogénese da celulose microcristalina e agdo das enzimas que fazem parte
do complexo celulasico (ARANTES & SADDLER, 2010)

Individualmente, as enzimas do complexo celulasico ndo hidrolisam a celulose

de maneira eficiente, sendo necesséaria uma agdo em conjunto (sinérgica), para que
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o rendimento grupal seja melhor do que a soma dos rendimentos individuais, tendo

assim trés formas de sinergia (LYND et al., 2002):

e Sinergia endo-exo: as endoglucanases atuam nas regides amorfas, liberando
terminais redutores e ndo redutores, nos quais atuardo as CBHs do tipo | e do
tipo I, respectivamente.

e Sinergia exo-exo: as CBHs | e CBHs Il atuam simultaneamente nos terminais

redutores e ndo redutores liberados pelas endoglucanases.

e Sinergia exo-BG e endo-BG: as exoglucanases e endoglucanases liberam
celobiose e oligossacarideos, respectivamente, que sao substratos da

B-glucosidase.

Durante a hidrolise de substratos sollUveis, ocorrem basicamente os seguintes
fendmenos: a adsorcdo das celulases aos sitios disponiveis no substrato celulésico;
formacdo de um complexo ativo celulases-substrato; hidrolise das ligacoes
glicosidicas do polimero celulésico; e dessorcdo do complexo celulasico do
substrato hidrolisado (ZHANG & LYND, 2004).

A hidrélise enzimatica da celulose é geralmente realizada sob condicGes
brandas (pH 4,8 e temperatura entre 45°C e 50°C), ndo acarreta problemas de
corrosao dos equipamentos, permite maiores rendimentos (75%- 85%) e possibilita a
sacarificacdo e fermentacdo simultaneas SSF (LYND et al., 2002; ZHANG & LYND,
2004).

3.8. Bagaco de cana-de-acucar

Um importante subproduto lignocelulésico agroindustrial é o bagaco de cana-
de-acucar (Saccharum officinarum), residuo fibroso dos colmos da cana
remanescente apdés o esmagamento e extracdo do caldo da cana-de-acucar. As
usinas de acuUcar geram aproximadamente 270 — 280 kg de bagaco (50% de
umidade) por tonelada de cana-de-agucar, representando cerca de 30% do total

produzido.
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Tradicionalmente € principalmente utilizado na geracao de vapor e eletricidade
necessaria as plantas de processamento de acgucar e etanol; sendo,
tradicionalmente, queimado em caldeiras de baixa eficiéncia para produzir
guantidades modestas de energia, 0 bagagco remanescente € geralmente estocado,
constituindo um problema ambiental devido ao risco de combustéo espontanea e ao
mesmo tempo constitui uma fonte de recurso renovavel (BAUDEL et al., 2005;
PESSOA-JR et al., 2005).

O bagaco é composto de celulose (32-44%), hemicelulose (27-32%), lignina
(19-24%) e cinzas (4,5-9%). Quimicamente, o bagaco contém cerca de 50% de
celulose, 30% de pentoses e 2,4% de cinzas (SOCCOL et al., 2010). Devido ao seu
alto contetdo de carboidrato (celulose e hemicelulose), relativo baixo contetudo de
lignina e sua disponibilidade como produto de residuo industrial (baixo custo), o
bagaco é particularmente um substrato apropriado para a bioconversdo para uma
grande variedade de produtos de valor agregado por processos microbianos,
biocombustiveis e produtos quimicos, como o acido latico. Para este tipo de
aproveitamento é necessaria a liberacdo dos glicideos constituintes das diferentes
fracbes hemicelulésica e celul@sica, utilizando pré-tratamentos economicamente
viaveis que permitam a extracdo com pouca degradacdo dos acucares e baixas

concentracfes de inibidores.

A taxa de consumo de 4&cido latico tem crescido em média 15 %
(HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000), justificando a necessidade de diminui¢do dos
custos de producdo associados principalmente a matéria-prima e etapas de
separacdo e purificacdo. O que corresponde a matéria-prima o uso de materiais
lignocelulésicos para producdo de acido latico de segunda geracdo, de forma
eficiente e economicamente viavel, dentro da Biorrefinaria, (PEREIRA JR, COUTO &
SANTA ANNA, 2008).
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3.9. Aproveitamento de materiais lignocelul6sicos no contexto de biorrefinaria

O aproveitamento de materiais de composi¢ao lignocelulésica tem focalizado a
producdo nao convencional de produtos de valor agregado como o &cido D(-) latico,
dentro do conceito, do que vem sendo denominado, de Biorrefinaria.

Biorrefinaria € um termo relativamente novo, que se refere ao uso de matérias-
primas renovaveis, principalmente biomassa lignocelulésica, de maneira mais
integral e diversificada, para a producao de uma variedade de valiosas substancias e
energia, com minima geragcdo de residuos e emissdes (PEREIRA JR, COUTO &
SANTA ANNA, 2008).

O conceito de Biorrefinaria € construido com base em duas plataformas
diferentes, ambas visam fornecer blocos de construcdo para a obtencdo de
diferentes produtos. A plataforma biotecnoldgica focaliza a fermentacéao dos glicidios
(acucares) extraidos das biomassas por processos hidroliticos. A plataforma
termoquimica enfoca a gaseificacdo ou a pirdlise da biomassa e de subprodutos dos
processos de conversdo. Sendo a plataforma biotecnoldgica aquela sobre a qual o
presente trabalho esta baseado (PEREIRA JR, COUTO & SANTA ANNA, 2008).

3.10. Sacarificacdo e Fermentacdo Simultanea
(Simultaneous Saccharification and Fermentation — SSF)

Neste processo, a hidrdlise enzimatica de celulose e a fermentacédo ocorrem na
mesma etapa (Figura 3.10). Essa estratégia de processo apresenta inumeras
vantagens, dentre elas: a reducdo da inibicdo das celulases pelos seus produtos de
hidrolise, uma vez que os glicidios ndo se acumulam no meio; menor complexidade
e custo do processo, pois reduz o numero de reatores; minimizacdo dos riscos de
contaminacao, devido as baixas concentracfes de acgUcar livre no meio; e maiores
rendimentos de hidrélise, ja que o equilibrio das reacBes enzimaticas s&o
deslocados no sentido de formacdo de mais produto, visto que a glicose é
concomitantemente consumida (TAHERZADEH & KARIMI, 2007).
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Figura 3.10. Diagrama de blocos do processo SSF. Adaptado de PEREIRA JR, 2010.
PSP: Processo de separacgédo e purificacdo

Entretanto, o ndo favorecimento da cinética enzimatica devido a necessidade
de conduzir o processo dentro da faixa Otima do micro-organismo fermentador
constitui uma desvantagem. Em relacdo a este aspecto, estudos tém sido realizados
no sentido de produzir celulases que atuem em valores de pH e temperatura
proximos daqueles 6timos para o processo fermentativo (TAHERZADEH & KARIMI,
2007).

3.11. Planejamento Experimental

O planejamento experimental vem sendo muito usado para avaliar e otimizar
processos industriais, pois € uma ferramenta que busca facilitar o estudo de um
sistema, diminuindo a quantidade de experimentos necessarios para obtencdo de
informacdes sobre o comportamento do mesmo. Segundo BOX & HUNTER (1987),
o planejamento experimental fatorial facilita a elaboracdo de modelos, interagindo os

dados; fazendo comparacées, buscando similaridades, diferencas e tendéncias.

Quando ha a necessidade de investigar um grande numero de fatores para
estabelecer aqueles mais importantes, emprega-se um projeto que permite verificar
os efeitos principais do maior nimero possivel de fatores, com um menor namero de
observacfes (RODRIGUES, 2010). Tais projetos sdo chamados projetos saturados,
porque toda a informacdo € usada para estimar os efeitos principais, ndo restando

graus de liberdade para estimar os efeitos de interacdo e as vezes, nem 0 erro
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experimental (BARROS NETO et al., 1996). Um exemplo deste tipo de planejamento

saturado é o planejamento de Plackett-Burman (PB).

Os planejamentos de PB sdo planejamentos fatoriais fracionarios através dos
guais se podem estudar muitos fatores com poucos ensaios. Neste caso, os fatores
considerados sdo os parametros cinéticos do modelo e as respostas sdo as
concentracbes de células, substrato e produto. Maiores detalhes sobre os
planejamentos de PB podem ser obtidos em PLACKETT & BURMAN (1946).

Com o numero de variaveis reduzidas é possivel o desenvolvimento de
planeamentos experimentais mais complexos que como o caso do Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), que permite desenvolver um modelo empirico
para o processo estudado e obter respostas com maior precisdo. O planejamento
DCCR permite uma combinacgéo de todas as variaveis em todos os niveis, obtendo-
se assim a analise de uma variavel, sujeita a todas as combinacdes das demais e
realizar estudos de otimizacéo de processos para determinacéo de condi¢cbes Otimas
(BRUNS, 1995).

3.12. Considerac¢des gerais

A demanda por combustiveis, bens de consumo e de servi¢o tém intensificado
a pesquisa e desenvolvimento para a utilizacdo de forma mais diversificada e
integral de matérias-primas renovaveis, em substituicdo as fontes fosseis. Isso tem
estimulado pesquisadores e empresas de diversos paises, que contam com amplos
mecanismos de apoio governamental, a buscar o desenvolvimento de novas

tecnologias, visando a instalacdo de biorrefinarias analogas as refinarias de petroleo.

A utilizacdo de biomassas residuais é de grande interesse e importancia na
medida em que ndo ha demanda de aumento da extensdo de areas agricultaveis. O
gue se tenciona é transferi-las da posicao de residuos sélidos para a posicédo de
matérias-primas valiosas visando a producdo de combustiveis e de outras
substancias quimicas. Os avancos nesta area sinalizam que, seguramente, o

aproveitamento de matérias-primas renovaveis, incluindo os seus residuos, revertera
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a dependéncia mundial por fontes fésseis. Assim, matérias-primas nao tradicionais
devem ter seu potencial avaliado em processos de producdo de biocombustiveis e
substancias quimicas de alto valor agregado como o &cido D(-) latico na plataforma
bioquimica da biorrefinaria (PEREIRA, 2005).

Para o caso especifico do &cido D(-) latico, sua obtencdo s6 pode ser feita a
traves de processos fermentativos, porem a importancia no desenvolvimento de
processos que permitam uma producdo viavel economicamente, neste caso focando a
reducdo de custos associados a matérias primas e fatores nutricionais, além da
procura de micro-organismos homofermentativos com alta seletividade para producao

de acido D(-) latico como é o caso das bactérias acido lacticas do género Lactobacillus.

Sumariamente, na estratégia de operacéo visada no presente trabalho inclui
realizar o pré-tratamento quimico em condicdes moderadas do material
lignocelulosico, que resulta na hidrolise da hemicelulose e eliminagcdo da maior parte
da lignina, seguido de pré-hidrélise enzimatica da celulose, que foi na sequencia
associada (integrada) a um processo de bioconversdo, denominado de processo
SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation), com o intuito de inserir a

producéo de acido latico de 22 geracdo no contexto de Biorrefinaria.

Os isébmeros puros do acido latico sdo obtidos por sintese microbiana, tendo
importancia relevante nas propiedades dos biopolimeros de PLA, as quais
dependem da aplicacéo especifica. No caso do isdbmero D(-) latico, sua insercao na
matriz polimérica afeita o grau de cristalinidade e como consequéncia suas
propiedades mecanicas, oferecendo uma estrutura amorfa com maior grau de
biodegradabilidade. A demanda do acido latico tem estimado um aumento entre 5 a
8% anualmente, com uma producéo estimada de 367.300 tonelada para o ano 2017
e um mercado no sector de biopolimeros em torno de um bilhdo de ddlares por ano,
sendo necessario chagar a valores de producdo de 0,8 US$/kg para alcancar e
manter viabilidade econbmica, justificando assim pesquisas para o desenvolvimento

de processos de segunda geracéo.
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CAPITULO 4

METODOLOGIA

Neste capitulo sdo apresentados os materiais e métodos utilizados para o

desenvolvimento dos experimentos do presente trabalho, os quais ficaram divididos

em trés etapas:

a)

b)

Selecdo do micro-organismo com potencial para producdo de acido D(-)
latico, cujos experimentos tiveram inicio ap0s a ativagdo das células,
armazenadas em ampolas de liofilizacdo, método utilizado para preservagao

de células a mediano prazo.

Com o micro-organismo selecionado foi padronizado o tempo de preparo do
indculo e foram desenvolvidos planejamentos experimentais em frascos
agitados para otimizacado do meio sintético de fermentacéo e obtencdo de um
meio de composicao simples, o qual foi avaliado posteriormente em biorreator

instrumentado.

Finalmente, o material lignocelulosico, neste caso, bagaco de cana-de-
acucar, foi submetido a pré-tratamento e pré-hidrélise enzimatica para
avaliacdo preliminar da estratégia de sacarificacédo e fermentacdo simultaneas
(SSF) em frascos agitados, visando a producdo de acido D(-) latico de

segunda geracéao.

No diagrama (Figura 4.1) se apresenta de forma geral o esquema para 0s

ensaios de laboratdrio. O banco de micro-organismo corresponde a padronizacao

das amostras de origem para os experimentos, foi feito um estoque de amostras

congeladas tendo como agente crio-protetor o glicerol.
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PROPAGACAO
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EnE FERMENTACAO ¢

e —— B —
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BANCO DE DETERMINAGAO DE DETERMINACOES
MICRORGANISMOS BIOMASSA QUANTITATIVAS

Figura 4.1. Esquema geral das etapas para desenvolvimento dos ensaios para producéo de
acido D(-) latico

A primeira etapa dos experimentos inicia com a preparagdo dos meios de
cultivo e fermentacao, os quais foram levados a uma condi¢cdo de anaerobiose pela
injecdo de N, e posteriormente esterilizados em autoclave; seguidamente se tem a
etapa de ativacdo do micro-organismo e preparo do indculo em frascos de penicilina;
posteriormente a etapa de fermentacdo em frascos agitados ou biorreator; apos da
fermentacdo se tem a separacdo da biomassa bacteriana e o meio fermentado e

finalmente as determinacdes quantitativas.

4.1. Material microbiologico

4.1.1. Micro-organismo utilizado

O laboratério de Desenvolvimento de Bioprocesso da EQ/UFRJ conta com
guatro amostras importadas de micro-organismo produtores de acido latico (Quadro
4.1). As linhagens de Lactobacillus foram obtidas do banco de cepas americano
“American Type Culture Collection - ATCC”, mantidas em liofilizacdo, armazenadas
em ampolas devidamente lacradas, isenta de luz. As linhagens foram ativadas
mediante a suspensao de células em um meio liquido MRS (Manga-Rogosa-Sharpe,

Quadro 4.2), para obtencéo das células microbianas.
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Quadro 4.1. Bactérias produtoras de 4cido latico

Micro-organismos estudados Cdédigo de identificacéo
Lactobacillus delbrueckii lactis ATCC 12315
Lactobacillus helveticus ATCC 15009
Lactobacillus coryniformis torquens ATCC 25600
Lactobacillus coryniformis coryniformis ATCC 25602

Quadro 4.2. Composi¢cao do meio MRS

Componente Concentracao
g/L
Peptona 10,0
Extrato de carne 10,0
Extrato de levedura 50
Glicose 20,0
Polisorbato 80 1,0
Citrato de aménio 2,0
Acetato de sodio 50
Sulfato de magnésio 0,1
Sulfato de manganés 0,05
Fosfato dipotassico 2,0

pH: 6,5+0,2

Inicialmente, o meio MRS foi preparado e esterilizado. Em seguida tubos de
ensaio contendo aliquotas de 5 mL deste meio foram utilizados para promover a
ativacdo das células liofilizacadas (de forma separada para as quatro linhagens),
gue foram transferidas assepticamente para o meio de manutencdo e incubadas a
37°C por 24 horas em camara de anaerobiose. Posteriormente, foram feitos ensaios
em meio sintético MRS para a selecdo da linhagem com maior potencial para a

producéo de acido D(-) latico.

4.1.2. Manutenc¢do do micro-organismo

Como método de preservacao foi utilizado o congelamento (-80°C) usando
glicerol como agente protetor. Foi feita a ativacdo e propagacgédo da cultura em

frascos de penicilina contendo 50 ml de meio MRS a temperatura de 37°C e 120 rpm
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por 12 horas em condicdo de anaerobiose. Posteriormente as células foram
separadas por centrifugacdo a 8000 rpm por 10 min e resuspendidas em uma
mistura de meio MRS com glicerol 50% a fim de preservar a integridade celular, e

estocadas em criotubos dentro de camara asséptica.

4.1.3. Observacao microscopica

ApOs o crescimento bacteriano nos meios de cultura, foram retiradas amostras
assepticamente e preparados esfregacos em laminas para posterior coloracéo,
seguindo o método Gram. As preparacdes foram analisadas por microscopia éptica,

usando microscopio binocular com aumento de 1000x.

4.2. Meios empregados para ativagcdo, propagacao e fermentacao

Em todos os experimentos, as células foram ativadas e propagadas em meio
liquido MRS. As etapas de ativacdo e de propagacao foram feitas em frascos de
penicilina, onde o oxigénio presente no meio de cultura foi reduzido com injecao de
nitrogénio gasoso por 10 min, seguido de esterilizagdo em autoclave durante 10 min,

sob presséo de 0.5 kgi/cm? e temperatura de 120°C.
4.2.1. Ativacéao de células congeladas para obtencéo do pré-indculo

Foram utilizados frascos de penicilina de 100 mL contendo 50 mL de meio
MRS reduzido e esterilizado. Em cada frasco foi injetado o contetdo de um criotubo,
com aproximadamente 1,3 ml da mistura MRS-glicerol contendo as células
bacterianas em camara asséptica. Os frascos contendo a células suspendidas em
meio fresco MRS foram mantidos em agitacdo de 120 rpm, temperatura de 37°C
durante 7 horas (aproximadamente a metade da fase exponencial) atingindo uma

concentracdo e condicbes metabdlicas apropriadas células no pré-indculo.
4.2.2. In6culo

Para o preparo do indculo foram igualmente utilizados frascos de penicilina de

100 mL contendo 50mL de meio MRS reduzido e esterilizado. No meio foi injetado
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um inéculo de 10% (v/v) contendo as células bacterianas ativas, dentro de camara
asséptica. Os frascos contendo a células suspendidas foram mantidos em agitacédo
de 120 rpm, temperatura de 37°C durante 7 horas (aproximadamente a metade da
fase exponencial) atingindo uma concentracdo de células e condi¢cdes metabdlicas
apropriadas para obtencédo do inéculo destinado a etapa de fermentacao.

4.2.3. Meios de Fermentacgéo

Inicialmente, foi utilizado o meio MRS como meio sintético de fermentacéo,
com ligeiras variagbes na concentragéo inicial de glicose. Para os ensaios do efeito
da presenca de xilose, foi mantida a composi¢cdo do meio MRS, tendo a substituicéo
da glicose por xilose. Posteriormente, a composi¢cdo do meio sintético foi modificada
de acordo com planejamentos experimentais para estudo dos efeitos dos
componentes do meio MRS na producdo fermentativa de &cido D(-) latico e
finalmente a otimizacdo para obtencdo de um meio de composi¢cado simples, tendo

como fonte de carbono em todos os casos glicose.

4.3. Ensaios de fermentacéo em frascos agitados

As fermentacdes foram realizadas em frascos de penicilina de 100 mL
contendo entre 50 mL e 80 mL do meio correspondente de acordo com as
concentracfes de nutrientes definidas pelo planejamento experimental. O meio de
fermentacdo foi reduzido e esterilizado, posteriormente no meio foi injetado um
in6éculo de 10% (v/v) contendo as células bacterianas ativas dentro de camara
asseptica. As fermentacdes foram sob agitacdo de 120 rpm, a 37°C. Os tempos de
fermentacdo foram definidos de acordo com o planeamento experimental na faixa
entre 12 a 24 horas. Alguns experimentos foram desenvolvidos sem controle de pH,
para experimentos com controle de pH, foi adicionado CaCO; (5%) como agente
neutralizante. O crescimento celular e consumo de substrato foram monitorados
para 0s experimentos de cinéticas de crescimento; o consumo de substrato e

formacao de produtos foram acompanhados durante as fermentacgoes.
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Em todos os experimentos em frascos foram retiradas aliquotas de 1 mL, com
auxilio de seringa e agulha estéril em camara asséptica. As amostras foram
centrifugadas a 10000 rpm durante 10 minutos, sendo o sobrenadante destinado
para dosagens de acuUcares e produtos, por cromatografia liquida; o sedimento
(células) foi completado até 2 mL com &gua destilada e homogeneizado em
agitador tipo vortex, para promover a ressuspensdo das células antes da
guantificacédo por espectrofotometria correlacionada com peso seco.

4.4. Fermentagdo em biorreator instrumentado com de meio sintético

Figura 4.2. Biorreator BIOFLO IIl (New .Brunswick) utilizado na producgéo de &cido latico

Para a realizacdo das fermentacbes sob condi¢cdes controladas foi utilizado
biorreator instrumentado (New Brunswick BioFlo 310®, Figura 4.2), agitado
mecanicamente, empregando um vaso reacional de 2L, contendo 800 mL de meio
de fermentacdo. Os experimentos conduzidos em batelada foram controlados
automaticamente a uma temperatura de 37°C, agitacao de 120 rpm, e pH entre 6,5-
7,0 monitorado utilizando-se um eletrodo de pH esterilizado e controlado mediante a
adicdo de NaOH (4M). A operacéo foi conduzida em batelada simples com o meio

de fermentacgé&o resultante dos planejamentos em frascos agitados.
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4.5. Fermentacédo da fracao celuldsica do bagaco de cana-de-agucar

O bagaco de cana-de-agucar possui uma fragdo com alto conteddo de
celulose, que pode ser utilizada para a obtencdo de &cido D(-) latico por
fermentacdo, mediante técnicas que possibilitem o aproveitamento de glicose
contida no residuo. Entre as técnicas que podem ser avaliadas encontra-se a

sacarificacdo e fermentagdo simultanea (SSF).

45.1. Pré-tratamento acido

O Bagaco de cana-de-acUcar (Saccharum spp.) cedido pela Destilaria Costa
Pinto (SP-Brazil), foi previamente lavado, seco e entdo cominuido em moinho.
Inicialmente uma etapa de pré-tratamento acido foi realizada para desorganizar a
matriz de composicado lignocelulésica visando remocdo da fracdo hemiceluldsica
(Figura 4.3).

Figura 4.3. Etapas do pré-tratamento &cido: Bagaco in natura (a), Exposi¢do do bagaco ao
acido (b,c), Distribuicdo em frascos (d), Tratamento térmico em autoclave (e), Distribuicdo
em prensa hidraulica (f), Prensagem para separagéo do bagaco acidificado (celulignina) (g)
da frag&o hemicelul6sica (h).

As condicdes para a realizagdo do pré-tratamento acido foram as seguintes:
H,SO4, 1,09% (v/v); relacdo solido-liquido 1:2,8 (g/ml) e temperatura de exposi¢ao
do bagaco de 121°C, durante 30 minutos em autoclave (BETANCUR, 2010). O
hidrolisado, licor resultante deste processo (hemicelulose), foi separado utilizando

uma prensa hidraulica. Posteriormente o bagaco resultante foi submetido a um
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processo de lavagem, ajuste do pH em torno de 5, com adi¢céo de solugao de NaOH

4M, finalmente o material foi submetido a secagem.

45.2. Pré-tratamento alcalino

A celulignina, resultante da metodologia para obtencdo de hemicelulose
(pré- tratamento acido), foi submetida a deslignificacdo mediante um tratamento
alcalino, com NaOH 4% (m/v) e uma relacdo solido-liquido 1:20, seguido de
tratamento térmico a 121°C, durante 30 minutos em autoclave, conforme mostra a
Figura 4.4. Sequencias de lavagens com agua foram feitas, garantindo a eliminacéo
da lignina seguido do ajuste do pH em torno de 5 com adicdo de H,SO, 1% e
posterior secagem, gerando a celulignina parcialmente deslignificada (VASQUES,
2007).

. |‘ .

Figura 4.4. Etapas do tratamento alcalino: Celulignina sendo pesada (a,b); Tratamento
alcalino com NaOH diluido (c); Tratamento térmico em autoclave (d); Celulignina obtida/licor
alcalino (e); Separagdo em prensa hidraulica(f), Sequéncia de lavagens até clarificagdo da
agua utilizada para remocao da lignina (h).

4.5.3. Pré-hidrélise enzimatica e a concepcdo de SSF

ApOs os pré-tratamentos quimicos com acido e base diluidos, foi realizada a
etapa de pré-hidrolise enzimética, na qual a celulose pdde ser convertida a aglcares

fermentaveis (glicose). Dessa forma, a celulignina pré-tratada alcalinamente e
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lavada com agua destilada foi submetida a hidrélise enzimética com uso de um
preparado celulasico comercial (Multifect, Genencor, USA). A pré-hidrolise foi
desenvolvida em frascos agitados, utilizando-se uma atividade enzimatica de 25
FPU/g, sob temperatura constante de 50°C, relacao sélido-liquido 3:10 durante 12
horas (SANTOS, 2009). A Figura 4.5 apresenta a celulignina seca obtida apés a
deslignificacdo; apds a adicdo da enzima e o meio obtido apds o periodo de hidrdlise

enzimatica.

Figura 4.5. Aspecto da celulignina apds a deslignificacdo (a); apés a adicdo de enzimas e
meio (b) e aspecto ap6s a hidrélise enzimética em frascos agitados (c).

O hidrolisado celulésico de bagaco de cana-de-agucar para a fermentacao foi
suplementado com o meio resultante dos planejamentos experimentais, 0 processo
SSF foi conduzido em frascos agitados, com o emprego de 10% v/v de inéculo a

uma temperatura de 37°C, 120 rpm sem controle de pH por um tempo de 16 horas.

4.6. Métodos Analiticos

4.6.1. Determinacao de biomassa

A concentracdo de massa celular foi acompanhada por espectrofotometria a
600 nm (LEAL, 1998) tendo agua destilada como referéncia de calibragao.
Inicialmente, uma curva padrdo correlacionando o peso da massa seca das células
com a absorvancia foi construida usando a biomassa obtida do cultivo em frascos de
penilicina de 100 mL contendo 70 mL de meio de ativacdo, a 37°C em agitador
rotatério a 120 rpm. ApGs 7 horas de incubacao diferentes diluicdes foram feitas e

para cada concentracdo de biomassa foi determinada a absorbancia a 600nm. A
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massa seca foi determinada apos a centrifugacdo do meio fermentado a 10000 rpm
por 10 min, seguido de lavagem das células com agua destilada e nova
centrifugacéo e posterior secagem em dissecador até peso constante.

4.6.2. Determinagdes quantitativas

Inicialmente, a concentracdo de glicose residual foi medida no sobrenadante
livre de células pelo método oxidase-peroxidase utilizando um kit enzimatico
(Laborclin, Pinhais, Brazil), e uso de curva padrdo. A quantificacdo das amostras,
contendo glicose e xilose, foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em cromatografo ‘Waters’ (Sistema de bombeamento modelo 510, injetor
Rheodyne, detector de indice de refracdo modelo 410), acoplado a uma coluna de
troca cationica Aminex HPX-87P, fabricada pela Bio-Rad.

As concentracfes dos produtos das fermentacdes foram determinadas por
CLAE em cromatégrafo ‘Waters’ (Sistema de bombeamento modelo 510, injetor
Rheodyne), acoplado a uma coluna C18 (250mm x 4,6 mm, 9 um; Strodsll Peek),
com indice de deteccdo no UV, a 210 nm, propria para quantificacdo de acidos
organicos. As concentracdes das substancias analisadas nas amostras foram
calculadas por comparacédo com padrdes externos de concentracdo conhecida, com

areas cromatograficas calculadas pelo proprio equipamento.

4.6.3. Determinacao do isémero de acido latico

O enantidbmero do acido latico produzido foi determinada por cromatografia
liuida de alta eficiéncia com fase estacionaria quiral (CLAE-FEQ), através do
detector ultra-violeta (UV/VIS) — 254 nm e fase mével CuSO, 0,001 mol/L. A
identificacdo do enantibmero D(-) latico foi mantida para as amostras finais de cada

experimento a fim monitorar a formacao exclusiva do isbmero de interesse.
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Figura 4.6. Cromatograma para identificagdo dos isbmeros do acido latico

De forma geral os principais tipos de interacdes, responsaveis pela
discriminagdo, entre os enantibmeros de um analito e o seletor quiral, no sentido
decrescente de intensidade, sdo: interacdo couldémbica, ligacdo de hidrogénio e
interacdo estérica (muito forte), interacdo -1 e ion-dipolo (fortes), interacédo dipolo-
dipolo (intermediaria), interacdo dipolo-dipolo induzido (fraca) e dispersédo de London
(muito fraca). As interacdes couldmbicas e do tipo T-T1 podem ser atrativas ou

repulsivas, a estérica € repulsiva e as demais séo todas atrativas. (BERTHOD, 2006)

Para o presente trabalho, o mecanismo de separacdo e idenficacdo dos
enantiomeros estdo baseados na formacdo de complexos diastereoisomeéricos
ternarios envolvendo um enantidbmero de uma molécula quiral (L), L-prolina; um ion
de um metal de transicdo (M), Cu®*; e os enantidmeros do analito racémico (R e S).
Os complexos formados, representados por L-M-R e L-M-S, podem ser separados
se possuirem estabilidades diferentes, reflexadas nos diferentes tempos de
retencdo. (BERTHOD, 2006).

4.6.4. Medida do pH

O pH do meio livre de células foi determinado utilizando o potenciémetro da
Marca Digimed, modelo MS-21, na temperatura de 25°C, para 0s experimentos em

frascos agitados o pH inicial e final foi estimado mediante fita colorimétrica.
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Foi realizado um planejamento Plackett & Burman (PB), para determinacéo dos

componentes do meio com maio significancia para producédo de acido D(-) latico. A

partir dos resultados obtidos do planejamento PB, foi conduzido um Delineamento

Composto Central Rotacional (DCCR), para otimizagao

do meio de fermentacéo

sendo como principais critérios: reducdo da concentracdo dos componentes e

maximizar a producéo de acido D(-) latico.

4.8. Avaliagéo de resultados

a) Fator de rendimento de producéo de acido latico (g/g)
Y P/S — (AP/-AS)= (P-Po)/ (So-S)

Sendo:

P: Concentracao final de acido latico (g/L)
Po: Concentracao inicial de acido latico (g/L)
S: Concentracéo final de substrato (g/L)

So: Concentracao inicial de substrato (g/L)

b) fator de rendimento para crescimento celular (g/g)

Y xis= (AX/-AS)= (X-Xo)/ (So-S)

Sendo:

X: Concentracéo final de biomassa (g/L)
Xo: Concentracéo inicial de biomassa (g/L)
S: Concentracéo final de substrato (g/L)
So: Concentracao inicial de substrato (g/L)

Lizeth Yuliana Acevedo Jaramillo



66

¢) Produtividade volumétrica (g/L.h)

Qp = (P-Po)/ t;

Sendo:

P: Concentracéo final de acido latico (g/L)
Po: Concentracgéo inicial de &cido latico (g/L)
t;: Tempo de fermentacgao (h)

d) Eficiéncia do processo (%)

Y p/s(Processo)
= *

Ef = 100
f Yp/s(Tebrico)

A eficiéncia de acido D(-) latico é medida de acordo com a quantidade de
acido produzido/l g de substrato consumido (expressos em porcentagem), a partir
do valor de Yrss tedrico para bactérias laticas homofermentativas. Para cada mol de
substrato sdo produzidos dois mols de acido latico, sendo una eficiencia
representativa del rendimiento teérico (Ypss teorico, 1,0 g &cido latico / g de glicose
consumida) (RAHMAN, TASHIRO & SONOMOTO, 2013).
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CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente capitulo foi destinado a exposicdo e discussdo dos resultados,
obtidos a partir dos experimentos planejados para elaboracdo desta dissertacao.
Nos estudos para selecdo da linhagem com maior potencial para producdo de acido
D(-) latico foram desenvolvidos experimentos em frascos de penicilina, por conta da
necessidade de se reduzir a concentracédo de oxigénio em todos os meios de cultivo.
Nos estudos de otimizacdo do meio sintético de fermentacdo, foram realizados
planejamentos experimentais e os efeitos sobre a variavel de resposta escolhida,
concentracdo de &cido latico, foram analisados a partir de metodologias de
superficie de resposta, definindo o meio sintético otimizado para a operacao do
processo, o qual foi avaliado em biorreator instrumentado. Finalmente, foi conduzido
um experimento em frascos conicos a fim de se avaliar a producdo de acido D(-)
latico de segunda geracao, a partir de bagaco de cana-de-acucar pré-tratado com
metodologias LADEBIO, empregando a concepcdo tecnolégica de hidrdlise
enzimatica e fermentacao simultaneas, denominada de processo SSF, da literatura

inglesa simultaneous saccharification and fermentation.

5.1. Selecao da linhagem produtora de acido D(-) latico

O desempenho das quatro amostras de Lactobacillus foi avaliado em
anaerobiose, visando selecionar o micro-organismo mais adequado para a producéo
do acido D(-) latico e dar continuidade aos ensaios programados. Os experimentos
foram realizados em meio MRS com glicose como fonte de carbono. Os resultados
desta série experimental estdo apresentados na Figura 5.1. Observa-se que as
guatro amostras de Lactobacillus apresentaram desempenho bastante satisfatorio

em diferentes extensoes.

As linhagens de Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii lactis,

Lactobacillus coryniformis torquens e Lactobacillus coryniformis coryniformis
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mostraram expressivo aumento da densidade celular, variando de 2,5 g/L a 4,0 g/L,

e auséncia de fase lag durante o processo de crescimento.
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Figura 5.1. Cinéticas de crescimento e fermentacdo das amostras de Lactobacillus para a
producdo de &cido latico, em glicose como Unica fonte de carbono. (a) Lactobacillus
helveticus, (b) Lactobacillus delbrueckii lactis, (c) Lactobacillus coryniformis torquens, (d)

Lactobacillus coryniformis coryniformis.

As variaveis de respostas do processo em condicdo de anaerobiose para

cada uma das linhagens estdo apresentadas na Tabela 5.1, na qual se observam

valores extremamente

interessantes. A taxa especifica de crescimento das

linhagens variou de 0,376 a 0,462 h™, correspondendo a valores do tempo de

duplicacdo da massa bacteriana de aproximadamente 1,8 a 1,5 h. No que concerne
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ao fator de rendimento de produto por substrato consumido (Yps), 0S valores
variaram de 0,36 g/g a 0,90 g/g, mostrando a superioridade da espécie Lactobacillus
coryniformis, corroborada também pelo elevado valor da produtividade volumétrica

em acido latico.

Tabela 5.1. Variadveis de respostas do processo fermentativo para a producdo de acido
latico

Variaveis de resposta
Microrganismos Yxis Yeis Qp Mx tq
(9/9) (9/9) (g/L.h) (h™) (h)
Lactobacillus helveticus 0,17 0,79 0,67 0,462 1,49
Lactobacillus delbrueckii lactis 0.24 036 032 0,389 1,77
Lactobacillus coryniformis torquens 0.20 0.90 077 0,386 1,79
Lactobacillus coryniformis coryniformis 0,20 0,88 0,88 0,376 1,84

As linhagens de Lactobacillus helveticus, Lactobacillus coryniformis torquens e
Lactobacillus coryniformis coryniformis apresentaram variacdo moderada nha
producdo de acido latico em aerobiose quando comparada a condicdo de
anaerobiose, mostrando-se tolerantes a presenca de oxigénio (Tabela 5.2). No
entanto, como esperado a maior producao de acido latico, foi em todos os casos, na

condicao de anaerobiose.

Tabela 5.2. Concentracdo de 4cido latico obtida pelas linhagens estudadas

. . Producao de &cido latico (g/L) ~ iral
Microrganismos _ _ Isomero quira
Anaerobiose Aerobiose Identificado
) ) Mistura
Lactobacillus helveticus 15,0 12 _
racémica
Lactobacillus delbrueckii lactis 7,6 1,8 D(-) Lético
Lactobacillus coryniformis torquens 18,5 14,5 D(-) Lético
Lactobacillus coryniformis coryniformis 20,0 13,7 D(-) Lético

A bactéria Lactobacillus delbrueckii apresentou maior intolerancia a presenca
de oxigénio com uma forte reducdo na producdo de &cido latico, sendo a linhagem

gue apresentou menor capacidade produtora nas condi¢bes avaliadas, indicando
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uma severa restricdo a presenca de oxigénio no processo fermentativo. O mesmo
comportamento foi reportado por LI & CUI (2010) e, ainda de acordo com outros
pesquisadores, as bactérias do género Lactobacillus podem crescer em condi¢des
de microaerofilia e anaerobiose estrita (VIJAYAKUMAR et al., 2008; HOFVENDAHL
& HAGERDAL, 2000; e KLEIN et al., 1998).

A Figura 5.2 exibe os resultados da cromatografia quiral dos meios
fermentados com as linhagens em estudo. Observa-se que a bactéria L. helveticus
produziu uma mistura racémica D-L latico e as demais linhagens produziram
exclusivamente o isébmero D(-) latico (Figura 5.2 b, c, d), indicando a elevada
estereoespecificidade da enzima lactato desidrogenase em algumas espécies de
Lactobacillus na producédo de acido D(-) latico, como reportado por Hofvendahl &
Hagerdal (2000).
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Figura 5.2. Identificacdo do isémero 6ptico produzido por as linhagens avaliadas. (a)
Lactobacillus helveticus, (b) Lactobacillus delbrueckii lactis, (c) Lactobacillus coryniformis
torguens, (d) Lactobacillus coryniformis coryniformis.
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Tendo em vista os resultados desta série de experimentos, apresentaram a
espécie Lactobacillus coryniformis como a mais promissora para producdo de acido
D(-) latico e selecionou-se a linhagem Lactobacillus coryniformis torquens pela sua
maior tolerancia & presencia de oxigénio com uma reducdo de 3 g/L de &cido D(-)
latico, para se dar continuidade ao trabalho.

5.2. Morfologia das linhagens de Lactobacillus

Como complemento dos ensaios anteriores, procedeu-se a verificagdo da
pureza das linhagens através de microscopia 6ptica. A Figura 5.3 apresenta
microfotografias de células de Lactobacillus, mediante o uso da técnica coloragao
diferencial de Gram. Através da coloracdo roxa foi possivel confirmar as

caracteristicas do tipo Gram (+) e pureza para as quatro linhagens avaliadas.
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Figura 5.3. Observacdo microscopica das linhagens com aumento de 1000 vezes. (@)
Lactobacillus delbrueckii lactis, (b) Lactobacillus helveticus, (c) Lactobacillus coryniformis
torquens, (d) Lactobacillus coryniformis coryniformis
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5.3. Padronizagcdo da metodologia para ativacdo celular e preparo de in6culo
em meio sintético MRS

Com o objetivo de se padronizar o tempo utilizado em cada uma das etapas de
propagacdo celular (ativacdo e preparo de inoculo) foi realizado o monitoramento
das principais variaveis do processo relacionadas ao crescimento celular e ao

consumo de glicose.

5.3.1. Cultivo de ativacdo em meio sintético MRS

Os ensaios para obtencéo de células viaveis (pré-indculo) foram realizados em
meio sintético MRS standard, para cultivos com agitacdo mecanica e estatico. A
concentracdo da fonte de carbono (glicose) e de biomassa bacteriana foram
analisadas e os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 5.4. Por
intermédio desta figura, € possivel constatar que o crescimento celular cessa com 13
horas de cultivo de ativacdo, embora com uma reducdo percentual de substrato de
apenas 39%. As células cresceram exponencialmente com uma taxa especifica de
crescimento de 0,374 h™, o que corresponde a um tempo de duplicacdo da massa
celular de 1,85 h. Para se garantir um inoculo ativo com adequado estado
metabdlico para a etapa de propagacao de células, foi escolhido o tempo de 7 horas
(aproximadamente na metade da fase exponencial) para se coletarem as células
destinadas ao preparo do indéculo da linhagem de Lactobacillus coryniformis

torquens.

Com este ensaio foi possivel também prescindir de agitagdo mecanica no
cultivo de ativacdo, o que traz implicagdes de natureza tecnoldgica, ja que 0s custos
operacionais com esta operacdo podem impactar negativamente a economicidade

do processo.
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Figura 5.4. Cinética de crescimento do cultivo de ativacdo da bactéria Lactobacillus
coryniformis torquens ATCC 25600 em meio MRS Standard, contendo glicose como fonte
de carbono ®Consumo de glicose 0 rpm; m Consumo de glicose 120 rpm; aBiomassa
bacteriana gerada O rpm; @Biomassa bacteriana gerada 120 rpm

5.3.2. Cultivo de crescimento para obtencédo do in6culo

As células ativadas, nas condi¢cdes descritas anteriormente, foram utilizadas
para a obtencéo do in6culo da linhagem selecionada. O mesmo meio MRS standard
utilizado no cultivo de ativacdo foi empregado no cultivo de propagacéo da biomassa
bacteriana e os ensaios foram conduzidos em meio agitado mecanicamente e em
condicBes estéticas (Figura 5.5), por intermédio desta figura, é possivel constatar
gue o crescimento celular cessa com 11 horas de cultivo. Novamente, constata-se a
nao necessidade de agitacdo mecanica, tendo em vista a superposicdo das curvas
de crescimento celular e consumo de glicose em ambas as condicdes. Como as
células bacterianas ja haviam sido expostas ao meio de cultivo MRS, o valor da taxa
especifica de crescimento foi maior (0,449 h™) do que no cultivo de ativacao.
Observa-se mais uma vez que o substrato ndo foi integralmente consumido,

resultando em uma reducgéo percentual de substrato de 43%.
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Tanto no cultivo de ativacdo quanto no de preparo do inéculo, 0 ndo consumo
total de substrato deve-se, seguramente, a falta de controle do pH, j& que os cultivos
foram realizados em frascos de penicilina, sem adicdo de agente neutralizante para

permitir o quantificacdo de células e manter a condi¢do de anaerobiose.
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Figura 5.5. Cinética de crescimento do cultivo de propagacdo da bactéria Lactobacillus
coryniformis torquens ATCC 25600 em meio MRS Standard, contendo glicose como fonte
de carbono eConsumo de glicose 0 rpm; m Consumo de glicose 120 rpm; aBiomassa
bacteriana gerada O rpm; @Biomassa bacteriana gerada 120 rpm

5.4. Ensaios de fermentacdo com e sem agente de neutralizacdo para o

controle da acidez do meio

O efeito da reducdo do pH foi avaliado mediante ensaios comparativos em
frascos agitados com e sem adicdo de CaCOs;, permitindo observar o efeito no
consumo de substrato devido ao ndo neutralizacdo do meio fermentado. a medida
gue o acido latico era formado. O carbonato de calcio foi utilizado como agente
neutralizante por ser uma base fraca, que néo afeita as caracteristicas do meio de
fermentacdo e sua acdo sO acontece na medida em que o acido D(-) latico seja

produzido. Nas Figuras 5.6 e 5.7 estdo apresentados os perfis cinéticos de

Lizeth Yuliana Acevedo Jaramillo



75

fermentacdo com a linhagem Lactobacillus coryniformis torquens para as duas

condicbes avaliadas.
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Figura 5.6. Fermentacdo sem controle de pH em meio MRS; pH inicial= 6,5; pH final= 3,0
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Figura 5.7. Fermentacdo com controle de pH em meio MRS; pH inicial= 6,5; pH final= 6,0
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A comparagéao das duas figuras mostra a importancia da neutralizagdo do meio
em fermentagcdo para que o substrato seja consumido totalmente pela bactéria
Lactobacillus coryniformis torquens. Na auséncia do agente neutralizante, o pH do
meio de fermentacdo apresentou uma queda de 6,5 até aproximadamente 3,0, com
reducdo percentual do substrato de 48,3%, enquanto que no meio adicionado de
CaCOgs o substrato foi consumido integralmente com um pH final em torno de 6,0. Os
valores maximos da concentracdo de acido D(-) latico foram de 10,0 g/L e de 16,8
g/L para os ensaios sem e com agente neutralizante, respectivamente. A estratégia
de se neutralizar o meio teve também impacto na taxa global de producéo
(produtividade volumétrica), que aumentou de 0,370 g/L.h para 1,05 g/L.h, quando o
meio foi neutralizado a medida que o &cido era formado.

De acordo com Wee (2006), isso se deve ao fato de que, normalmente, a
bactéria Lactobacillus coryniformis torquens apresenta uma forte sensibilidade em
ambientes com reducdo nos valores de pH, sendo seu metabolismo fortemente
inibido pela variacdo do potencial redox. O autor considera ainda que, com a queda
de acidez, ocorre a passagem das moléculas ndo associadas de acido latico,
através da membrana celular, fazendo com que o citoplasma se acidifique. Esse
fendbmeno afeta diretamente o gradiente de pH da membrana, diminuindo
consideravelmente a energia direcionada para o crescimento celular e resultando em

uma queda na producao final de acido latico.

Adicionalmente, de acordo com a literatura o lactato de calcio, produto
resultante da neutralizacdo pode também inibir o crescimento de algumas bactérias
Gram-positivas (NAKANO, UGWU e TOKIWA, 2012). Entanto, a presenca deste
agente neutralizante em uma concentracdo de 5% m/m nao afeta o metabolismo
celular da bactéria Lactobacillus coryniformis torquens, conforme pode ser
observado na Figura 5.7, onde a concentracdo do acido D(-) latico aumentou
rapidamente com uma taxa estequiometricamente definida e simples em relacdo ao

consumo total de glicose como fonte de carbono.
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5.5. Avaliagdo da capacidade de consumo de xilose pela linhagem selecionada
de Lactobacillus coryniformis torquens

Experimentos foram desenvolvidos para se verificar o comportamento da
linhagem selecionada face a sua capacidade de consumo de xilose em duas
concentracgdes iniciais (14,1 g/L e 29,5 g/L) e na presenca de glicose também em
duas concentragfes iniciais (14,8g/L e 3,0 g/L). Observa-se nas duas condi¢des
(Figura 5.8 a e b) a inabilidade da bactéria Lactobacillus coryniformis torquens em
consumir xilose. H4 um consumo discreto desta pentose, o que provavelmente se

deve a sua absor¢ao por transportadores de glicose.
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Figura 5.8. Avaliacdo da capacidade de Lactobacillus coryniformis torquens em consumir
xilose em meio MRS, (a) relacao de glicose- xilose em torno de 50% como fonte de carbono;
(b) xilose como principal fonte de carbono.

Castillo et al (2013) sinalizam que em condi¢fes distantes do 6timo fisiolégico
celular, como no caso de uma limitacdo nutricional e/ou presenca de outros
substratos como fontes de carbono diferentes da glicose, alguns micro-organismos
homofermentativos podem produzir o acido formico pela acdo da enzima piruvato
formato liase. LIU et al. (2008) reportaram que formato de sddio exerce inibicdo

mediante interferéncias na membrana transportadora de fosfato.

Na Figura 5.9 se apresenta o crescimento celular depois de 30 horas de

processo de forma comparativa para meio de fermentacdo contento como fonte de
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carbono: (1) glicose, (2) uma relagdo aproximada glicose/xilose (50/50), (3) xilose
como fonte principal, para os tres experimentos iniciou-se com uma concentragao
inicial de celulas em torno de 0,14 g/L, observou-se crescimento celular nos meios
contendo glicose como fonte de carbono, para o caso da xilose como fonte de
carbono nao aprensentou-se crescimento significativo como consequencia da
inabilidade de consumo da pentose, o crescimento discreto obvervado foi resultado

do consumo de glicose residual prevenente do inéculo.

3,00 -
2,50 -
2,00 - 1,71
1,50
1,00

0,50 A

concentragao de células (g/L)

0,00

1. Glicose 2. Glicose/Xilose (50/50) 3. Xilose

Figura 5.9. Producdo de biomassa com meio MRS tendo como fonte de carbono: glicose,
relacéo de glicose- xilose em torno de 50% e xilose.

No entanto, mesmo que bactéria ndo tenha sido capaz de assimilar xilose, a
presenca desta pentose parece nao ter inibido o crescimento celular nem tampouco
a producédo de acido latico, alem de nado apresentar formacdo de acido férmico

resultando uma caracteristica positiva da bacteria.

5.6. Selecdao de componentes do meio sintético com maior influéncia no
processo fermentativo.

O planejamento Plackett & Burman (PB), também conhecido como
planejamento ndo geométrico, € um planejamento de “screening” ou de selecao de
variaveis, permitindo estabelecer uma relacdo entre as variaveis de estudo e a
variavel resposta. O PB é um planejamento ortogonal utilizado quando o nimero de

variaveis independentes a serem usadas é elevado e se pretende racionalizar os
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experimentos a serem realizados, reduzindo-os em numeros (PLACKETT &
BURMAN, 1946).

Na tabela 5.3 sdo apresentados os resultados de producdo de &cido D(-)latico
de acordo com o planejamento experimental desenvolvido para avaliacdo dos
componenentes do meio sintético MRS em um intervalo de confiangca de 90%
(p<0,1), o que permitiu a selecdo dos componentes com maior significancia
estatistica para se dar prosseguimento a etapa de otimizacdo da composi¢do do
meio de fermentacdo. Os valores de producdo de acido D(-) latico variaram de
3,65 g/L (experimento 5, onde todos os componentes do meio se encontravam na
concentragcdo minima) a 13,23 g/L (experimento 6, no qual os componentes se

encontravam no ponto central).

A partir dos resultados obtidos no PB foi gerado o Diagrama de Pareto (Figura
5.11), no qual se observou que as variaveis que apresentaram maior significancia
estatistica sobre a producéo de acido D(-) latico foram, de acordo com a ordem
hierarquica de influéncias: o acetato de sodio, o extrato de carne, o fosfato
dipotassico e o extrato de levedura. Contrariamente, o citrato de amoénio apresentou
um efeito negativo e significativo, justificando a sua retirada nos experimentos

posteriores, envolvendo o DCCR.

Variavel: Acido D-latico (g/L)

7,338342

Efeito estimado (valores absolutos)

Figura 5.10. Diagrama de Pareto para planejamento PB
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Tabela 5.3. Planejamento Plackett-Burman para avaliacao dos componentes do meio sintético MRS

Ext.

Ensaio | Peptona| de IExt. de Glicose | Polisorbato Citra:[o_de Acet,at_o Sulfato | Sulfato _Fosfatc_J Acido D(-) latico

carne evedura amonio de sodio | de Mn | de Mg | dipotassico (g/L)
1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 9,74
2 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 9,81
3 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 7,75
4 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 12,46
5 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 3,65
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13,23
7 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 10,55
8 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 12,70
9 1 -1 1 -1 -1 -1 6,96
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11,51
11 1 -1 -1 -1 -1 -1 4,24
12 -1 1 1 1 -1 -1 -1 -1 8,13
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10,77
14 -1 1 -1 -1 -1 -1 5,75
15 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 5,45

Nota: os valores apresentados correspondem ao tempo de 24 hr para todos os experimentos
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O extrato de carne apresentou elevada significancia estatistica, ja que é uma
fonte de nitrogénio complexa, contribuindo para reduzir o tempo de produgéo,
refletindo positivamente nos valores de produtividade (CHAUHAN et al.,, 2007).
Apesar de apresentar um custo econdmico consideravel, o extrato de carne contém
vitaminas, sais minerais diversos e outros elementos tragos como 0 magnésio, zinco
e selénio, que suprem uma série de requerimentos nutricionais microbianos. De
acordo com Wee (2006), as bactérias do género Lactobacillus possuem essas
necessidades nutricionais complexas, devido a habilidade biossintética limitada.

Mesmo tendo influéncia menor do que o extrato de carne, o extrato de levedura
foi também incluido na selecdo de componentes, como fonte de nitrogénio e
vitaminas do complexo B (B1, B2, B6) e aminoacidos. Quando comparado com a
peptona, o extrato de levedura representa um insumo de baixo custo para o
bioprocesso, ja que pode ser produzido a partir de leveduras residuais de diferentes
segmentos industriais (sucro-alcooleiro e cervejeiro). Adicionalmente, a peptona néo
mostrou uma importancia significativa para producéo de acido latico, diferentemente
do que foi reportado para as linhagens de Lactobacillus plantarum NCIM 2084 e
Lactobacillus sp. KCPO1 (KISHOR, TRIVEDI &PATEL, 2007). No ambito do presente
trabalho esta ndo influéncia da peptona, seguramente, ira favorecer
economicamente o processo de producdo de acido D(-) latico por Lactobacillus

coryniformis torquens.

O acetato de sodio apresentou elevada significancia estatistica, contribuindo
para o crescimento celular e para a producao de acido latico, assim como o fosfato
dipotassico, sendo ambos selecionados para o posterior planejamento experimental.
Alguns componentes do meio (MgSO,4.7H,0, MnS0O,4.4H,0) foram excluidos, uma
vez que nao foram variaveis significativas no processo. Tais elementos servem como
cofatores e provavelmente jA se encontravam em concentracdes requeridas no
extrato de carne e de levedura. O polissorbato foi também excluido por ter
apresentado de forma anéloga ao citrato de aménio um efeito negativo e pouco

significativo na producao de acido latico.
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No caso da glicose, como nédo houve o controle do pH durante a execugcao dos
experimentos envolvidos no PB, gerando um consumo parcial dessa fonte de
carbono, o Diagrama de Pareto indicou a glicose com mediana importancia
significativa na faixa avaliada. Em decorréncia da queda de pH, uma quantidade de
glicose residual geralmente € encontrada ao final do processo fermentativo para
obtencédo do &cido latico, devido a efeitos de inibicdo sobre o crescimento celular
ocasionados pelo ambiente gerado pelo &cido, provocando inibicdo do metabolismo
celular, como mencionado anteriormente (HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000;
ABDEL et al., 2011). De qualquer forma, nos experimentos seguintes envolvendo
DCCR a concentracao de glicose foi estabelecida em 20,0 g/L, dada sua essencial

importancia para o crescimento microbiano e conversdo em 4cido latico.

5.7. Planejamento Delineamento Composto Central Rotacional

O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) € uma metodologia
utilizada em estudos de otimizacdo de processos, cujo objetivo é desenvolver um
modelo empirico para o processo estudado e obter respostas com maior precisdo na
determinacao de condi¢des otimas (BRUNS, 1995). O planejamento DCCR permite
uma combinacdo de todas as variaveis em todos os niveis, obtendo-se assim a

analise de uma variavel, sujeita a todas as combinacdes das demais.

Conforme discutido anteriormente, o planejamento PB desenvolvido como
ferramenta para “screening” levou a escolha do extrato de carne, extrato de
levedura, acetato de sédio e fosfato dipotassico como componentes que tiveram
maior significancia estatistica e, desta forma, foram selecionados para avaliacdo
mediante um planejamento mais completo, o Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) para otimizacdo do meio (tabela 5.4). O modelo obtido foi
validado em frascos agitados e, posteriormente, otimizado com ajuda da ferramenta
Design-Expert 7.0, na qual o aumento da producao de acido D(-) latico foi definido
como o critério de maior peso estatistico, tendo em vista a maior reducéo possivel

na concentracdo dos componentes do meio de fermentacao.

Lizeth Yuliana Acevedo Jaramillo



83

Tabela 5.4. Variaveis analisadas e respectivos niveis codificados e reais do planejamento
DCCR para uma concentracdo de glicose inicial igual a 20 g/L

Variaveis Niveis
(g/L) -2 -1 0 1 2
Extrato de carne 0,25 3,5 6,75 | 10,0 | 13,25
Extrato de levedura | 0,05 1,7 3,35 | 50 | 6,65
Acetato de sédio 0,05 1,7 3,35 | 50 | 6,65
Fosfato dipotassico | 0,05 0,7 1,35 | 2,0 | 2,65

A tabela 5.5 apresenta a matriz do planejamento (27 experimentos e 3 pontos

centrais) juntamente as respostas, cuja variacdo observada foi de 7,06 g/L

(experimento 11) a 12,29 ¢g/L (experimento 12) de &cido latico. Todos os

experimentos foram realizados em condi¢cdes de anaerobiose pela injegdo de Ny,

com temperatura de 37°C, agitacdo de 120 rpm, inoculo 10% (v/v) e adicdo de

CaCOs (5% g/g) como agente neutralizante, durante 13 horas de fermentacao.

Tabela 5.5. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para otimizacdo dos
componentes do meio de fermentacdo contendo glicose como fonte de carbono.

Experimento | EXt. Ext. Acetato | Fosfato Acido D(-) latico

carne |levedura| de s6dio |dipotéssico (g/L)
1 0 0 -2 0 11,30
2 0 0 0 0 10,82
3 -1 1 1 -1 10,12
4 0 0 0 0 9,84
5 -1 1 11,42
6 0 0 2 0 10,85
7 -1 -1 -1 -1 8,42
8 0 0 0 -2 8,67
9 -1 11,92
10 0 0 0 0 10,28
11 -1 -1 1 -1 7,06
12 0 2 0 0 12,29
13 2 0 0 0 11,42
14 0 -2 0 0 8,69
15 1 1 -1 10,92
16 0 0 0 0 10,59
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17 -1 1 -1 1 11,92
18 0 0 0 0 10,99
19 1 1 12,17
20 0 0 0 0 10,88
21 -1 1 -1 -1 10,34
22 -1 -1 1 1 10,45
23 1 -1 -1 1 9,62
24 1 1 -1 -1 11,19
25 0 0 0 2 10,90
26 -1 1 10,56
27 1 -1 -1 -1 9,27
28 -1 -1 -1 1 10,35
29 -2 0 0 0 9,26
30 1 -1 1 -1 9,16

A partir dos resultados obtidos foi gerado o Diagrama de Pareto (Figura 5.11),

em um intervalo de confianca de 95% (p<0,05), no qual se observou que as

variaveis com maior significancia estatistica na producéo de acido D(-) latico foram:

0 extrato de carne, o extrato de levedura e o acetato de sédio. O fosfato dipotassico

como variavel individual ndo apresentou significancia estatistica, mas foi mantido em

concentracdo minima por
(1Lby3L).

(2) Ext. Carne (L)}
(4) Ext. Levedura (L)}

(1) Acetato de Sodio (L)
1Lby3L
Ext. Levedura (Q)

2Lby4L}

1Lby4L

3Lby4L
Fosfato dipotassico (Q)

2Lby3L}

(3)Fosfato dipotassico (L)

Acetato de Sodio (Q) |

Ext. Carne (Q)
1Lby2L

Figura 5.11

estabelecer uma leve interagdo com o0 acetato de sodio

Variavel: Acido D-latico {g/L)

71;9.630331?
|7.665012 :

|5.037332
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|
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. Diagrama de Pareto para Planejamento DCCR
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A Tabela 5.6 apresenta os parametros estatisticos indicando a validade dos
resultados, além de mostrar que o modelo mais adequado para o ajuste dos fatores
foi o Modelo Quadratico Reduzido, com altos valores de R? indicando a
confiabilidade da resposta. O modelo obtido pela analise estatistica da fermentacéo
realizada por Lactobacillus coryniformis torquens € representado pela equacéo
ajustada (1), que representa a concentracdo de acido D(-) latico (g/L), com os

valores dos componentes em g/L.

Tabela 5.6. Andlise de variancia (ANOVA) para concentracdo de &cido D(-) latico no
delineamento composto central rotacional (DCCR), para glicose como fonte de carbono

Efeito SM DF QM F valor p valor

(1) Acetato de sédio (L) 4,83304 1 4,83304 25,37472 0,003976
Acetato de sodio (Q) 0,15904 1 0,15904 0,83498 0,402749
(2) Ext. de carne (L) 17,66450 1 17,6645 92,74328 0,000205
Ext. de carne (Q) 0,04096 1 0,04096 0,21507 0,662308
(3) Fosfato dipotassico (L) 0,17854 1 0,17854 0,93737 0,377422
Fosfato dipotéassico (Q) 0,31759 1 0,31759 1,66741 0,253078
(4) Ext. de levedura (L) 11,19300 1 11,193 58,76621 0,000602
Ext. de levedura (Q) 1,26666 1 1,26666 6,65028 0,049503
1L by 2L 0,00031 1 0,00031 0,00161 0,969566
1L by 3L 1,27126 1 0,127126 6,67443 0,049223
1L by 4L 0,47266 1 0,47266 2,48157 0,176006
2L by 3L 0,25756 1 0,25756 1,35224 0,297365
2L by 4L 0,96531 1 0,96531 5,06811 0,074161
3L by 4L 0,47266 1 0,47266 2,48157 0,176006
Lack of Fit 0,23221 10 0,232212 1,21918 0,437731

Pure Error 0,19047 5 0,95233

Cor Total 29 42,50707

SQ: Soma Quadratica (Sum of Squares); MQ: Média Quadratica (Mean square);

F= Fisher Calculado; p >F= Probabilidade de Fisher.
Os valores em vermelho sdo os correspondentes as variaveis que apresentaram significancia
estatistica (p-Level < 0,05)

[Ac. D(-) latico] = +10,56 +0,45*A +0.86 *B -0,09*C +0.68*D+ 0.28*AC +0.21*D? (equag&o 1)

Onde, A=acetato de sédio, B=extrato de carne, C=fosfato dipotassico e D=extrato de

levedura.
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O andlise de ANOVA para o Modelo Quadratico Reduzido é apresenta na
tabela 5.7, onde o valor de Fisher indica um amplo grau de sinergismo entre 0s
nutrientes durante a fermentacéo por Lactobacillus coryniformis torquens, resultando
em variacdes na concentracdo de &cido latico, dependendo das concentracbes de
nutrientes utilizadas no meio, sugerindo uma interacao positiva bastante relevante

entre o extrato de carne e extrato de levedura.

Tabela 5.7. Andlise de variancia (ANOVA) para o Modelo Quadratico Reduzido

Efeito SM DF QM F valor Prob >F
Modelo 36,48 6 6,08 23,16 <0,0001
(1) Acetato de sédio (L) 4,86 1 4,83 18,38 0,0003
(2) Ext. de carne (L) 17,68 1 17,68 67,35 <0,0001
(3) Fosfato dipotassico (L) 0,18 1 0,18 0,68 0,4192
(4) Ext. de levedura (L) 11,19 1 11,19 42,64 <0,0001
1L by 3L 1,28 1 1,28 4,89 0,0373
Ext. de levedura (Q) 1,32 1 1,32 5,02 0,0349

Residual 6,04 23 0,26
Lack of Fit 5,09 18 0,28 1,49 0,3489

Pure Error 0,95 5 0,19

Cor Total 42,51 29

[Acido D(-) latico]: [R-Squared = 0.8580, Adj R-Squared = 0.8209]

SQ: Soma Quadratica (Sum of Squares); MQ: Média Quadratica (Mean square);
F= Fisher Calculado; p >F= Probabilidade de Fisher.

A superficie de resposta apresentada na Figura 5.12 mostra a producdo de
acido D(-) latico, mantendo fixas as concentracfes de acetato de sodio e fosfato
dipotassico nos pontos centrais, e variando-se as concentracdes de extrato de carne
e extrato de levedura. Aumentando-se as concentracdes de extrato de carne e
extrato de levedura, obtém-se melhores resultados de producdo, confirmando o
maior efeito positivo, embora altas concentracbes desses componentes podem
interferir no processo fermentativo devido a problemas de solubilidade.
Adicionalmente, altas concentracdes de nutrientes representam altos custos de
producdo, sendo necessario manter suas concentracdes baixas, sem, entretanto,
comprometer o desempenho do micro-organismo, a fim de se viabilizar

economicamente o processo.
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Acido D(-) latico

Figura 5.12. Producdo de acido D(-) latico por Lactobacillus coryniformis torquens em
funcdo da concentracdo de extrato de carne e extrato de levedura.

A Figura 5.13 mostra a producdo de acido D(-) latico, mantendo fixas as
concentracfes de fosfato dipotassico e extrato de levedura nos pontos centrais, e
variando-se as concentracdes de extrato de carne e acetato de sodio. Aumentando-
se a concentracfes de extrato de carne obtém-se melhores resultados de producao
de acido e o aumento da concentracdo de acetato de sédio gera um ligeiro aumento
na producdo do produto alvo desta dissertacdo, tendo um efeito positivo pouco

significativo.

Como pode ser observado na figura 5.14, mantendo-se fixas as concentracdes
de acetato de sodio e extrato de levedura nos pontos centrais e aumentando-se a
concentracfes de extrato de levedura obtém-se melhores resultados de producéo de
acido D(-) latico, ao passo que a elevacdo da concentracdo de fosfato dipotassico
nao aumenta consideravelmente na producdo de acido D(-) latico, apresentando
entdo um efeito reduzido como variavel independente, como ja havia sido sinalizado

na Tabela ANOVA para o Delineamento Composto Central Rotacional.

Lizeth Yuliana Acevedo Jaramillo



88

Acido D(-) latico
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Figura 5.13. Producdo de acido D(-) latico por Lactobacillus coryniformis torquens em
funcdo da concentracdo de extrato de carne e acetato de sodio.
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Figura 5.14. Producdo de acido D(-) latico por Lactobacillus coryniformis torquens em
fungdo da concentragdo de fosfato dipotassico e extrato de carne.
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5.7.1. Validag&o do modelo otimizado em frascos agitados

Do ponto de vista técnico-econémico, o Modelo Quadréatico Reduzido obtido do
planejamento DCCR foi otimizado com ajuda da ferramenta Design-Expert 7.0,
mantendo como critério de maior peso estatistico o aumento da producéo de &cido
D(-) latico e reducdo da concentracdo dos componentes do meio de fermentacéo,
principalmente do extrato de carne, devido ao seu valor comercial. Os critérios
usados e os resultados preditos para a otimizagdo sao apresentados na tabela 5.8,
onde a composicao para o meio otimizado foi: 2,3 g/L para o extrato de carne; 3,58
g/L para o extrato de levedura; 0,05 g/L para o acetato de sodio e 0,05 g/L para o
fosfato dipotassico, com um coeficiente Desirability de 0,693. Desta forma, foi
possivel atender em torno de 70% as necessidades conjuntas de producéo de acido
latico com reducédo dos custos associados ao meio de fermentacdo, especialmente

ligados a concentracdo do extrato de carne.

Tabela 5.8. Condicdes de otimizacdo para meio de fermentacéo

Efeito Critério Limite inferior  Limite superior Importancia
(1) Acetato de sodio Minimizar -2 2 2
(2) Ext. de carne Minimizar -2 2 5
(3) Fosfato dipotassico Minimizar -2 2 2
(4) Ext. de levedura Minimizar -2 2 3
Acido D(-) latico Maximizar 7,06312 12,2876 5
Otimizacéo Desirability 0,693 Valor codificado Valor Real (g/L)
(1) Acetato de sédio -2 0,05
(2) Ext. de carne -1,37 2,3
(3) Fosfato dipotassico -2 0,05
(4) Ext. de levedura 0,14 3,58
Resposta Predicéo SE Pred 95% PI low 95%PI High
Acido D(-) latico (g/L) 9,887 0,8 8,22 11,55

Para validacdo do meio sintético otimizado foi desenvolvido um ensaio em
frasco, conduzido em triplicata com as mesmas condi¢des adotadas no decorrer do
DCCR (condicdo de anaerobiose pela injecao de N, temperatura de 37°C, agitacao

de 120 rpm, inoculo 10% (v/v), adicdo de CaCOs; (5% g/g), com um tempo de
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fermentacdo de 13 horas). O resultado obtido para producéo de acido D(-) latico foi
de 10,72 g/L, encontrando-se dentro da faixa predita pelo modelo e configurando

validade estatistica.

O meio resultante nestes ensaios mostrara-se mais promissorio do que alguns
reportados na literatura. Lopes (2010) modificou o meio MRS, tendo chegado a
seguinte composicao (g/L): glicose 20; peptona 10; extrato de levedura 4; extrato de
carne 8; citrato de aménio 2 e acetato de sddio 5, tendo resultado numa producéo de
acido latico de 15,3 g/L por Lactobacillus delbrueckii. Ressalta-se que as
concentracfes utilzadas no trabalho de Lopes foram muito superiores aquelas
resultantes de estudos de planejamento experimental reportados na pressente
dissertacdo. Verificou-se, ainda, notoéria diferenca, em termos de produtividade
volumétrica (g/L.h), de 0,21 para 0,82, atingidas no estudo desenvolvido por Lopes
(2010) e o presente trabalho, respectivamente. Assim, 0 meio otimizado se encontra
dentro das caracteristicas normalmente desejadas pela industria acerca da

formulacdo de meios simplificados e menos onerossos

Os resultados obtidos com as variaveis e valores significativamente favoraveis
a producao de acido D(-) latico, segundo os experimentos conduzidos anteriormente
em frascos agitados, foram validados em biorreator esta descrito na secdo que se

segue.

5.8. Ensaios experimentais em Biorreator

Os ensaios de fermentacdo foram conduzidos em biorreator intrumentado com
meio sintético complexo (MRS standard) e posteriores aos estudos de otimizacao,
com meio sintetico otimizado (compisicdo simples), tendo como variaveis de
resposta a concentracao final de acido D(-) latico, produtividade volumétrica (Qp),
rendimento em produto (Ypss) € eficéncia de conversdo em produto (Ef), de acordo
com o tempo para o esgotamento do substrato. As concentracdes iniciais de glicose
adotadas para a conducdo dos exerimentos ficaram em torno de 30 g/L para néo
conferir efeito inibitério ao micro-organismoinibicao pelo sustrato. Os ensaios foram

desenvolvidos em condi¢Bes de anaerobiose, descritas em Materiais e Métodos.
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5.8.1. Ensaio em Biorreator com meio sintético MRS

A figura 5.15 apresenta o perfil cinético da fermentacdo latica em meio
sintético rico em nutrientes (MRS), com as concentracbes preliminares de
componentes, concentragcdes anteriores aos estudos de otimizacdo da composicao
do meio de fermentacdo. O ensaio foi realizado com um tempo de 17 horas de
fermentacdo, tendo a glicose sido consumida totalmente em um tempo de
aproximadamente 12 horas. A concentracgdo final de acido D(-) latico foi de 29,0 g/L,
resultando em fator de rendimento em produto por substrato consumido, Ygss, de
0,95 g/g, uma produtividade volumétrica, Qp, igual a 2,36 g/L.h e uma eficiéncia de

fermentacédo de 95%.
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Figura 5.15. Fermentagdo em biorreator com meio sintético MRS complexo por
Lactobacillus coryniformis.

O alto valor de produtividade indica a execu¢do de um processo fermentativo
rapido, como consequéncia da rigueza de nutrientes. Isso associado ao adequado
controle de pH, contribui para alcancar valores de eficiéncia préximos ao 100%, uma
vez que a inibicdo que ocorreria pela formacdo do produto se mantém numa faixa

sub-inibitoria, promovendo o bom andamento do processo (CASTILLO et al., 2013).
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5.8.2. Ensaio em Biorreator com meio sintético otimizado

O perfil cinético da fermentacdo para a obtencao de acido D(-) latico em meio
sintético otimizado (composicdo simplificada), apdés os estudos de otimizacdo, é
apresentado Figura 5.16. O tempo total do cultivo foi de 48 horas, mas o substrato
foi totalmente consumido em um tempo de 38 horas, quando a concentracdo de
acido D(-) latico alcancou o valor de 32,4 g/L. As demais variavies de respostas,
como o fator de rendimento em produto por substratro consumido, produtividade
volumétrica e eficiéncia de fermentacdo, assumiram os valores de 0,95 g/g, 0,85
g/L.h e 95%, respectivamente.

Glicose (giL); Acido Latico {g/L); Acido Acético (gfL)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tempo (h}
Figura 5.16. Fermentacdo em biorreator com meio sintético otimizado por Lactobacillus
coryniformis torquens.

O menor valor para a produtividade volumétrica é seguramente uma
consequéncia da reducdo na composicado nutricional do meio de fermentacdo, que
foi decorrente do nosso compromisso com a possibilidade de producao industrial do
acido latico, dificilmente economicamente viavel, com um meio de composi¢cdo muito
rica, como o meio MRS. Por outro lado, o menor valor da produtividade volumétrica

no meio otimizado n&o significa ser um fator que impec¢a desdobramentos industriais
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desse processo fermentativo, na medida em que se pode aumentar esta variavel de

resposta por meio de adoc¢éo de outras estratégias, como o tamanho do inoculo.

A Tabela 5.9 apresenta os parametros e variaveis de resposta, de forma mais
objetiva, como: tempo de fermentagcdo, concentracdo inicial de glicose (So),
concentracdo final de &cido latico (P), fator de rendimento em produto (Yes),
produtividade volumétrica de &cido latico (Qp) e eficiéncia de fermentagéo (Ef), em
relac@o ao rendimento maximo tedrico (1,0 g/g).

Comparando os ensaios a partir de meio sintético inicial (MRS) e meio
sintético com a concentracao de nutrientes definida ap6s os estudos de otimizacao,
alguns aspectos gerais foram discutidos. Em suma, para os experimentos com
concentracéao inicial de glicose na faixa de 30 a 33 g/L, verifica-se uma variacédo na
concentracéao final de acido latico de 29,0 para 32,4 g/L; na produtividade, de 2,36
para 0,85 g/L.h. Os valores de rendimento em produto e eficiéncia foram de 0,95 g/g
e 95%, em ambos o0s casos. Conclui-se que os ganhos foram concentrados nos

valores de produtividade, devido a composi¢cao de nutrientes.

Muitos autores reportaram o uso de meios mais onerosos em relacdo ao
presente trabalho, com valores semelhantes ou inferiores em termos de
concentracgéao final de produto em longos periodos de fermentacéo, que resultam em
menores valores de produtividade. Bustos et. al. (2004) conduziram um processo de
fermentacdo com Lactobacillus coryniformis, por 44 horas, obtendo uma
concentracgao final de acido latico de 31,6 g/L, a partir de um meio de fermentacéo
contendo 100 g/L de glicose, 5 g/L de licor de milho, 2,9 g/L de extrato de levedura e
10 g/L de peptona. As variaveis de resposta do trabalho desses autores nao
apresentaram valores mais satisfatérios do que aqueles encontrados no presente
estudo (Tabela 5.9); além disso, o meio formulado apresentava uma elevada
concentracdo de peptona, insumo também de alto custo, o que podera também

impactar negativamente a viabilidade econémica do processo em tela.
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Tabela 5.9. Variaveis de resposta obtidas a partir dos processos de fermentacao, a partir de
meio sintético MRS (complexo) e meio otimizado ( composicdo simples)

Condigdes Variaveis de resposta
Processo Fermentativo So 1 P Or Yors E,

(L) | (h) | (L) | (g/L.h) | (9/g) | (%)
300 | 17 | 290 | 236 | 095 | 95

Meio MRS
(presente trabalho)

Meio simplificado
(presente trabalho)

Bustos et.,al (2004) 100 44 31,6 0,72 - -
Oliveira et.,al (2003). - 37 37,5 0,78 0,89 89

33,0 38 32,4 0,85 0,95 95

So: concentracao inicial de glicose, P: concentracao final de acido latico Qp: produtividade;
Ypis: rendimento em produto; Ef: eficiéncia em relacdo ao maximo tedérico (Yps tedrico = 1,0
g acido latico/g glicose consumido).

Ainda analisando a Tabela 5.9, € importante ressaltar que nossos resultados
situam-se na faixa dos melhores resultados reportados na literatura, no entanto ha
gue chamar também a atencdo de que o meio utilizado por Oliveira et al. (2003)
possuia insumos onerosos e adicionados em elevadas concentracbes, como 0
extrato de carne (20 g/L) e peptona (40 g/L), tendo como fonte de carbono agucares
do melaco de cana conduziram um processo de fermentacdo com Lactobacillus

curvatus, por 48 horas, obtendo uma concentracao final de acido latico de 37,5 g/L.

Pode-se concluir, portanto, que, o comportamento apresentado pela bactéria
Lactobacillus coryniformis torquens mostra suas exigéncias quanto aos nutrientes
para o desenvolvimento de processos fermentativos de forma mais rapida, no
entanto, ha que se buscar um balanco entre o atendimento as necessidades das
bactérias e a economicidade do processo fermentativo. A fim de se aumentar a taxa
global do processo, uma alternativa adotavel para se reduzirem os tempos de
fermentacdo é a possibilidade de se trabalhar com indculos mais concentrados,
levando a um consumo mais rapido dos nutrientes, em particular da fonte de
carbono/substrato (LI et al., 2007)

5.9. Producéao de acido latico pelo processo SSF em frascos a partir do bagaco
de cana pré-tratado
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Varias estratégias tecnologicas podem ser adotadas para a producao de etanol
de segunda geracdo, a saber: hidrélise e fermentagdo separadas, hidrélise e
fermentacdo simultdneas, hidrolise e co-fermentacdo simultadneas, hidrolise e co-
fermentacdo separadas e bioprocesso consolidado. Estas concepc¢des tecnoldgicas
podem ser empregadas para a producdo de outras moléculas de interesse
comercial, dentro do conceito de Biorrefinaria. Neste contexto, a hidrélise e
fermentacdo simultdneas, processo SSF, do inglés simultaneous saccharification
and fermentation foi avaliada para a producéo de &cido D(-) latico.

O bagaco de cana-de-acucar foi previamente submetido ao pré-tratamento
acido, seguido do pré-tratamento alcalino, conforme preconizado por Betancur
(2010), com posteriores lavagens sequenciais e secagem do residuo. Na figura 5.17
se apresentam imagens de microscopia eletrbnica de varredura das fibras do
bagaco de cana-de-acUcar previa e posteriormente ao pré-tratamento, pode-se
observar a alteracao da estrutura do material indicando a eficacia do pré-tratamento
com a remocao da fracdo hemicelulésica e a maior parte da lignina, deixando

expostas as fibras de celulose para posterior ataque enzimatico.

Figura 5.17. Imagens de Microscopia eletronica de varredura (a) bagaco de cana in-natura;
(b) celulignina de bagacgo de cana.

Uma quantidade de 100 g/L de bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado foi
submetida a pré-hidrélise enzimética por um periodo de 12 horas (na temperatura de
50°C e carga enzimatica de 25 FPU/g da enzima comercial Multifect (Genencor,
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USA)). O processo SSF foi iniciado inoculando o sistema de fermentacdo com uma
concentragdo volumétrica de células bacterianas de 10% (v/v), crescidas

previamente em meio MRS.
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Figura 5.18. Perfil cinético do processo de hidrélise enzimatica de celulose e fermentacao
simultaneas a partir de bagaco de cana pré-tratado por Lactobacillus coryniformis torquens,
onde P.Hn,.= pré-hidrélise enziméatica; SSF: fermentacdo e sacarificacdo simultdneas.

A figura 5.18 apresenta o perfil cinético da formacdo de acido D(-) latico e
consumo de glicose desse experimento conduzido em batelada simples e
empregando o processo SSF, em frascos agitados. A primeira etapa corresponde a
fase de pré-hidrélise enzimatica, que resultou em uma producdo de glicose de,
aproximadamente, 25 g/L, ap6s a qual se inoculou o sistema de fermentacdo com a
linhagem de Lactobacillus coryniformis torquens. A concentracdo final de acido
D(-) latico foi de, aproximadamente, 12 g/L, correspondendo a uma produtividade
volumeétrica de 0,9 g/L.h. Nao foi possivel calcular o fator de rendimento em produto
por substrato consumido, pois ndo foi acompanhado o consumo de celulose

efetivamente.

Hassan et al. (2001) avaliaram o processo SSF com as espécies de

Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus plantarum a partir de residuos da soja,
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processo conduzido com temperatura variando de 37 a 41 °C, com controle de pH
em 6.0, agitacdo de 130 rpm em um tempo de 96 horas, alcancando uma
concentracao final de &cido latico igual 45 g/L para ambas as linhagens. Yafiez et al.
(2003) também reportaram a producado de acido latico por Lactobacillus coryniformis
em processo SSF a partir de celulose pura; o processo foi conduzido em batelada na
temperatura de 37°C , pH 6 e teve a duracédo de 25 horas tendo resultado em um
fator de rendimento de 0.89 g/g e produtividade volumétrica de 0,5 g g/L.h. Tanaka
et al. (2006), durante a producdo de acido D(-) latico em processo SSF a partir de
residuos do arroz, utilizaram uma linhagem modificada geneticamente de
Lactobacillus delbrueckii IFO 3202, ao final do processo (38 horas) os autores
obtiveram uma concentracéo de &cido latico de 28 g/L. Outros autores, como Adbel,
Tashiro e Sonomoto, (2013) alcancaram um rendimento de 0.7 g/g utilizando

residuos de milho.

Tabela 5.10. Producao de acido latico a partir do processo SSF

Variaveis de Resposta
Matéria prima P ) Yors
p
(g/L) (g/L.h) (9/9)
Residuos de soja 45 i i
Hassan et.,al, (2001)
Celulose pura
Yafiez et, al (2003), 54 0,50 0,89
Residuos de arroz
Tanaka et.,al, (2006), 28 0,77 0.28
Residuos de milho
Adbel, Tashiro e Sonomoto, (2013) 21 0.58 0,70
Bagaco de cana pré-tratado 12 0.90 i
(presente trabalho) :

P: concentracgéo final de &cido D(-) latico; Qp: produtividade Yp;s: rendimento em produto.

Por fim, a Tabela 5.10 apresenta a comparacdo dos resultados reportados na
literatura com o processo SSF para a producdo de latico, em meio contendo
hidrolisado celulésico. Comparando os resultados, conclui-se que 0 processo SSF
conduzido em frascos agitados, a partir do bagaco de cana-de-acUcar para producao
de acido D(-) latico por Lactobacillus coryniformis torquens, sem controle de pH, com
meio otimizado (de composicdo simples) e consumo parcial da fonte de carbono em

torno de 12,5 horas de fermentacdo se mostrou bastante satisfatorio, considerando
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se tratar de um resultado preliminar, ainda distante das condigbes controladas em

reator instrumentado dos reportadas na literatura.

5.10. Consideracdes finais

O objetivo e o0 desenho experimental adotado para a execucédo do presente
trabalho pautaram-se, fundamentalmente, na identificacdo de uma linhagem dentre
aquelas adquiridas e nas questées econdmicas do processo, mediante o uso de um
meio simplificado para a producdo de acido D(-) latico, ao contrario das atuais
pesquisas realizadas, em que a complexidade do meio de cultivo aliado a técnicas
avancadas de engenharia genética e integracdo de processos de separacdo e

purificacdo sdo recorrentes na busca por rendimentos consideraveis.

Concernente com esta realidade, os resultados alcancados com o presente
trabalho foram bastante satisfatorios, pois foi possivel confirmar e registrar a
capacidade da linhagem em produzir acido D(-) latico de segunda geracao a partir
do processo SSF, registrando com o desenvolvimento do presente trabalho uma
oportunidade para o aproveitamento e a utilizacdo da fracdo celulésica, oriunda do

pré-tratamento da biomassa residual, de composicao lignocelulésica.
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CAPITULO 6
CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1. Conclusodes

v De acordo com os resultados o microrganismo que apresentou melhor
potencial para producdo de &cido D(-) latico foi a bactéria Lactobacillus

coryniformis torquens.

v Nos estudos envolvendo as etapas de ativagdo e propagacdo celular, a
bactéria Lactobacillus coryniformis torquens apresentou perfis cinéticos
similares para as condi¢cdes de agitacdo mecanica e estética, vislumbrando a
possibilidade de reducdo dos custos associados ao aporte energético

necessario para o preparo de inéculo durante a conducao do processo.

v" O pH mostrou-se uma variavel de elevada importancia, uma vez que a bactéria
Lactobacillus coryniformis torquens sofre efeitos de inibicdo pelo produto. O
controle deste parametro leva ao consumo total da fonte e carbono,

incrementando a producédo do acido D(-) latico.

v" Nos estudos envolvendo a comportamento celular em presenca de xilose, ficou
evidenciada a incapacidade da bactéria em consumir a pentose. No entanto,
ndo foram observados efeitos indesejados de inibicdo pelo substrato nem

mesmo a formacéao de acido férmico.

v" A metodologia Plackett-Burman indicou, o extrato de carne, o acetato de sédio,
fosfato dipotassico, extrato de levedura e glicose como 0s componentes que

apresentaram consideravel significancia sobre a producéo de acido D(-) latico.

v' A analise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental Delineamento

Composto Central Rotacional (DCCR) mostrou o modelo quadrético reduzido
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como o0 mais adequado para o ajuste dos dados experimentais. Sua otimizacao
mediante ferramentas computacionais levo a um meio simples com
composicdo: 2,3 g/L de extrato de carne; 3,58 g/L de extrato de levedura; 0,05
g/L de acetato de sédio e 0,05 g/L de fosfato dipotassico e concentracdo de
glicose avaliada ate 33 g/L;

Comparando os resultados dos ensaios conduzidos em batelada simples com
meio MRS e meio otimizado, pode-se concluir que o0 meio otimizado
(composicao reduzida) leva a bactéria a consumir integralmente a glicose, com
resultados similares a excecdo da produtividade volumétrica, indicando a

relacdo da taxa de producdo com a concentracao de nutrientes.

Na producédo de acido D-latico pela rota biotecnoldgica a partir da fracao
celulésica do bagaco de cana-de-aclucar pelo processo SSF conduzido em
frascos agitados sem controle de pH, obtendo uma concentracdo de acido D(-)

latico de 12 g/L se considera auspicioso;

Com os resultados, obtidos no presente trabalho, ficaram evidenciadas as
oportunidades para desenvolvimentos tecnoldgicos que permitam o
aproveitamento do bagaco de cana-de-acUcar para obtencdo de acido D-latico

de segunda geracéo.

6.2. Sugestdes

Realizar ensaios de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF) em

biorreator instrumentado.

Realizar estudos para avaliar a substituicdo dos nutrientes (extrato de
levedura e extrato de carne) por outras fontes de nitrogénio alternativas com a
finalidade de obter uma suplementacdo de meio mais econémica e diminuir

0s custos de processo,
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Avaliar as condi¢gbes temperatura, agitacdo, e pH mediante a elaboracao de
planejamentos experimentais, visando estudos de sinergismos entre oS
parametros para determinar as condicbes Otimas de operacdo para

fermentacdo com o meio de composic¢éo reduzida;

Pesquisar e avaliar o uso de outras cepas com potencial para a producao de
acido latico D-latico a partir da fermentacdo da fracdo C5, bem como a
possibilidade de conduzir processos com o uso de consorcios microbianos
para o aproveitamento de forma mais integral e diversificada das fracdes

hemiceluldsica e celuldsica do bagaco de cana-de-agucar;
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