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RESUMO

A producdo do acido latico vem recentemente aumentando devido a sua
importdncia como precursor na fabricacdo de plasticos biodegradaveis, o
polilactato (PLA). Devido a preocupacao com a redugdo do custo da matéria-
prima, o uso de materiais lignoceluldésicos como fonte de carbono barata para a
producdo de acido latico é bastante atraente. O bagaco de cana-de-agucar,
disponivel em abundancia no Brasil, representa grande potencial como matéria
prima para fermentacdo, por ser fonte renovavel de carbono para obtencdo de
blocos construtores de interesse industrial, tais como o acido latico (AL). O Neste
contexto, o presente trabalho foi delineado para estudar a produgéo de acido latico
a partir da xilose, principal constituinte da fracdo hemicelulésica presente no
bagaco de cana-de-acucar. Nosso estudo explorou o uso de duas preparacdes
distintas de biomassa antes de seu uso no processo fermentativo: a agua de
lavagem de bagaco de cana (MRS) e do hidrolisado do bagaco de cana (MRSygc).
Para a bioconversao de interesse, foram selecionadas 9 cepas de Lactobacillus
capazes de assimilar xilose, identificadas através de um teste screening para
acidificacao em placas de Agar solido e ensaios de fermentagdo em incubador
rotativo. O Lactobacillus pentosus ATCC 8041 foi a cepa que apresentou maior
produtividade, sendo selecionado para estudos posteriores. As fermentacdes dos
meios MRSyi0se € MRS na auséncia de xilose mostraram que o microrganismo
produz acido acético a partir dos componentes presentes no meio (tais como,
peptona A, extrato de levedura e peptona de soja). Os resultados da fermentagao
em batelada em meio MRSa s indicaram que o Lactobacillus pentosus ATCC 8041
fermentou eficientemente pentoses (xilose e arabinose) também na presenca de
glicose, atingindo 2,37 g/L de &acido latico e 0,99 ¢g/L de &cido acético, que
representa um rendimento (Ypss) de 0,65 g/g e (Ypss) de 0,27 g/g, respectivamente.
O B. coagulans 162 apresentou melhor rendimento de acido latico (Yps = 0,85 g/g)
e produtividade (Qp = 0,35 g/[L.h]) em relacdo ao L. pentosus ATCC 8041 quando
o meio MRSp g foi utilizado como meio de fermentagdo. Resultados da
fermentacdo em batelada em meio MRSygc revelaram que a glicose foi o primeiro
acucar a ser esgotado, seguido de xilose. Nestas condicoes de fermentacéo, o L.
pentosus ATCC 8041 produziu 28,99 g/L de &cido latico (Yps = 0,78 g/g),
enquanto que o acido acético alcangou uma concentracao final de 8,19 g/L (Ypis =
0,21 g/g). O D(-)-acido latico foi a forma isomérica produzida, representando de 53
a 66% do &cido latico total sintetizado pelo L. pentosus ATCC 8041. A maior
assimilacao de xilose foi observada quando a peptona A foi substituida por uréia
na fermentacdo do meio MRSi0se pelo L. pentosus ATCC 8041. Assim, a fracédo
hemiceluldsica do bagago de cana-de-agucar, mais dificil de ser metabolizada que
a fragdo celulésica pode ser considerada matéria-prima promissora para
processos de bioconversdo, como a producao de acido latico, representando uma
fonte de menor custo, renovavel e rica em agucares fermentesciveis.

Palavras-chave: acido latico, Lactobacillus, bagaco de cana-de-agucar, xilose,
fermentacao.
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ABSTRACT

The demands for lactic acid production are increasing in the last few years due to
its use as precursor for the synthesis of biodegradable plastics, also known as
polylactic acid (PLA) bioplastics. In order to reduce the production costs, which are
mainly dependent on the raw material employed for PLA synthesis, the use of
lignocellulosic biomass as carbon source is a promising alternative, since it
constitutes a large scale byproduct in several industrial sectors. Among the
available biomass substrates, the sugarcane bagasse represents an attractive
candidate to feed PLA demands, since it constitute a cheap and abundant raw
material in Brazil. In this context, the present work was delineated to study the
lactic acid production from xylose, the main constituent of the hemicellulose
fraction present in sugarcane bagasse. Our study explored the use of two distinct
preparations of the biomass prior its use in the fermentative process: the bagasse
wash water (MRSa) and the bagasse hydrolyzate (MRSpgc). For the
bioconversion of interest, we selected 9 Lactobacillus strains ferment xylose were
indentified for the acid production by screening tests for acidification on solid agar
plates and fermentation assays in rotary incubator. Lactobacillus pentosus ATCC
8041 was the strain displaying the highest productivity, being selected for further
studies. Fermentations using synthetic media (MRS) in the presence or absence of
xylose revealed that Lactobacillus pentosus ATCC 8041 produces acetic acid from
other carbon sources present in the media, such as peptone A, yeast extract and
soy peptone. Results from batch fermentation in MRSa g media indicated that
Lactobacillus pentosus ATCC 8041 fermented efficiently pentoses (xylose and
arabinose) in the presence of glucose, reaching 2.37 gl™' of lactic acid and 0.99 gI”
of acetic acid, which represents a yield (Yp;s) of 0.65 g/g and 0.27 g/g, respectively.
This productivity was slightly minor than the observed for other lactic acid-
producing strain, Bacillus coagulans 162, in similar fermentation conditions (Yp/s =
0.85 g/g). Results from batch fermentation in MRSygc media revealed that glucose
was the first sugar to be depleted, followed by xylose. In this fermentation
conditions, Lactobacillus pentosus ATCC 8041 produced 28.99 gl of lactic acid,
(Yeis = 0.78 g/g), whereas the acetic acid reached a final concentration of 8.19 gl
(Yps= 0.22 g/g). D(-)- lactic acid was produced isomeric form, representing 53-66%
of total lactic acid synthesized by Lactobacillus pentosus ATCC 8041, which is
important since it presents the ideal characteristics for PLA production. The highest
xylose assimilation was observed when the peptone A was replaced by urea. In
summary, our study confirm that, despite the hemicellulose fraction of sugarcane
bagasse be more difficult to be assimilated than the cellulosic fraction, it can be
considered an adequate raw material for the production of polylactic acid
bioplastics, representing a low cost, renewable and abundant source of
fermentable sugars. The strain Lactobacillus pentosus ATCC 8041 displayed a
good fermentative performance, being considered a very attractive candidate for
the biosynthesis of lactic acid from sugarcane bagasse.

Keywords: lactic acid, Lactobacillus, sugarcane bagasse, xylose, fermentation.
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Bactéria latica

Polilactato

Sacarificagcao e fermentagéao simultanea.

Agua de lavagem do bagaco de cana-de-agcar
pré-tratado por explosao a vapor.

Hidrolisado do bagaco de cana-de-acgucar pré-tratado

por explosao a vapor.
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1.  INTRODUCAO

O acido latico tem uma posicao privilegiada na familia de &cidos
carboxilicos devido as suas aplicagées em industrias de alimentos, farmacéuticas,
quimicas e de cosméticos. A producdo mundial de &cido latico esta sendo
impulsionada pela producdo de polimeros biodegradaveis como o PLA
(polilactato). Este acido pode ser obtido por fermentagdo bacteriana ou sintese
quimica, entretanto, desta obtém-se uma mistura racémica de acido latico
enquanto o processo fermentativo permite a formacao de acido isomericamente
puro. A busca pela sustentabilidade ambiental e desenvolvimento de fontes
renovaveis tem aumentado significativamente o interesse na producao de blocos
construtores por via microbiana, como acidos organicos, aditivos alimentares e
insumos quimicos industriais. Grande atencdo tem sido dada ao potencial dos
residuos agroindustriais tais como o bagaco de mandioca, bagaco da cana, polpa
de maca, farelo de trigo/arroz, entre outros, para serem usados como matéria-
prima na obtencédo fermentativa de produtos de valor agregado como enzimas,
acidos organicos, etanol e aminoacidos, entre outros. (JOHN et al., 2009; JOHN et
al., 2007; ADSUL et al., 2006; JOHN et al., 2006).

Materiais lignocelulésicos, como o bagaco da cana de agucar (composto
essencialmente por celulose, hemicelulose e lignina), representam um dos
recursos renovaveis nacionais mais abundantes que podem ser utilizados como
matéria-prima para produtos quimicos por processos fermentativos (ADSUL et al.,
2006; TANIGUCHI et al., 2004; PANDEY et al, 2000). O bagaco & o maior
subproduto da industria de cana-de-agucar, constitui da fracdo de biomassa
resultante apos extragdo do caldo de cana, com composi¢cdo média de 32-44% de
celulose, 27-32% de hemicelulose, 19-24% de lignina e 4,5-9% de cinzas
(SOCCOL et al., 2010). Este material é, portanto, fonte importante de acucares
fermentesciveis utilizaveis como substrato em processos de fermentacao
microbiana (PANDEY et al, 2000). No entanto, sua utilizacdo depende de
processos de tratamentos visando a extracdo e despolimerizacao do carboidrato.
Pré-tratamentos (fisicos ou quimicos) seguidos de hidrélise (4cida ou enzimatica)
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do material pré-tratado e posterior fermentacdo dos acucares para a obtencao do
produto seriam as operacdes necessarias para a utilizacdao do bagaco.

A utilizagdo de residuos agroindustriais para a producao de &cido latico é
bastante atrativa ndo sé pelo baixo custo, mas por nao competirem diretamente
com alimentos e por serem mais sustentaveis em termos de emissao de CO, e
seu uso organizado pode reduzir o problema de descarte dos mesmos (CARA et
al., 2008; ADSUL et al., 2006; LIN & TANAKA, 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho é selecionar bactérias de bancos comerciais
capazes de converter a xilose, principal constituinte da fracdo hemicelulésica
presente no bagaco de cana-de-acucar, em acido latico e investigar a produgéao do
mesmo a partir da agua de lavagem (ALB) e hidrolisado do bagagco de cana-de-
acucar pré-tratado por explosao a vapor (HBC) por bactérias laticas.

2.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Selecionar cepas de bactérias capazes de produzir acido latico a
partir de xilose;

v Estudar a capacidade de assimilacdo de xilose e determinar o
comportamento cinético das cepas de Lactobacillus;

v' Selecionar a cepa com potencial para sua utilizagdo no processo, de
acordo com os parametros cinéticos de fermentacgao;

v" Determinar o comportamento cinético da cepa selecionada em meio
sintético contendo xilose em biorreator;

v' Investigar em biorreator a producao de &cido latico a partir do meio
MRSas (Aagua de lavagem do bagaco de cana-de-agucar) e meio MRSugc
(hidrolisado do bagaco de cana-de-agucar) pelo microrganismo selecionado;

v' Determinar o isdmero do acido latico produzido;

v' Verificar o efeito da substituicio da peptona A por uréia no
crescimento celular e consumo de xilose para producdo de &cido pelo

microrganismo selecionado.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ACIDO LATICO

3.1.1. Propriedades e obtencao

O &cido latico, acido 2-hidroxipropiénico ou acido a- hidrdxipropibnico, € o
acido carboxilico mais abundante na natureza. Foi descoberto pelo quimico sueco
Scheele em 1780 e sua producdo comercial iniciou nos Estados Unidos por
Charles E. Avery em 1881 (VIJAYAKUMAR et al., 2008; NARAYANAN et al.,
2004).

Trata-se de um acido organico com um [-carbono assimétrico (centro
quiral) que produz dois isémeros 6pticos: L(+), D(-) e um DL racémico que pode
ser obtido através de sintese quimica (Figura 1), (VIJAYAKUMAR et al., 2008;
LOPES, 2008; ADSUL et al., 2006; HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000;). O 4cido
latico é soluvel em agua e solventes organicos misciveis em agua, mas € insoluvel
em outros solventes apolares. Apresenta massa molar de 90,08, férmula
molecular: C3HgO3, ponto de fusdo de 16,8°C, constante de dissociacao (K,) de
3,86, densidade igual a 1,206 g/mL, calor especifico (C, a 20°C) de 190 J/mol°C,
calor de combustdo (AH;) de 1361 KJ/mol (NARAYANAN et al, 2004;
LEHNINGER, 1995).

COOH COOH
| |
OH—(lz*—H H—C*—OH
|
CH, CH,
L (+) Acido I4tico D (-) Acido latico

Figura 1. Isbmeros de acido latico (Adaptado de VIJAYAKUMAR et al., 2008) (C*)

- carbono assimétrico.
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O &cido latico pode ser produzido por sintese quimica ou fermentacéao
microbiana. Aproximadamente 90% do total de acido latico mundial é feito por
fermentacao bacteriana e o restante é produzido sinteticamente pela hidrélise do
lactonitrito. A sintese quimica de acido latico sempre resulta numa mistura
racémica (DL - acido latico), sendo esta sua maior desvantagem. A producgao
biotecnoldgica de acido latico oferece também outras vantagens comparadas com
a sintese quimica, tais como o baixo custo de substratos (carboidratos
renovaveis), menores temperaturas de processo, menor consumo de energia e a
possibilidade da obtencdo de D- ou L- &cido latico opticamente puro ou uma
mistura em diferentes proporcoes dos dois isdmeros; dependendo da cepa
microbiana selecionada, substrato e condicdbes de crescimento utilizadas
(DUMBREPATIL et al., 2008; GIVRY et al. 2008; VIJAYAKUMAR et al., 2008;
JOHN et al,. 2007; ADSUL et al., 2006; HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000).

Para a sintese quimica do &cido latico (Figura 2), acido cianidrico e
acetaldeido reagem na presenca de uma base sob altas pressdes para produzir o
lactonitrito. A destilacdo é usada para purificar este lactonitrito bruto. O lactonitrito
purificado €, entdo, hidrolisado com &cido sulfurico para produzir o acido latico.
Sais de ambnio também sao produzidos como subproduto (LI & CUI, 2010;
NARAYANAN et al., 2004).
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Acetaldeido Acido cianidrico
(CH3;CHO) (HCN)

\ \
l

) Reagao sob
Catalisador — - alta pressao

l

[ Destilagao ]

Lactonitrito purificado
(CH;CHOHCN)

H,SO4 %[ Hidrolise ]

Acido latico
(CH;CHOHCOOH)

Figura 2. Sintese quimica do acido latico (Adaptado de LI & CUI, 2010).

O &cido latico pode ser obtido pela fermentacdo de uma grande variedade
de matérias-primas, subprodutos ou residuos industriais, tais como: glicose,
sacarose, lactose (agucares purificados), soro de leite, melaco de cana-de-agucar,
mandioca, batata, cevada, farelo de trigo e de arroz, residuos da fabricacao de
queijo, residuos de polpa de banana e de abacaxi, milho, amido de milho, residuos
que contenham carboidratos complexos como o amido, celulose e hemicelulose,
que podem ser utilizados como fonte de substratos (LITCHFIELD, 2009). A
producéo fermentativa do &cido latico (Figura 3) pode ser realizada por bactérias,
leveduras e fungos, incluindo também as formas geneticamente modificadas
destes microrganismos. Porém, as bactérias laticas (LAB) sdo comumente

empregadas na fermentacao de carboidratos para sua obtencao e este é o foco da
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maioria dos estudos da produgdo de 4&cido latico (LITCHFIELD, 2009;
VIJAYAKUMAR et al., 2008).

Quando o soro de queijo ou agucares simples sdo usados, como a
lactose, glicose ou sacarose podem ser fermentados diretamente em acido latico
(Figura 3, rota 3). A biomassa amildcea pode ser hidrolisada a glicose pela
liquefacdo e sacarificacdo enzimatica e entdo, fermentada para produzir acido
latico (Figura 3, rota 2). Biomassa amildcea também pode ser diretamente
fermentada a &acido latico pela bactéria latica amilolitica. Quando a biomassa
lignocelulésica é usada, um processo de pré-tratamento é necessario para romper
as ligacgoes entre a celulose, hemicelulose e lignina. A celulose e hemicelulose sé&o
hidrolisadas pelas celulases e hemicelulases em acgucares fermentesciveis que
podem ser fermentados a acido latico por microrganismos (Figura 3, rota 1). A
sacarificagdo e fermentacdo simultdnea (SSF) também podem ser utilizadas
simultaneamente num Unico reator. Quando o acido latico é obtido via processos

microbianos é necessario realizar a sua separacao e purificacao (LI & CUI, 2010).
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Biomassa
lignocelulosica

(1)

Fisicos/ quimicos —— [ Pré-tratamento ]

Hidrélise (2) Biomassa
enzimatica : amilacea

Enzimas H[

(3)

Bactérias/ fungos — [Fermentﬂcﬁo A E— Soro de
l queijo/agucares

Separagaoe
purificagao

Acido latico L (+) ou D (-)
opticamente puro

Figura 3. Fermentagcao microbiana do &cido latico (Adaptado de LI & CUI, 2010).

3.1.1.1. Bactérias laticas

As bactérias laticas podem ter forma de cocos ou bacilos, ocorrem em
cadeia ou isoladamente, sdo Gram-positivas, ndo apresentam motilidade, nao
formam esporos, sdo catalase negativa, sdo anaerdbias, anaerdbias facultativas
ou microaerodfilas, ndo patogénicas sendo consideradas GRAS (Generally
Recognized as Safe) e incapazes de sintetizar ATP pela respiracdo
(VIJAYAKUMAR et al., 2008; TANAKA et al., 2002; HOFVENDAHL & HAGERDAL,
2000).
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Além da capacidade em produzir acido latico, as LAB podem também
contribuir para outras caracteristicas de produtos como sabor, textura e nutrigédo.
Sem duvida, a aplicagcdo mais importante das LAB € na industria de laticinios,
embora sejam também aplicadas em escala industrial de outras matérias-primas
alimentares como carne, vegetais e vinhos e nas industrias quimica e
farmacéutica (BUSTOS et al, 2005; TANAKA et al., 2002; HOFVENDAHL &
HAGERDAL, 2000).

As bactérias laticas requerem nutrientes complexos para seu crescimento
e manutencao tais, como carboidratos, aminodacidos, vitaminas, minerais, acidos
graxos e sais, devido a sua habilidade limitada em sintetizar vitaminas do
complexo B e aminoédcidos (LITCHFIELD, 2009; VIJAYAKUMAR et al., 2008;
ADSUL et al., 2006; HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000). Essas bactérias obtém
energia através da fermentacédo de agucares e os produtos finais do metabolismo
sao: lactato, acetato, etanol, CO, e acido férmico. A temperatura 6tima de
crescimento € em média de 30°C dependendo do género, sdo aciddfilas e
altamente tolerantes a acidez, sobrevivendo em valores de pH 5,0 ou inferiores.
Estas bactérias sdo encontradas naturalmente em ambientes rico em nutrientes
como leite, carne e derivados, vinho, vegetais, frutas, sucos de frutas, pickles e no
corpo humano e de animais (HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000).

As LAB podem fermentar a glicose em &acido latico por vias diferentes
podendo ser divididas em dois grupos: homofermentativo e heterofermentativo, de
acordo com o produto final obtido (LUIS TELLEZ et al., 2003; HOFVENDAHL &
HAGERDAL, 2000). Na homofermentacdo, o acido latico é o Unico produto final
obtido do metabolismo de glicose que segue a via Embden-Meyerhoff-Parnas
(EMP) ou via glicolitica (Figura 4). Por outro lado, no metabolismo
heterofermentativo, quantidades equimolares de acido latico, CO, e etanol ou
acetato sao formados a partir de glicose e pentoses (xilose e arabinose) usando a
via fosfoquetolase (PK) (Figura 5). Esta proporcdo de etanol e acetato formado
depende do potencial redox do sistema. Esta via é usada pelas bactérias
heterofermentadoras facultativas, como é o caso do Lactobacillus casei, para a
fermentacdo de pentoses, e para a fermentacdo de hexoses e pentoses por



Bioconversdo de xilose em dcido ldtico

heterofermentadoras obrigatérias, como por exemplo, o Leuconostoc (BUSTOS et
al., 2005; HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000).

GLICOSE

ATP
ADP

glicose-6-P

frutose-6-P

i:;ﬂTP
ADP

frutose-1,6-DP

gliceraldeido-3-P <—— dihidroxiacetona-P

2NADY  mmmmmmmmeeeeey
ii;zNADH+2H+ ----- .
2 1,3-difosfoglicerato
2ADP
\K.L&TP

2 3-fosfoglicerato

!

2 2-fosfoglicerato i

&xazHg)

2 fosfoenolpiruvato
2ADP

2ATP
2 piruvato

2NADH+2H' €-----
2NADY - o a

2 LACTATO

Figura 4. Etapas bioquimicas durante a fermentagdo homolatica de glicose
(Adaptado de BUSTOS et al., 2005).
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GLICOSE
ATP
ADP PENTOSES
glicose-6-P

I = ~2NADH#2H* ADP
: : 6-fosfogluconato ribulose-5-P  ————> xilulose-5-P
hy
| NAD* NADH:H" (/\L\)
h : I
I I I
: : | | acetilfosfato gliceraldeido-3-P

I i
1 i CoA JADP ~|~ 2NAD*
y | ; Pi 2ATP ¢ 2NADH+2H*
i ! | v acetil-CoA piruvato
| . NADH+H NADH:+H
:: L;___ NAD* CoA NAD*
Dt acetaldeido

| - LACTATO

: NADH+H*

:- NAD* ;1' CoA -

""""""""""" éﬁj\-r ATP
ETANOL
v
ACETATO

Figura 5. Etapas bioquimicas durante a fermentagéo heterolatica de glicose e
pentoses (xilose e arabinose) (Adaptado de RIVERA et al., 2009; BUSTOS et al.,
2005).
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Além do acido latico, outros acidos podem ser formados por
microrganismos homofermentadores mesmo que em pequenas quantidades. No
entanto, a producdo de &cido latico é muito superior quando comparado aos
outros compostos como o etanol, acetato e formiato. Dentre esses
homofermentadores podemos citar o Lactococcus, que em condigcdes limitadas de
glicose e durante o crescimento em outros agucares, por exemplo, o Lactococcus
lactis em maltose, lactose e galactose, ou ainda em pH alto e baixa temperatura
pode formar varios acidos (HOFVENDAHL & HAGERDAL, 2000).

As bactérias homofermentativas sédo de grande interesse comercial para a
producdo de acido latico devido a razbes econ6micas como a fermentacdo de
glicose e sacarose em acido latico através da via Embden-Meyerhof, com
conversao teorica de 1 mol de glicose em 2 mols de acido latico. Dentre as cepas
homofermentativas podemos citar: Lactobacillus delbrueckii, Lactococcus lactis,
Lactobacillus  casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus  helveticus,
Lactobacillus amylophilus, entre outros. Algumas cepas de bactérias laticas
heterofermentativas convertem pentoses, como xilose e arabinose, obtidos da
hidrélise de residuos hemicelulésicos em acido latico através da via pentose
fosfatoquetolase. Os rendimentos de acido latico obtidos da fermentagéo de xilose
por cepas heterofermentativas sdo de no maximo 0,6 g de acido latico por g de
xilose devido a formacao de outros compostos, principalmente o acido acético. As
cepas Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus curvatus estdo entre as bactérias
heterofermentativas fermentadoras de xilose (LITCHFIELD, 2009; LOPES, 2008;
VIJAYAKUMAr et al., 2008).

3.1.2. Aplicacoes

3.1.2.1. Industria de alimentos, quimica e farmacéutica

O acido latico possui uma longa histéria de usos para a fermentagéo e
preservacdo de alimentos humanos (VIJAYAKUMAR et al., 2008). E um produto

quimico versatil amplamente utilizado em industrias alimenticias, farmacéuticas,

12



Bioconversdo de xilose em dcido ldtico

cosméticas, quimicas e téxteis. Sua maior aplicacdo e de seus derivados é
efetuada na industria de alimentos como acidulante, flavorizante, agente
antimicrobiano, estabilizador, umectante, emulsificador e plastificante
(LITCHFIELD, 2009; GIVRY et al., 2008; XU et al. 2007; ADSUL et al., 2006;
TANIGUCHI et al., 2004; PATEL et al., 2004; BUSTOS et al., 2004; HAULY et al.
2003; XIAODONG et al., 1997). Ao contrario de outros aditivos acidos para
alimentos, este possui um leve sabor 4cido. E n&o-volatil, inodoro e é classificado
como GRAS (Gernerally Recognized As Safe) pela FDA (Food and Drug
Administration) nos EUA. Nos EUA a aplicacdo em alimentos conta com
aproximadamente 85% da demanda e o restante (15%) é aplicado em industrias
nao-alimenticias (VIJAYAKUMAR et al., 2008).

Entre as aplicacbes industriais observa-se seu uso para ajustes de pH
durante o processo de produgédo de cerveja (maceragdo e cozimento do mosto),
promovendo melhora na estabilidade microbiana e sabor da cerveja. O &cido latico
também €& amplamente usado como acidulante em refrigerantes levemente
saborizados e sucos de frutas, com a vantagem de ndo mascarar ou sobrepor o
sabor natural. Por estas razdes o acido latico é preferido em relacdo ao acido
citrico (VIJAYAKUMAR et al., 2008).

Azeitonas verdes, repolho e maxixe sédo freqliientemente embalados numa
solugéo de sal, 4cido latico e 4gua, onde o 4cido latico atua como conservante e
melhora a turbidez da salmoura e o sabor. Uma mistura de acido acético e acido
latico em produtos como pepinos em conserva (picles) confere aroma e sabor
mais suaves e melhora a estabilidade microbiana (VIJAYAKUMAR et al., 2008).

O acido latico também é amplamente utilizado em carnes e seus
derivados como agente antimicrobiano. A descontaminacdo de carnes, aves e
carcagas suinas em matadouro é realizada utilizando &cido latico para reduzir a
infeccdo por Salmonella e alguns estudos indicam que o0 uso de spray de acido
latico quente em carcacas pode reduzir até 99% a contaminagdo por E. coli
(VIJAYAKUMAR et al., 2008; BUSTOS et. al, 2007, NARAYANAN et al., 2004).

Embora seja usado principalmente como hidratantes e reguladores de pH,
o acido latico possui outras propriedades como atividade antimicrobiana,
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clareamento e hidratacdo da pele e os ésteres de acido latico com alcoobis
alifdticos de cadeia longa sdo usados como emulsificantes, construtores e
estabilizadores em produtos de higiene pessoal. (LITCHFIELD, 2009;
VIJAYAKUMAR et al., 2008).

Na industria quimica o acido latico € usado no curtimento e acabamento
téxtil como, por exemplo, o tingimento da seda, na descalcificagdo de vegetais,
como modificador e removedor de resinas e polimeros, neutralizador, agente
regulador de pH, solvente e ainda pode sofrer uma variedade de conversdes
quimicas em substancias quimicas potencialmente uteis, como o 6éxido de
propileno (via hidrogenacao), acetaldeido (via descarboxilagéo), acido acrilico (via
desidratacao), dilactidio (via auto-esterificacdo), acido propandico (via reducao)
(Figura 6) LITCHFIELD, 2009; VIJAYAKUMAR et al., 2008).

Polimeros

DEStilaggo —> Dilactidio — — biodegrada’veig
catalitica (PLA)
E.sterlflca(;a‘? —> Propilenoglicol —> | Desidratacdo OXId? de
hidrogenacdo catalitica propileno

2 Acido
Carboidratos —» Ferrn.entzigao —> ..
Purificacdo latico

Desidratacdo

. —> Acido acrilico
catalitica

Especialidade em
solventes “verdes”
produtos reguladores
de crescimentos.

Derivatizacdo

Figura 6. Tecnologias e potenciais produtos a partir do acido latico (Adaptado de
VIJAYAKUMAR et al., 2008).

3.1.2.2. Polilactato (PLA)

O &cido latico tem recebido grande atengdo como matéria-prima para a
producéo de plasticos biodegradaveis e biocompativeis, como o polilactato (PLA)
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(KARP et al.,, 2011; LI & CUI, 2010; VIJAYAKUMAR et al., 2008; REDDY et al.,
2008; ADSUL et al., 2006; KADAM et al., 2006; ROJAN et al., 2005). A atual
demanda mundial de acido latico € estimada em 130. 000 — 150. 000 toneladas
por ano (LI & CUI, 2010) mas estima-se que até o fim de 2011 seja em torno de
200.000 toneladas por ano principalmente como um resultado do crescente
mercado para o PLA (KARP et al., 2011). O PLA é um poliéster alifatico, produzido
via polimerizacao de acido latico que pode ser obtido pela condensacao direta
utilizando solventes sob alto vacuo. Alternativamente, num processo isento de
solventes, um dimero ciclico intermediario chamado lactideo é formado, seguido
da polimerizagdo catalitica de abertura do anel do lactideo ciclico (Figura 7). A
producédo comercial do PLA é realizada geralmente pela polimerizacao de abertura
do anel do lactideo, j& que a policondensacao direta gera somente polimeros de
baixo peso molecular, principalmente devido a presenca de agua e impurezas.
Normalmente o PLA de baixa massa molar é desprovido de propriedades
mecanicas e por isso necessita a remogao do solvente, uso de solventes sob alto
vacuo e alta temperatura, e além dessas, ha outras desvantagens no
processamento de policondensacao direta, como 0 aumento da cor e racemizagao
do polimero (RASAL et al., 2010).
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Figura 7. Esquema das reagdes para producao do PLA (Adaptado de RASAL et
al.; 2010).

O PLA é considerado um polimero biodegradavel no ambiente e
biocompativel em contato com tecidos vivos, podendo ter aplicacées biomédicas
(EUBELER et al., 2010; SHEN et al., 2010, WU, 2009; VIJAYAKUMAR et al.,
2008; ONYARI, et al., 2008; ADSUL et al, 2006; HOFVENDAHL & HAHN-
HAGERDAL, 2000). A produgéo especifica dos isémeros de 4cido latico, D- ou L-
acido latico, pode ser obtida pelo uso adequado da cepa de Lactobacillus (SHEN
et al., 2010). A producao de PLA requer acido latico de alta pureza optica e
quimica, pois as propriedades fisicas e biolégicas dos polimeros de acido latico
estao relacionadas com a pureza enantiomérica dos estereocopolimeros de acido
latico (NEUREITER et al., 2004). A polimerizagdo de L-acido latico resulta em
PLLA (L- polilatico) e polimerizacao de D-acido latico resulta em PDLA (D-
polilatico). A maioria do PLA comercial é poli (meso-acido latico), que é uma
mistura de L- acido latico (> 95%) e D- &cido latico (< 5%) (SHEN et al., 2009).

Como um biopoliéster, o PLA pode desempenhar um papel relevante no que se
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refere as questbes de problemas ambientais. Ou seja, o PLA poderia ser um
substituto de plasticos produzidos de derivados do petroleo (KARP et al., 2011;
VODNAR et al., 2010; TANIGUCHI et al., 2004). Considerando a ampla gama de
aplicacées do PLA podemos citar as embalagens (ex. copos, garrafas e filmes),
téxteis (ex. camisetas e revestimentos para moveis), fraldas descartaveis e
talheres (SHEN et al., 2010; LITCHFIELD, 2009).

O PLA ¢é um bioplastico biodegradavel, reciclavel, bioabsorvivel e
compostavel, transparente, com excelente biocompatibilidade, processabilidade
térmica e menor dependéncia energética (KARP et al., 2011; RASAL et al., 2010).
O PLA pode se decompor em condicoes ambientais sob o ataque microbiano,
como bactérias e fungos. A degradacao do PLA se da através da hidrélise de
grupos de ésteres e a taxa de degradacdo depende da cristalinidade do PLA,
massa molar e sua distribuicdo, morfologia, taxa de difusdo da agua no polimero,
conteudo estereoisomérico (PLA amorfo quando o conteudo de D- isbmero € alto
e PLA cristalino quando o conteudo de D-isébmero é muito baixo), tempo,
temperatura e umidade. Os principais produtos da degradacdo sdo o acido
carbdnico (H2COg3) e agua. A duracédo da degradacédo do PLA no meio ambiente
pode variar de 12 meses a mais de 2 anos, em oposicao aos plasticos
convencionais, como o poliestireno (PS) e polietileno (PE), que necessitam de
com centenas ou até mesmo milhares de anos para se degradar. A taxa de
degradacao € freqientemente considerada um importante critério de selecao para
aplicagdes biomédicas e também constitui um sério problema com respeito ao
descarte dos produtos de consumo (RASAL et al., 2010; PAPAGEORGIOU et al.,
2010; EUBELER et al., 2010; WU, 2009; ZHANG et al., 2009; ZHANG et al., 2008;
GARLOTTA, 2002).

ONYARI et al., (2008) estudaram a biodegradabilidade de filmes de PLA
usando bactérias termofilicas que apresentaram rapida taxa de degradacao e
demonstraram dependéncia da temperatura. A biodegradagdo do PLA foi
demonstrada pela diminuicdo da massa molar. A biodegradabilidade do PLA sob
diferentes condigcdes ambientais foi reportada por RUDEEKIT et al., (2008), sendo
realizados testes em aguas residuérias, aterro e condigdes reais e controladas de

17



Bioconversdo de xilose em dcido ldtico

compostagem. A variacdo do tempo de degradacao pbde ser atribuida as
condicbes ambientais, sendo observado que a folha de PLA se degrada
completamente em condigbes reais e controladas de compostagem, enquanto que
a degradagdo em aterros naturais e em tratamento de &guas residuarias
necessitaria de um tempo maior.

Além do PLA como polimero biodegradavel, pode-se destacar o
Polihidréxialcanoato (PHA) (Tabela 1). Os PHA’s sdo polimeros biosintetizados
(por bactéria) com propriedades similares aos plasticos convencionais, porém séo
completamente biodegradados a CO; e H>O. O polimero de PHB, que € o principal
representante da familia dos PHA’s, é muito importante porque possui boas
propriedades materiais assim como biodegradabilidade (WENG et al., 2011;
EUBELER et al., 2010; SABIR et al., 2009; BONARTSEV et al., 2007; PHILIP et
al., 2007; FRANCHETTI & MARCONATO, 2006).

Apesar de suas vantagens o PLA também possui algumas desvantagens
que limitam seu uso em certas aplicagdes, entre as quais podemos citar a baixa
tenacidade, lenta taxa de degradacdo, hidrofobicidade relativa, estabilidade
térmica inferior aos polimeros convencionais e falta de grupos reativos de cadeia
lateral (Tabela 1) (RASAL et al., 2010; PAPAGEORGIOU et al., 2010; EUBELER
et al., 2010; WU, 2009; ZHANG et al., 2009; GARLOTTA, 2002). O PLA ainda nao
€ amplamente utilizado devido ao seu alto custo como, por exemplo, na aplicagéo
em embalagens, e propriedades térmicas e mecanicas inferiores em relacdo aos
polimeros sintéticos convencionais (RASAL et al., 2010; KIMURA, 2009; LI et al.,
2009; WU, 2009). No entanto, com o aumento das preocupacdes ambientais e
sustentaveis associados aos polimeros petroquimicos convencionais, as
aplicacbes do PLA continuardo a aumentar. Contudo, algumas modificagcdes no
PLA tém sido amplamente utilizadas para melhorar as propriedades mecanicas
(principalmente resisténcia), estabilidade térmica, comportamento de degradagéo,
processabilidade e cristalinidade visando aumentar sua aplicabilidade. A mistura
com diferentes plastificantes e polimeros (biodegradavel e nao-biodegradavel) é
provavelmente a metodologia mais usada para melhorar as propriedades
mecanicas do PLA (RASAL et al.; 2010).
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Tabela 1. Caracteristicas e aplicacdes do PLA, PHA e PHB.

Referéncias

Biopolimero

Vantagens

Desvantagens

Comercializados Aplicacoes

PLA (polilactato)

PHA
(polihidréxialcanoato)

PHB
(polihidréxibutirato)

Biodegradavel,
biocompativel,
bioabsorvivel,
transparente,
compostavel,
processbilidade
térmica, menor
dependéncia
energeética, boa
resisténcia
mecanica

Biodegradavel,
propriedades

Baixa tenacidade,
lenta taxa de
degradacao,

hidrofobicidade
relativa,
propriedades
térmica e
mecanica
inferiores aos
polimeros
convencionais,
alto custo

termoplasticas e

elastoméricas,
reciclavel,
biocompativel,

propriedades

Rigidez,
quebradico,
cristalinidade,

propriedade de disponibilidade
barreira a gas, restrita, extragao
natureza do PHA
pisoelétrica,
propriedades
mecanicas,
Biodegradavel, boa
propriedade Fragil, alta
material, rigidez,

processabilidade,

alta cristalinidade

fisicas ajustaveis,
biocompativel,
termoplastico

quebradico

Biomédica, farmacéutica,
embalagens (copos, filmes,
alimentos), fraldas
biodegradaveis, talheres,
produtos de higiene
pessoal, sacos para
residuos, ambientais,

Sim

Garrafas plasticas para
alimentos e bebidas,
cobertura de papel ou

papelao (como superficie
resistente a agua), médica,
embalagens flexiveis,

fabricacdo de pentes e

canetas, papel sintético,

dispositivos médicos, fones

de ouvidos, auto-falantes,

embalagens descartaveis;
agricultura; biomaterial

Sim

Farmacéutica, médica,
produtos agricolas,
odontoldgica, biomaterial

Sim (Nome
comercial:
Biocycle)

3

KARP et al., 2011; PAPAGEORGIOU et
al., 2010; RASAL et al., 2010; LI &CUI,
2010; EUBELER et al. 2010; Ll et al.,
2009; LITCHFIELD, 2009;
SATYANARAYANA et al., 2009; SHEN
et al., 2009; KIMURA, 2009; WU, 2009;
ZHANG et al., 2009; ONYARI et al.,
2008; VIJAYAKUMAR et al., 2008;
REDDY et al., 2008; RUDEEKIT et al.,
2008; ZHANG et al., 2008; ADSUL et al.,
2006; KADAM et al., 2006; ROJAN et al.,
2005; GARLOTTA, 2002; HOFVENDAHL
& HAHN-HAGERDAL, 2000

WENG et al., 2011; EUBELER et al.,
HASSAN et al., 2010; 2010; SABIR et
al., 2009; PHILIP et al., 2007; WANG et
al., 2010; BONARTSEV et al., 2007;
FRANCHETTI & MARCONATO, 2006;
WILLIANS et al.,1999

WENG et al.,, 2011; EUBELER et al.,
2010; OTARI & GHOSH, 2009;
SATYANARAYANA et al., 2009; RASAL
et al., 2010; BONARTSEV et al., 2007
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3.2. MATERIAIS LIGNOCLULOSICOS

Avangos nos processos industriais trouxeram oportunidades para
utilizacdo de residuos agroindustriais (materiais lignocelulésicos) tais como o
bagaco da cana-de-agucar, residuos de papel, hidrolisados de madeira, bagacgo de
uva, farelo de casca de cevada, poda de vinhedos, sabugo de milho, Eucalyptus
globulus, bastante disponiveis que podem ser utilizados como matéria-prima para
a producao de um grande numero de produtos quimicos como o etanol e o acido
latico por processos fermentativos (RIVERA et al,, 2009; ADSUL et al., 2006;
MOLDES et al., 2006; PANDEY et al., 2000; IYER et al., 2000).

O uso de uma fonte especifica de carboidrato depende de seu preco,
disponibilidade e pureza (JOHN et al., 2009). No caso do &cido latico, um dos
principais obstaculos para a sua produgdo em grande escala € o custo da matéria-
prima, que se torna muito elevado quando acucares purificados (glicose e
sacarose) sao utilizados como matéria-prima. A fim de reduzi-lo, uma alternativa
seria a utilizagdo de residuos agroindustriais beneficiando a reducédo dos
problemas ambientais causados pelo acumulo daqueles (JOHN et al.,2006).

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum) € uma planta da origem das
gramineas muito cultivada nas regides tropicais e subtropicais. No Brasil, a planta
€ a principal matéria-prima para a producdo de acucar, etanol e outros
subprodutos. Desde a sua origem até os dias atuais, a cana-de-agucar vem
passando por modificacdes que resultou em varias espécies, as quais se diferem
entre si pelo conteddo de agucares e fibras. Hoje, a cana cultivada é um hibrido da
planta original com outras espécies da mesma familia. Sua composicédo quimica é
apresentada na Tabela 2 e os seus principais constituintes estdo indicados na
Tabela 3. Entre as substancias encontradas na cana-de-agucar, a mais importante
é a sacarose, que é um dissacarideo formado por uma molécula de glicose e uma
de frutose (PUPULIN, 2010; RABELO, 2007; LANZOTTI, 2000).
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Tabela 2. Composicao média da cana-de-acucar

Composicao Teor (%)
Agua 65 - 75
Acucares 11-18
Fibras 8-14
Solidos soluveis 12 - 23

Fonte: Coopersucar, 1988.

Tabela 3. Constituintes da cana-de-agucar

Constituintes Sdlidos soluveis (%)
Aclcares: 75-93
- Sacarose 70 - 91
- Glicose 2,0-4,0
- Frutose 2,0-4,0
Sais: 3,0-5,0
- Acidos organicos 1,5-45
- Acidos inorganicos 1,0-3,0
Proteinas 0,5-0,6
Amido 0,001 - 0,05
Canas 0,3-0,6
Ceras e graxas 0,05-0,15
Corantes 3

Fonte: Coopersucar, 1988.

Como a maior parte das plantas, a cana-de-agucar dispde de um eixo
principal, denominado talo, de onde emergem as raizes, as folhas e as
inflorescéncias (Figura 8). Dos constituintes da cana-de-agucar, o talo é a parte
mais importante, constituindo o fruto agricola da mesma, pois apresenta valor
econdmico devido a sua capacidade de armazenar agucares e produzir fibras
(MIRANDA, 2009; RABELO, 2007).
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Figura 8. A cana-de-acucar (Fonte: TRIANA et al., 1990)

Estruturalmente, a cana consiste de varios tipos de tecidos, tais como o
cértex (ou casca), tecido parenquimatoso e hastes fibrovasculares. O cortex é
composto de fibras muito lignificadas, sendo caracterizado pela espessura da
parede celular, comprimento e rigidez de suas fibras, conferindo protecdo contra
os efeitos mecéanicos externos e servindo de suporte para a planta. A medula,
tecido parenquimatoso de carater nao fibroso, encontra-se no interior do talo e tem
como principal fungdo o armazenamento do suco adocicado produzido pela planta.
No interior deste tecido encontram-se as hastes fibrovasculares (feixes
vasculares), compostas de fibras curtas e vasos que atuam na sustentacédo e
condugcdo de agua, alimentos e outros produtos ao longo da planta
(SUGARCANECROPS, 2011; MIRANDA, 2009; RABELO, 2007).

A biomassa lignocelulésica é composta de celulose, hemicelulose e
lignina, além de pequenas quantidades de outros componentes (Figura 9)
(TANIGUCHI et al., 2004; PANDEY et al., 2000; FENGEL E WEGENER, 1989).
Estes constituintes podem ser identificados em diferentes quantidades
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percentuais, dependendo da espécie e condicbes de crescimento (FENGEL E
WEGENER, 1989).

A celulose, constituinte mais abundante da parede celular vegetal, € um
homopolissacarideo linear constituido por unidades de D-glicose unidas entre si
por ligagdes glicosidicas B(1—4), de formula geral (CeH100s)n, proporcionando
uma cadeia linear macromolecular de elevada massa molar, alto grau de
polimerizacao (podendo atingir até 10.000), consideravel grau de cristalinidade,
insoluvel em agua e estrutura rigida (CANILHA et al., 2009; KUMAR et al., 2008,
RABELO, 2007).

A hemicelulose é um polimero heterogéneo que esta intimamente
associado a celulose na parede da célula vegetal, sendo composto por pentoses
(D-xilose, D-arabinose), hexoses (D-glucose, D-galactose, D-manose), acido D-
glucurénico e acido 4-O-metil-glucurdnico. E ramificada, apresenta um grau de
polimerizacao inferior a 200 e pode ser acetilada (CANILHA et al., 2009; KUMAR
et al., 2008). As madeiras moles (coniferas) apresentam maior proporcao de
galactoglicomananas do que de xilanas, enquanto que as madeiras duras
(folhosas) nao apresentam xilanas como seus principais constituintes
hemiceluldsicos. O teor de hemicelulose em diferentes tipos de vegetais é
bastante variavel, com um valor médio de 20%. Quando sofre hidrélise a
hemicelulose pode ser decomposta em xilose, arabinose, acido urdnico e furfural.
A xilose é o principal acucar encontrado na hemicelulose do bagaco (CANILHA et
al., 2009; RABELO, 2007).

A lignina é uma macromolécula complexa, formada pela polimerizacao
radicalar de unidades fenil-propano que formam uma macromolécula
tridimensional e amorfa. Constitui a fragdo ndo polissacaridica mais abundante da
lignocelulose e representa de 20 a 30% da massa total do material lignocelulésico.
Envolve as  microfibrilas  celulésicas, conferindo  apoio  estrutural,
impermeabilizacdo, resisténcia a degradacado quimica e/ ou biolégica, e pode
formar ligagdes covalentes com a hemicelulose (KUMAR et al., 2009; CANILHA et
al., 2009; RABELO, 2007).
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Figura 9. Estrutura da biomassa lignocelulésica (Adaptado de CANILHA et al.,
2009).

A biomassa lignoceluldsica, em geral, € resistente a bioconversao, pois
seus agucares encontram-se na forma de polimeros (celulose e hemicelulose)
associados entre si e recobertos por uma macromolécula aromatica complexa
(lignina), formando a microfibrila celulésica que constitui a parede celular vegetal
dificil de ser desestruturada (Figura 9). Para sua utilizacdo como substrato em
processos microbianos € preciso transformar as cadeias poliméricas de
carboidratos em acgulcares que possam ser assimilados, essencialmente glicose,
xilose e arabinose (e outros agucares encontrados em menores concentragdes no
hidrolisado, como galactose e manose). Este processo de transformagao requer
inicialmente um pré-tratamento da biomassa (fisico, quimico, fisico-quimico ou
bioldgico), seguido de hidrélise (acida ou enzimatica). O pré-tratamento tem a
finalidade de remover ou alterar a lignina para aumentar a acessibilidade da
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biomassa as enzimas que convertem o0s carboidratos em acglcares
fermentesciveis (Figura 10), sendo também durante esta etapa que a maior parte
da hemicelulose é removida. Este processo deve ser o0 mais simples possivel para
obtencdo de um produto com viabilidade comercial (CANILHA et al., 2009;
TAHERZADEH & KARIMI 2008; JOHN et al., 2007; ADSUL et al., 2006; WEE et
al., 2006; PANDEY et al., 2000).

Lignina

/Celulose -
)
gy

Pré-tratamento ,Jf( J

—_—— 1-\-’)_ i
.\‘ .

( N

( L, e
\ Hemicelulose
E} S 'i L
: T Acucares

/

A
Celulose

Figura 10. Pré-tratamento em materiais lignocelulésicos seguida de hidrélise
enzimatica (Fonte: CANILHA et al., 2009).

Existem diferentes tipos de pré-tratamentos entre os quais, inclui a
explosdo a vapor, radiacdo gama, tratamento acido ou alcalino, aménia, uréia,
peréxido de hidrogénio, solventes, trituracao fisica ou moagem, degradagao por
fungos ou a combinacdo destes. As melhores opgdes de pré-tratamento sao
aquelas que combinam elementos de ambos os métodos fisicos e quimicos.
Todos os métodos tém o objetivo de aumentar a susceptibilidade da associacédo
celulose-lignina e assim melhorar a hidrélise enzimatica (KUMAR et al., 2009;
HEERAH et al., 2008; RAMOS, 2003; PANDEY et al., 2000).
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O pré-tratamento por explosdo a vapor (ou steam explosion) envolve o
tratamento térmico da biomassa com vapor saturado a alta pressao e, em seguida,
a rapida descompressao provoca a expansao das fibrilas de celulose, causando o
rompimento fisico, a ruptura das cadeias de glicose e a remogao simultanea da
lignina (STAVRINIDRES, 2010; CORTEZ et al., 2008). A biomassa é exposta a
uma temperatura de 160 a 260°C com uma pressao correspondente de 0,69 a
4,83 MPa por varios segundos a poucos minutos antes do material ser exposto a
pressdo atmosférica para resfriamento. A alta pressdo de vapor modifica
radicalmente a estrutura da parede celular vegetal produzindo um material marrom
escuro (licor negro) a partir do qual a hemicelulose parcialmente hidrolisada pode
ser facilmente recuperada pela agua de lavagem, deixando uma fragéo insolavel
em agua composta por celulose, hemicelulose residual e lignina quimicamente
modificada (Figura 11) que pode continuar a ser extraida por alcali fraco, dioxano,
etanol ou agentes oxidantes como peroxido de hidrogénio alcalino e cloreto de
sédio (KUMAR et al., 2009; CORTEZ et al., 2008; TAHERZADEH & KARIMI 2008;
HEERAH et al, 2008; TAHERZADEH & KARIMI 2007; RAMOS, 2003). O
processo de explosdo a vapor causa a degradagdo da hemicelulose e
transformacao da lignina, devido a alta temperatura e assim, aumenta o potencial
de hidrolise da celulose. As vantagens do pré-tratamento por explosdo a vapor
incluem a baixa energia gasta em comparagdo com a moagem mecanica € a nao
reciclagem ou custos ambientais (KUMAR et al., 2009; TAHERZADEH & KARIMI
2008; SUN & CHENG, 2002). Além disso, a exploséao a vapor permite a obtencao
de materiais com menor densidade de fibras, melhores propriedades de
resisténcia, alta estabilidade térmica e menor absorcdo de umidade, dependendo
da quimica e da distribuicdo do componente lignina nas fibras tratadas com vapor
(BRUGNAGO et al., 2011).
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[ Biomassa ]
| A 4
Alta pressdo de vapor Impregnacio de acido
(160 a 260°C; 0,69 a 4,83 MPa) |
l Alta pressdo de vapor
(160 a 260°C; 0,69a 4,83 MPa)

Material tratado a vapor |

Agua de lavagem 5 Fragdo soluvel em agua

Contém agtcares hemiceluldsicos

Fracao insoluvel em agua

Contém celulose e lignina

Figura 11. Explosao a vapor da biomassa (Adaptado de RAMOS, 2003).

Na hidrélise acida, faz-se uso de acidos como, por exemplo, 0 acido
cloridrico (HCI) e acido sulfdrico (H.SO4) para catalisar a reagé&o de hidrolise de
materiais lignocelulésicos (LAOPAIBOON et al.,, 2010). Embora a hidrélise acida
da biomassa seja eficiente e relativamente barata, gera residuos poluentes e
produtos que inibem a fermentacao posterior (RABELO, 2007). Os custos da
hidrélise enzimatica sdo baixos quando comparados com a hidrélise acida, porque
a hidrélise enzimatica é geralmente realizada em condigdes brandas (pH 4,8 e
temperatura entre 45-50°C) e nao acarretando corrosdao dos equipamentos (SUN
& CHENG, 2002).

A celulose € hidrolisada pelas enzimas celulases (geralmente uma mistura
de vérias enzimas) altamente especificas em relagdo ao substrato e sua utilizacao
reduz a obtencdo de produtos indesejaveis na reacao, diminuindo assim, 0s
custos de separacdo dos produtos, bem como os problemas de tratamentos de
efluentes. No caso da hidrélise enzimatica, a especificidade da enzima evita ainda
que ocorra a degradacado da glicose, o que pode ocorrer na hidrélise acida
(RABELO, 2007). Pelo menos, os trés maiores grupos de celulases estédo
envolvidos no processo de hidrolise: (1) endoglucanase (EG, endo-1,4-D-
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glucanohidrolase) que ataca as regides de baixa cristalinidade na fibra celulésica
criando cadeias de radicais livres; (2) exoglucanase ou celobiohidrolase (CBH,
1,4-B-D-glucan celobiohidrolase) que degradas a molécula pela remocgéao das
unidades de celobiose das cadeias de radicais livres; (3) B-gucosidase que
hidrolisa a celobiose para produzir glicose. Durante a hidrélise enzimatica, a
celulose é degradada pelas celulases em acgucares redutores que podem ser
fermentados por microrganismos para obtencao do produto desejado (CORTEZ et
al., 2008; SUN & CHENG, 2002).

3.2.1. Producao de acido latico a partir de materiais lignoceluldsicos

A maioria dos estudos sobre a producdo de acido latico a partir de
materiais lignoceluldsicos utiliza somente a fragdo celuldsica, porque ha poucos
microrganismos capazes de fermentar agucares hemiceluldsicos (pentoses)
(BUSTOS et al., 2007; RIVERA et al., 2007; MOLDES et al., 2006; HOFVENDAHL
& HAHN-HAGERDAL, 2000). Espécies de Lactobacillus capazes de fermentar
hexoses, microrganismos mais utilizados na producdo de &cido latico, séo
geralmente incapazes de utilizar pentoses como fonte carbono, por isso um
grande numero de estudos foram realizados em busca de novas cepas, bem como
por engenharia genética, que possam utilizar hexoses e pentoses eficientemente
(BUSTOS et al., 2004; ZHU et al., 2007).

IYER et al., (2000) estudaram a fermentacao de pentoses para a producao
de acido latico utilizando hidrolisado de madeira (hidrélise acida) pelo
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (ATCC 10863). Quando exposta a um meio
sintético com diferentes concentragdes iniciais de xilose, esta cepa apresentou
uma fase lag inicial de 24-72h. Foi observado que a fase lag aumentou com o
aumento da concentracao inicial de xilose, de 1% a 8% (p/v) e atingiu um
rendimento de acido latico de 0,80 a 0,83 g/g, dependendo da concentracdo de
xilose. Ja quando exposto a uma mistura de xilose e glicose, a glicose foi
consumida preferencialmente e somente depois de sua completa exaustdo o

consumo de xilose foi iniciado. O periodo de fase LAG foi observado somente no

28



Bioconversdo de xilose em dcido ldtico

inicio da primeira etapa de utilizacdo de xilose e ndo foi observado nas etapas
subsequientes de alimentacédo entre glicose e xilose. Quando submetida a uma
mistura de acgucares encontrados em menor quantidade na biomassa
lignoceluldsica (galactose, manose, arabinose), esta cepa utilizou primeiramente
glicose e entdo manose, seguida pela utilizagao simultanea de xilose e galactose,
enquanto que a arabinose ndo foi consumida. Experimentos em batelada
alimentada foram realizados para avaliar a inibicado pelo produto na fermentacao
de xilose, onde o grau de inibi¢cao foi tal que a produtividade diminuiu de um nivel
inicial de 0,37 para somente 0,13 g/(L.h) num ponto em que a concentragdo de
acido latico foi de 70 g/L. Na fermentacao em batelada utilizando o hidrolisado de
madeira com adicao externa de 15 g/L de glicose, 5 g/L de xilose, 5 g/L de
manose, 2,5 g/L de galactose e 1,5 g/L de arabinose foi obtida uma concentracao
maxima de 23,75 g/L de acido latico em 108h de cultivo. A utilizagdo de
hidrolisado de madeira com adicdo externa de agucares apresentou rendimentos
de acido latico proximos dos acgucares puros, porém a uma taxa mais lenta.

MOLDES et al, (2006) mostraram que a utilizagdo de acucares
fermentesciveis de residuos agroindustriais hemicelulésicos, como xilose e
arabinose, pelo Lactobacillus pentosus ATCC 8041 apresentou excelentes
resultados em termos de produtividade e rendimento de &acido latico
independentemente da quantidade de glicose presente no meio. Os hidrolisados
(hidrolise acida) de poda de vinhedos, farelo da casca de cevada, sabugo de milho
e Eucalyptus globulus (desintoxicado com carvao ativado) foram utilizados como
fonte de carbono. A concentracdo maxima de 4cido latico (33 g/L) e produtividade
volumétrica (0,60 g/(L.h)) foram alcangadas empregando o hidrolisado de farelo de
cevada. O rendimento maximo em relacdo a utilizacdo de pentoses (0,76 g/g) foi
alcangado utilizando hidrolisado de poda de vinhedos, seguido por hidrolisado de
Eucalyptus globulus desintoxicado (0,70 g/g), farelo de cevada (0,57 g/g) e sabugo
de milho (0,53 g/g). Estes resultados mostraram que o L. pentosus pode ser
utilizado para fermentar agucares hemicelulésicos (principalmente xilose, glicose e
arabinose) de hidrolisados da maioria dos residuos agroindustriais.
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THOMAS (2000) investigou o processo de sacarificacdo e fermentacao
simultanea (SSF) do hidrolisado de residuo sélido de celulose para a producao de
acido latico pelo Lactobacillus delbrueckii (NRRL B-445). Os experimentos SSF
foram realizados em varios niveis de pH, temperatura e concentragbes de
nutrientes, e as condicées de cultivo de pH 5,0 e 45°C resultaram em uma
concentragao final de 14 g/L de acido latico, onde o consumo de xilose iniciou
apds o consumo total de glicose alcangando um rendimento de 83% . O consumo
simultdneo de xilose e glicose foi descrito nos experimentos SSF em pH 5,5 e
45°C e em pH 5,0 e 47°C, com a produgao de 17 g/L (rendimento de 93%) e 15
g/L de acido latico (rendimento de 97%), respectivamente. A capacidade de
fermentacao deste microrganismo foi também investigada usando somente xilose
como fonte de carbono e uma mistura de glicose e xilose em duas fontes de
nitrogénio, o extrato de levedura e a triptona. A fermentacéo de xilose e glicose em
pH 5,5 e 45°C em meio contendo extrato de levedura resultou na producao de 18
g/L de acido latico e um rendimento de 0,86 g/g de acucar consumido. Ja, no
mesmo meio, a fermentacdo de xilose em concentragbes de 13 g/L e 27 g/L,
ambas em pH 5,0 e 45°C, resultou em concentracbes de 11 g/L e 25 g/L de &cido
latico e rendimentos de 88% e 93%, respectivamente.

O Lactobacillus buchneri NRRL B-30929 foi isolado e identificado por LIU
et al., (2008), cujo trabalho apresenta uma producao de 40 — 83 g/L de &cido latico
a partir de xilose com rendimento de 60%, em processos em batelada e batelada
alimentada. Esta cepa é robusta, tolerante a etanol e capaz de utilizar diversas
fontes de carbono, como a xilose, apresentando potencial de aplicagbes na
plataforma de biorrefinaria, podendo ganhar grande atengéo na producéo de acido
latico.

ADSUL et al., (2006) estudaram a conversao do bagaco da cana em acido
latico pela sacarificacdo e fermentagdo simultanea (SSF) em batelada, usando
uma preparacao de celulase derivada de um mutante de Penicillium janthinellum
NCIM 1171 (Mutante EU1) e utilizando o mutante de Lactobacillus delbrueckii
NCIM 2365 (Mutante Uc-3 gerado pela exposicao a irradiacao UV) como produtor
de acido latico. O SSF em batelada resultou numa concentragdo de 67 g/L de
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acido latico com um rendimento de 0,83 g/g de bagaco e produtividade de 0,93
g/[L.h]. O mutante de L. delbrueckii Uc-3 foi capaz de utilizar a celobiose (um forte
inibidor de celulases), produzindo acido latico com alto rendimento (0,9 g acido
latico/ g celobiose).

Como exemplos de microrganismos fermentadores de xilose para a
produgéo de acido latico, além dos citados acima, temos o Lactobacillus xylosus,
Lactobacillus plantarum, e o Lactococcus lactis (THOMAS, 2000), além do
microrganismo recombinante, como o Lactobacillus MONT4 (pLP3537-xyl) que
apresentou alto rendimento de acido latico (94%) a partir de xilose (PICATAGGIO
et al., 1998).

3.3. BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

O Brasil € lider mundial na producdo de cana-de-agucar, sendo
responsavel por aproximadamente 20% da producdo e 40% das exportacdes de
acUcar, seguido da Australia e india (UNICA, 2011; MAPA, 2011; LAOPAIBOON et
al., 2010; PESSOA-JR et al., 2005). E também o primeiro do mundo na producéo
de agucar e ocupa a segunda posicdo como produtor mundial de etanol, atras
apenas dos Estados Unidos que utilizam o milho como matéria-prima para a
producao de etanol (RFA, 2011; UNICA, 2011). O Brasil conquista cada vez mais,
o mercado externo com o uso do biocombustivel como alternativa energética. Na
safra de 2008/09 foram processados cerca de 569 milhdes de toneladas de cana-
de-acucar, sendo que cerca de 90% do total na principal regido produtora do Pais,
a Centro-Sul que engloba as regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul, e 10% no
Nordeste. No Brasil, a area cultivada com cana-de-agucar atingiu cerca de 7
milhdes de hectares em 2007, e deve dobrar até 2020, elevando a produ¢éo anual
para um bilhdo de toneladas, ou mais do que o dobro dos 480 milhdes de
toneladas processados na safra 2007/08. Este crescimento é esperado devido a
crescente demanda interna de producao de etanol, assim como a perspectiva de
ampliacdo das exportagdes do mesmo nos proximos anos. Apos 2020, estima-se

que a producdo de cana-de-acucar continue a aumentar em funcdo das novas
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tecnologias, incluindo o desenvolvimento de novas variedades de cana, ganho de
produtividade, e a chegada do etanol de segunda geracao, ou etanol celulésico,
que permitira 0 uso do bagacgo e da palha em sua produgdo podendo ampliar a
producéo por tonelada de cana em até 37 litros (UNICA, 2011; MAPA, 2011).

Um importante subproduto lignocelulésico agroindustrial € o bagago de
cana-de-agucar (Saccharum officinarum), residuo fibroso dos colmos da cana
remanescente apds o esmagamento e extracdo do caldo da cana-de-agucar. As
usinas de acgucar geram aproximadamente 270 — 280 kg de bagaco (50% de
umidade) por tonelada de cana-de-acgucar, representando cerca de 30% do total
produzido. No Brasil, a producdao anual de bagaco de cana-de-acucar é
atualmente estimada em 186 milhdes de toneladas (SOCCOL et al., 2010), o qual
é principalmente utilizado na geracdo de vapor e eletricidade necessaria as
plantas de processamento de agucar e etanol; sendo, tradicionalmente, queimado
em caldeiras de baixa eficiéncia para produzir quantidades modestas de energia e
limitar o problema de sua eliminagdo. Uma parte do excedente de bagaco é
utilizada também na fabricacdo de papelao, racdo animal (CARDONA et al.,
2010;SOCCOL et al., 2010; MIRANDA, 2009; PIPPO et al., 2008; WRIGHT, 2006;
BAUDEL et al., 2005; PESSOA-JR et al., 2005; MARTIN et al., 2002). No entanto,
o bagaco remanescente é geralmente estocado, constituindo um problema
ambiental devido ao risco de combustdo espontdnea do bagago armazenado, e ao
mesmo tempo constitui uma fonte de recurso renovavel (BAUDEL et al., 2005;
PESSOA-JR et al., 2005; MARTIN et al., 2002). Além disso, com o aumento na
producédo da cana em resposta ao crescimento global da demanda de etanol, (de
66 para 125 m®ton cana-de-aclcar entre 2008 e 2020), mais bagaco estara
disponivel (BETANCUR, 2010). CORTEZ, (2010) afirma que ja em 2012 a
producédo de cana de acgucar deve chegar a 730 milhées de toneladas, podendo
superar 1 bilhdo de toneladas em 10 anos.

Entre as varias fontes potenciais de biomassa, o bagaco de cana tem sido
um dos residuos industriais mais promissores. E composto de celulose (32-44%),
hemicelulose (27-32%), lignina (19-24%) e cinzas (4,5-9%) (SOCCOL et al., 2010).

Quimicamente, o bagago contém cerca de 50% de a- celulose, 30% de
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pentosanas e 2,4% de cinzas. Devido ao seu baixo conteudo de cinzas, o bagaco
apresenta numerosas vantagens em comparacao a outros residuos de colheita,
tais como palha de arroz e de trigo que apresentam teores de cinzas de 17,5% e
11%, respectivamente, para uso em processos de bioconversao utilizando culturas
microbianas (PANDEY et al., 2000). Devido ao seu alto conteudo de carboidrato
(celulose e hemicelulose), relativo baixo conteddo de lignina e sua disponibilidade
como produto de residuo industrial (baixo custo) e contribuinte para a reducéo da
poluicdo ambiental, o bagago € particularmente um substrato apropriado para a
bioconversdo em etanol (etanol de segunda geracdo), acido latico, acido
glutdmico, alcal6ides, enzimas, cogumelos e matéria-prima para a producao de
alimentacao animal enriquecida com proteina, aumentando assim a economia do
processo (LAOPAIBOON et al., 2010; PAIVA et al.,, 2009; ROJAN et al., 2005,
MARTIN et al., 2002; PANDEY et al., 2000). A xilana, depois da glucana, é o
carboidrato mais abundante no bagaco. A xilose pode ser responsavel por quase
1/3 do conteudo total de acucares no hidrolisado do bagaco. Portanto,
microrganismos capazes de fermentar glicose e xilose sédo necessarios para uma
conversao eficiente de bagaco em produtos de interesse (MARTIN et al., 2002).

Assim como os materiais lignoceluldsicos, o bagaco de cana necessita de
pré-tratamento visando melhorar sua digestibilidade e facilitar o acesso ao ataque
microbiano. O pré-tratamento tem por finalidades alterar ou remover a
hemicelulose e/ou a lignina, aumentar a area superficial (porosidade do material) e
diminuir o grau de polimerizagao e a cristalinidade da celulose, o que acarreta em
aumento na digestibilidade enzimatica faciltando a hidrdlise enzimatica
subsequente e, consequentemente, no rendimento em acucares fermentesciveis
(Figura B9). Véarios métodos fisicos e quimicos sdao empregados para o pré-
tratamento que incluem a exploséo a vapor, radiagdo gama, tratamento com alcali,
perdxido de hidrogénio, solventes e entre outros (KIM et al., 2010; KUMAR et al.,
2009; CANILHA et al., 2009; CORTEZ et al., 2008;; PANDEY et al., 2000).

Varios processos e produtos que utilizam o bagaco de cana como matéria-
prima tém sido relatados, incluindo a geracao de calor e eletricidade, producao de
papel e celulose e produtos obtidos através da biotecnologia (baseados em
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fermentacao) (RATTANACHOMSRI et al., 2011; PANDEY et al, 2000). A
bioconversao do bagaco de cana para uma grande variedade de produtos de valor
agregado por processos microbianos também sdo relatados, incluindo alimentos
ricos em proteinas, enzimas, biocombustiveis e produtos quimicos, como o 4cido
latico (RATTANACHOMSRI et al., 2011).

O bagaco de cana-de-acucar oferece possibilidades de valorizagao
integral transformando-o em commodities com potencial de mercado nacional e
internacional (CONTRERAS et al., 2009). No Brasil, varias tecnologias tém sido
desenvolvidas para a produgéo comercial de produtos a partir do bagaco, como a
fibra natural que pode ser utilizada em tubulacdo de saneamento, reservatérios,
piscinas, canos e estacbes de tratamento de 4gua e esgoto (PESSOA-JR et al.,
2005). O bagaco da cana também tem sido empregado na area de biotecnologia
como suporte inerte para a producdo de acido latico pelo Rhizopus orizae e
Lactobacillus casei em fermentacdo sélida pela suplementagcdo de acucares ou
hidrolisado de amido como fonte de carbono (ROJAN et al., 2005; SOCCOL et al.,
1994). Por outro lado, ADSUL et al. (2006) relatam também a utilizacdo do
bagaco da cana como matéria-prima para a produgdo de &cido latico por um
mutante de Lactobacillus delbrueckii NCIM 2365 pelo processo de sacarificagcao e
fermentacdo simultanea (SSF). H4 uma série de processos envolvendo a
utilizacdo do bagaco de cana-de-acucar na obtencdo de produtos como a
penicilina, pectinases, acido latico e etanol como, por exemplo, a fermentagéo
submersa, fermentacdo solida e sacarificacdo e fermentacao simultdnea (SSF)
(PELIZER et al., 2007; PANDEY et al., 2000).

A aplicacao do bagago de cana-de-agucar em bioprocessos nao fornece
somente substratos alternativos, mas também ajuda a solucionar os problemas de
sua eliminacgao; trazendo consigo inovacoes tecnoldgicas, principalmente na area
de enzimas e tecnologia de fermentacdo, promovendo a abertura de novos
caminhos que possibilitam sua correta utilizagédo e obtencédo de produtos de valor
agregado (ADSUL et al., 2006). Assim, o bagago de cana nao pode ser encarado
somente como um combustivel (gerando vapor e energia elétrica), mas também
como um substrato abundante que possui um potencial muito elevado para a
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fabricacao de diversos produtos com altos valores comerciais (PESSOA-JR et al.,
2005).
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. PLANO DE TRABALHO

Este plano de trabalho descreve as principais etapas realizadas neste
projeto.

- Selecao dos microrganismos fermentadores de xilose;

- Capacidade de assimilagdo de xilose, determinacdo do comportamento
cinético das cepas de Lactobacillus e selegcdo da cepa com maior capacidade de
fermentacao da pentose;

- Fermentacao em incubador rotativo do meio MRS na auséncia de xilose
pelo microrganismo selecionado;

- Fermentagdo do meio MRSy ise €m biorreator pelo microrganismo
selecionado;

- Fermentacdo do meio MRSa s € meio MRSpgc pelo microrganismo
selecionado;

- Fermentacdo em meio MRS,i,se com variagcdo da concentracao de

peptona A e com a substituicdo da peptona A por uréia;

4.2. MATERIAIS

4.2.1.Matéria-prima

O bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por explosdo a vapor (steam
explosion) utilizado nos experimentos foi proveniente de uma mesma safra e lote,
gentilmente fornecido pela Usina Vale do Rosério, localizada no interior do Estado
de Sao Paulo (Orlandia). Apés a coleta da matéria-prima, esta foi armazenada em

freezer até sua utilizacao.

4.2.2.Microrganismos
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Foram utilizadas cepas de bactérias laticas provenientes de diversos
bancos de cultura (Tabela 4).
Tabela 4. Microrganismos utilizados.

Microrganismos Banco de cultura
Lactobacillus delbrueckii susp. Lactis ATCC 7830*

Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactis ATCC 4797* Fundagéo Oswaldo
Cruz (Rio de Janeiro-

Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595* RJ)
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii CCT 3744
Lactobacillus pentosus NRRL B- 227

NRRL ARS Collection
Lactobacillus casei NRRL B-442 culture (Peoria-llinois,

USA
Lactococcus lactis subsp. Lactis NRRL B-4449 )

CCT Colecéao de
cultura Tropical da
Fundacao André
Lactobacillus delbrueckiiNRRL B-445 Tosello
(Campinas,SP-Brasil)
Deutsche Sammlung
Von Mikroorganismen
und Zellkulturen —
DSMZ (Germany).

Lactobacillus pentosus ATCC 8041*

Bacillus coagulans 162

* ATCC America Type Culture Collection (Washington, DC - USA).

O Bacillus coagulans 162 foi utilizado somente na fermentagcdo do meio
ALB.

4.2.3.Reagentes

4.2.3.1. MeiO MRSx"ose

O meio MRS;i0se tem sua composicdo descrita na Tabela 2, sendo este
meio baseado no meio MRS (Man, Rogosa, Sharpe) padrao usualmente utilizado
no cultivo de bactérias laticas. O meio MRSyj0se pOSsui como principal fonte de
carbono a xilose, diferentemente do meio MRS padrdo que utiliza a glicose.
Quando utilizado para a reativacdo dos microrganismos o meio MRS;jose teve a
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xilose substituida por glicose em igual concentracdo, sendo, entdo, chamado de
meio MRSyjicose. Quando o meio MRS;0se fOi utilizado sem a presenga de qualquer

tipo de agucar, o mesmo recebeu 0 nome de MRS na auséncia de xilose.

Tabela 5. Composicao do meio MRS;iose-

Reagente Concentracao (g/L)
Peptona de soja 10
Peptona A 8
Extrato de levedura 4
Xilose 20
Acetato de sédio . 3H,O 5
KoHPO4 2
Citrato triamoniacal 2
Sulfato de magnésio (MgS0O4.7 H20) 0,2
Sulfato de manganés (MnSQO4-H20) 0,05
Polissorbato 80 (Tween 80) imL
Agar microbiolégico* 10

*No caso de meio sélido (cultivos em Agar inclinado (tubos) ou placas de Petri)

O meio MRSyj0se (Tabela 5) foi utilizado nas fermentagcdes em incubador
rotativo das cepas de Latobacillus, para a fermentacdo em biorretator pelo
microrganismo selecionado com potencial de aplicacao para o processo e para o
estudo da variacao da concentracao de peptona A e da substituicdo da mesma por

uréia.

4.2.3.2. Meio MRSALB e MRSHBC

A agua de lavagem (ALB) e o hidrolisado do bagaco de cana-de-acUcar
explodido a vapor (HBC) foram utilizados como fontes de substrato e entao,
suplementados com os componentes presentes no meio MRSyipse NAS Mesmas

concentragdes obtendo-se assim, os meios MRSa s € MRSHgc (Figura 13).
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/ Peptona de soja \

Peptona A
A 4 | Extrato de levedura
gua de lavagem ou ] K,HPO, Meio MRS, g ou
[ hidrolisado do bagaco Acetato de sodio . 3H,0 MRS}igc

Citrato triamoniacal
MgS0O,.7 H,O
MnSO4' HQO

Tween 80 /

Figura 12. Meios de cultivo MRSa g ou MRSHgc

A titulo de comparagdo o microrganismo Bacillus coagulans 162,
proveniente do banco de cultura Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und
Zellkulturen — DSMZ (Germany) foi utilizado na fermentacdo do meio MRSa
(Figura 14).

K,HPO,: 2 g/L _
MgS0,.7 H,0: 0,2 g/L [ Meio MRS, 5 ]
MnSO,-H,0: 0,05 g/L

- Extrato de levedura: 15 g/L
Agua de lavagem do +
bagaco

Figura 13. Meio MRS g para o Bacillus coagulans 162.

4.3. METODOLOGIA

4.3.1. Determinacao do teor de umidade (peso seco)

Apbés o descongelamento do bagagco, amostras em triplicata e
homogeneizadas do material, cerca de 5 g, foram coletadas e secas em estufa a
60°C por 24 a 48 horas até atingir peso constante para determinacéo do teor de

umidade do material. As analises foram realizadas em ftriplicatas.
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Para o célculo do teor de umidade da amostra utilizou-se a Equacéo 1.

%) = massa do bagago umido - massa do bagago seco 100 (Eq. 1)
WA= massa do bagago imido *

Onde W representa o teor de umidade do material.

4.3.2. Reativacao dos microrganismos

Culturas liofilizadas foram reativadas de acordo com as instrucbes da
colecao da qual a cultura foi obtida. Apés a quebra da ampola foi adicionado 0,5
mL de meio MRSgyicese (Tabela 5) contendo 20 g/L de glicose, em substituicdo a
xilose, previamente esterilizado a temperatura de 121°C por 15 min. Apos a
reidratacéo inicial por 10 a 15 min, o conteudo foi transferido para um tubo de
ensaio contendo 5 mL do mesmo meio e incubados conforme orientacdo para
cada linhagem.

Para as linhagens adquiridas como culturas reativadas em slants foi feito

um repique durante 24h em tubo de ensaio contendo 5 mL de meio MRSgjicose.

4.3.3. Manutencao da cultura

Cultivos foram feitos em meio MRSyjicose @ partir do material celular original
recebido do banco de microrganismos. Uma vez atingida a fase exponencial do
cultivo, a massa celular ndo centrifugada foi preservada. Como método de
preservacao foi utilizado o congelamento usando glicerol como agente protetor e
manutencdo em Agar inclinado sob refrigeragdo. Para a manutencao em Agar
inclinado ou o congelamento em glicerol as culturas foram repicadas em meio
MRSgicose (5 ML) e incubadas durante 24h. No congelamento em glicerol, 1 mL da
biomassa obtida neste cultivo foi transferida para um crio-tubo que continha 1 mL
de glicerol 20% (v/v) e armazenadas a -20°C. Para a manutencdo em Agar
inclinado, uma alca deste repiqgue em meio liquido foi transferida para um tubo
contendo meio sélido MRSgjicose, incubadas por 24h e armazenada a 4°C até seu
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uso. Repiques foram feitos a cada dois ou trés meses para manter os

microrganismos ativos.

4.3.4. Selecao de cepas capazes de produzir acido a partir de xilose

As culturas de Lactobacillus foram testadas quanto a sua capacidade de
produzir acido em meio solido MRS;jese. Microrganismos foram selecionados
mediante o teste de acidificacdo em meio sélido MRS,ise (Tabela 5) contendo os
indicadores de pH verde de bromocresol e purpura de bromocresol. Foram
adicionados ao meio 5 mL/L de cada solu¢cdo aquosa contendo 10 g/L de cada
indicador.

Os indicadores de pH utilizados foram escolhidos levando-se em
consideracao a faixa de viragem de ambos. O purpura de bromocresol se mantém
roxo/azul em pH 6,2 e amarelo em pH 5,2) e o verde de bromocresol torna-se azul
em pH 5,4 e amarelo em pH 3,8 (CAVIN et al., 1989; DAESCHEL et al., 1984).
Uma mistura de partes iguais de 0,5% de solugdo aquosa de purpura de
bromocresol e 0,5% de solugdo aquosa de verde de bromocresol pode ser
utilizada como indicador conferindo uma faixa de viragem mais ampla: a cor do
meio permanece violeta em pH 6,2 e amarela em pH 4,0 (VENUS et al. 1992).

O meio de cultivo teve seu pH ajustado em pH 6,5 utilizando NaOH 4M
e/ou H3PO4 4M e foi esterilizado a temperatura de 121°C durante 15 min. Este
meio foi distribuido em placas de Petri para a obtengcdo de uma camada de 4 a 5
mm de espessura e resfriados a temperatura ambiente até a sua solidificacdo. A
cultura foi transferida assepticamente e as placas incubadas a temperatura 6tima
de crescimento de acordo com cada espécie de microrganismo (Tabela 6) e
examinadas ap0s 24h. Os testes foram realizados em duplicatas.
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Tabela 6. Temperatura 6tima de crescimento dos microrganismos.

Microrganismos T (°C)
Lactobacillus pentosus ATCC 8041 30
Lactobacillus delbrueckii NRRL B-445 37
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii CCT 3744 37
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ATCC 4797 37
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ATCC 7830 37
Lactobacillus rahmnosus ATCC 9595 37
Lactobacillus casei subsp. rahmnosus NRRL B-442 37
Lactobacillus pentosus NRRL B-227 28
Lactococcus lactis subsp. lactis NRRL B-4449 28
Bacillus coagulans 162 52

4.3.5. Capacidade de assimilacao de xilose e determinacdo do
comportamento cinético das cepas de Lactobacillus

Os microrganismos previamente selecionados pelo teste de acidificagéo
em meio solido foram investigados quanto a cinética de fermentacao de xilose em
meio liquido visando selecionar 0s microrganismos que a consumam

eficientemente e produzam acido.

4.3.5.1. Meios de cultivos e preparo do inéculo

As culturas de Lactobacillus foram pré-cultivadas em meio liquido
MRSgicose (Tabela 5). As cepas foram reativadas pela transferéncia de duas algas
de massa celular da cultura estoque (em Agar inclinado) para 5 mL de meio
MRSgicose € incubadas a temperatura oOtima de crescimento de cada
microrganismo durante 24 horas.

O Lactococcus lactis subsp. lactis NRRL B-4449 também foi cultivado num
meio de cultura proposto por OHARA (2007) e teve seu pH inicial ajustado para
6,7. A composicao de acordo com OHARA (2007) é apresentada na Tabela 7.
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Tabela 7. Meio proposto por OHARA (2007) para Lactococcus lactis.

Reagente Concentracao (g/L)
Peptona bacteriol6gica 10
Extrato de Levedura 4
Extrato de carne 8
Xilose 20
Acetato de sédio . 3HO 5
KoHPO4 2
Citrato triamoniacal 2
Sulfato de magnésio (MgSQO4.7 H20) 0,2
Sulfato de manganés (MnSO4-H>0) 0,05
Polissorbato 80 (Tween 80) 1mL

O L. delbrueckii NRRL B-445 foi testado num meio de cultura proposto por
THOMAS (2000) (Tabela 8), tendo seu pH inicial ajustado para 5,0.

Tabela 8. Composicao do meio de cultura de acordo com Thomas (2000).

Reagente Concentracao (g/L)

Triptona 27,5

NaCl 4

Xilose 20

Acido ascérbico 0,5

Sulfato de Magnésio (MgS0O4.7 H20) 1
Acetato de sddio 3 H.O 1,5
Fosfato dipotassico (KoHPO,) 0,4

O in6culo foi preparado pela transferéncia de 1 mL de células em
suspensao do pré-inéculo para frascos tipo Erlenmeyer de 125 mL contendo 60
mL de meio MRS;j0se (Tabela 5) e incubados até atingir uma absorbancia total de
3,0 a 7,0 (correspondente a uma leitura no espectrofotdmetro de 0,3 a 0,7 numa
diluicdo de 1:10). A duracdo deste cultivo € geralmente de 24 horas. Isto garantia
que a cultura estivesse na fase exponencial de crescimento. O meio MRSyse teve
seu pH ajustado para 6,0 utilizando NaOH 4M e/ou H3PO4 4M.
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No preparo dos meios foi feita uma solucdo concentrada de xilose (120
g/L), esterilizada separadamente para evitar a sua degradacao e escurecimento e
adicionada assepticamente ao meio na propor¢ao requerida.

Considerando apenas a xilose como fonte de carbono, o0 meio de cultura
que contém esta pentose apresenta uma fragdo de carbono de 40%
correspondente a 8 g/L de carbono. As equacbes para o calculo da fracdo e
concentracao de carbono do meio sao apresentadas nas equacoes 2 e 3.

: “carb
Massa molec. carbono * n°car on05> «100 (Eq.2)

Fragéo de carbono da xilose (%) = ( Massa molecular xilose

Carbono (%) = 20 %xilose adicionada * 0,4 (Eq.3)

4.3.5.2. Condicoes de fermentacao

Os cultivos em meio liquido foram realizados em frascos agitados tipo
Erlenmeyer de 100 mL com volume final de trabalho de 30 mL. A formulagdo do
meio de cultura era a mesma que a do meio utilizado no preparo do inéculo, tendo
seu pH inicial ajustado para pH 6,0, exceto para o ensaio com Lactococcus lactis
subsp. lactis NRRL B-4449 que teve seu pH ajustado para 6,7, utilizando NaOH
4M e/ou H3PO4 4M e esterilizado a temperatura de 121°C durante 15 min. O meio
de fermentacao foi inoculado com 10% (v/v) do meio de indculo, incubados a
temperatura 6tima de cada microrganismo e os cultivos foram conduzidos durante
120 horas. A amostragem foi realizada assepticamente em céamara de fluxo
laminar em intervalos de tempo determinados e analisadas para a quantificacao
de acucares redutores, acidez titulavel em acido latico e crescimento microbiano.
Ao final da fermentagéo foram calculados os parametros produtividade volumétrica
(Qp) e rendimento (Yp/s) visando selecionar o microrganismo que apresentasse
maior capacidade de assimilagao de xilose e conversao em acido latico.
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As equaglbes utilizadas para os calculos da velocidade especifica de
crescimento (ux), produtividades volumétricas de biomassa e &acido, conversao de

substrato e rendimentos s&o apresentados pelas equacoes de 4 a 9:

Conversao de substrato:

Conc. xilose incial — Conc. xilose fmal) + 100 (Eq.4)

Conversdo de subst(%) = ( Conc. xilose inicial

Velocidade especifica de crescimento microbiano:

1 ax (E 5
e = X% X 4t

Rendimento de produto de substrato:

P, — P, (Eq.6)
_
Yp/s = So—S

Rendimento de biomassa de substrato:

Xm— Xo

YX/S = So— S (Eq 7)

Produtividade volumétrica de produto:

_F=h (Eq.8)
Qp = "
Taxa volumeétrica de consumo de substrato:

Sp — S (Eq.9)
t

Qs =
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Onde,

X - Concentragcdo de Biomassa maxima
X, :Biomassa inicial

Sy : Substrato inicial

S: Substrato final consumido

P : Produto final formado

P, : Produto inicial

t : tempo

4.3.6. Fermentacao em incubador rotativo pelo L. pentosus ATCC 8041

4.3.6.1. Meio MRS na auséncia de xilose

O ensaio fermentativo do meio MRS na auséncia de xilose e de outros
carboidratos foi realizado em frascos agitados tipo Erlemeyer de 250 mL com
volume de trabalho final de 100 mL. Os frascos foram incubados em incubador
rotativo a 30°C e 150 rpm de agitagdo. O meio de fermentacéo, com pH inicial 6,0,
foi inoculado com 10% (v/v) do meio do inéculo. O cultivo foi realizado durante 164
horas e amostras retiradas assepticamente em camara de fluxo laminar, em
intervalos de tempo determinados e analisadas para pH, crescimento celular e

concentragao de 4cidos latico e acético.

4.3.7.Fermentacao em biorreator em modo batelada simples

Lactobacillus pentosus ATCC 8041:

As fermentacdes em batelada simples do meio MRS;jiose, meio MRSa s €
meio MRSygc foram realizadas num fermentador Biostat A Plus da Sartorius
Stedim-Biotech (Alemanha), com cuba de 2L. Os meios foram previamente
esterilizados a 121°C por 15 min e teve seu pH inicial ajustado para 6,0 utilizando
NaOH 4M e/ou H3PO4 4M. A cepa foi reativada da mesma forma ja descrita e 1

mL do pré-cultivo foi transferido para frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL contendo
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100 mL de meio semelhante ao utilizado no biorreator. Apdés 24 horas sob
agitacao de 150 rpm e 30°C, os frascos foram inoculados no biorreator, com
absorbancia na faixa de 3,0 a 5,0 (correspondendo a uma leitura no
espectrofotdmetro de 0,3 a 0,5 numa diluicdo de 10X). As fermentagdes ocorreram
sob as condi¢des operacionais de 150 rpm, 30°C e pH mantido constante (pH 6,0)
pela adicao de NaOH 20% até o fim do periodo fermentativo. Amostras de 5 mL
do meio fermentado foram retiradas em intervalos regulares de tempos para a
determinacao da curva de crescimento expressa pela produgédo de biomassa (g/L),
e quantificacao de acido latico e acético e de xilose.

Bacillus coagulans 162:

A fermentacdo em batelada do meio MRSp g foi realizada sob as
condi¢des operacionais de 150 rpm, 52°C e pH mantido constante (pH 6,0) pela
adicdo de NaOH 20% até o fim do periodo fermentativo. O volume final de
trabalho foide 1,1 L.

4.3.7.1 . MeiO MRSx"ose

O meio MRS;i0se (Tabela 5) foi utilizado para a fermentagédo em batelada
pelo Lactobacillus pentosus ATCC 8041 com volume final de trabalho no biorreator
de 1,6 L.

4.3.7.2. Bagaco de cana-de-acucar pré-tratado por explosao a vapor

O bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por explosao a vapor foi utilizado
para a producédo da ALB e HBC que foram usadas como fonte de substrato para o
preparo do meio de cultivo com o objetivo de estudar o comportamento cinético e
a capacidade do Lactobacillus pentosus ATCC 8041 em consumir os acucares

presentes na biomassa lignocelulésica para a produgéo de acido latico.
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4.3.7.2.1. Agua de lavagem do bagaco de cana-de-aclcar pré-tratado por
explosao a vapor (ALB)

Dez por cento (b.s.) do bagaco umido foi pesado, adicionado o equivalente
a 10 vezes seu peso seco em agua (volume) a 50°C, mantendo sob agitacdo de
300 rpm por 2 horas com auxilio de um agitador mecanico. Foi realizada a prensa
manual e adicionado mais agua a 50°C sobre a torta (0 equivalente a 1/5 da agua
ja adicionada) e realizada novamente a prensa. A ALB foi centrifugada a 4500 rpm
durante 15 min e posteriormente filirada em filtro tipo buchner a vacuo para
retirada da lignina insoluvel e bagacilho.

4.3.7.2.2. Hidrdlise enzimatica do bagaco de cana-de-acucar pré-tratado por
explosao a vapor (HBC)

A hidrélise foi realizada com uma concentracdo de 10% de bagaco (base
seca), sendo realizada a hidrélise total do bagaco, ou seja, utilizando a fracéo

celuldsica (torta do bagaco) e hemiceluldsica (Figura 14).

agua

1L

liquido <:£:> s6lido

Fragéo rica em Fragéo rica

Pentoses em celulose
+inibidores +%> (hexoses)

Hidrolisado com
hexoses e pentoses

Figura 14. Hidrolisado total (fragédo celulésica + fragdo hemicelulésica (ALB)).
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O bagaco (10% b.s.) foi inicialmente imerso em agua a 50°C e mantido
sob agitacao por 2 horas (Processo de obtencao da ALB). Apés esse periodo, a
fracdo liquida foi separada da torta e filtrada para retirada de particulas finas. Essa
fracao liquida teve seu pH corrigido para o valor de 4,8 com CaCO3; 25% (m/v) e
foi novamente adicionada a torta. A dosagem de enzimas foi a fornecida pelo
fabricante, Novozymes, que pode ser observada na Tabela 9. Utilizou-se a maior
dosagem recomendada pelo fabricante para a realizacdo da hidrélise do bagaco
de cana-de-agucar. O processo de hidrolise foi realizado a 50°C e 300 rpm
durante 48 horas. O hidrolisado foi prensado manualmente e a fragdo liquida
centrifugada a 4500 rpm durante 15 min sendo posteriormente filirada em filtro tipo
buchner a vacuo para retirada de particulas residuais.

Tabela 9. Dosagem de enzimas recomendada pela Novozymes.

Dose
Enzima Atividade | Recomendada
(% viv)
Celulase ]
(NS 50013) | 70 FPU/9 2-6%
Celobiase 250 .
(NS 50010) CBU/g 0,2-0,6%
Xilanase 500 .
(NS 50030) FXU/g 0,1-0,5%

O HBC e a ALB foram esterilizados separadamente da solucdo dos
componentes do meio MRS,jese, para evitar a degradacdo e escurecimento do
acucar e adicionado assepticamente ao biorreator. Foram testados dois meios de
cultivo, um contendo somente a ALB (MRSa.s) e outro contendo o HBC (MRSygc),
sendo que o volume final de trabalho no fermentador foi de 1,1 L.

4.3.8. Fermentacao em incubador rotativo do meio MRS;;,se COmM variacao
da concentracao de peptona A e substituicao da peptona A por uréia pelo L.
pentosus ATCC 8041
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As fermentagbes foram realizadas em placa de 96 pog¢os com volume final
de trabalho de 2 mL, e para a inoculagdo utilizou-se um replicador (96 pin
Replicator, V&P Scientific, US), de acordo com protocolos estabelecidos para
microculturas (Ausubel FM. Current protocols in molecular biology. New York,
Published by Greene Pub. Associates and Wiley-Interscience : J. Wiley, 1992). O
pH inicial do meio foi ajustado para 6,0 utilizando NaOH 4M e/ou H3PO4 4M. O
processo ocorreu sob as condi¢cées operacionais de 200 rpm e 30°C durante 96
horas em estufa bacterioldgica. Amostras de 100 pL do meio fermentado foram
retiradas em intervalos regulares de tempos para a determinagcdo da curva de
crescimento expressa pela producédo de biomassa (g/L), e determinacéo do pH, e
entdo centrifugadas a 45000 rpm por 20 min. Os sobrenadantes foram coletados
para quantificacdo de xilose consumida. Um cultivo com meio MRS;j0se CONntendo
somente peptona A, em diferentes concentragdes, foi realizado para observar seu
comportamento.

Na fermentacdo com variacdo da peptona A foram utilizadas
concentragdes de 0 a 8 g/L da mesma (Tabela 10). Considerando que a peptona A
possui em torno de 16% de nitrogénio, a concentragéo de N presente em 8 g/L de
peptona A foi de 1,28 g/L. Assim, na substituicdo de peptona A por uréia a
quantidade de cada suplementacdo destas fontes de nitrogénio foi realizada de
maneira a manter a mesma concentracdo de nitrogénio presente em 8 g/L de

peptona A, quantidade utilizada no meio MRS;jse (Tabela 10).

Tabela 10. Concentracao de peptona A e uréia no meio MRSyjose.

Concentracao (g/L)
Peptona A* 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Uréia** 274 24 206 1,71 1,37 1,03 069 034 0

*Concentragéo de peptona A utilizada nos experimentos da variagdo da concentrag@o de peptona A e na substituico da

mesma por uréia;
**Quantidade de uréia necessaria para manter a concentracdo de N encontrada em 8 g/L de peptona A.
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4.3.9. Metodologia analitica

4.3.9.1. Biomassa seca microbiana

A concentracdo da biomassa foi quantificada mediante leitura
espectrofotométrica em 600 nm entre 0.1 — 0.6 unidades de absorbéancia, usando
agua destilada como referéncia de calibragéao.

Foi construida uma curva padrdao para cada microrganismo usando a
biomassa obtida no cultivo do inéculo, apdés 72 horas de cultivo: diferentes
diluicbes foram feitas e para cada concentracao de biomassa foi determinada a
absorbancia a 600nm e massa seca. A massa seca foi determinada apés a
centrifugacdao do meio fermentado a 7000 rpm por 10 min, seguido de lavagem
das células com agua destilada e nova centrifugacdo e posterior secagem em
estufa a 60°C durante 24 horas (até peso constante).

Para a fermentagdo em incubador rotativo do meio MRSyj0se COM variagéo
da peptona A e substituicao da peptona A por uréia foi utilizado o Multilabel Plate
Reader VICTOR X4 Perkin Elmer 2030 versao 4.0 para a leitura da absorbéancia.

4.3.9.2. Determinacao de Acucares Redutores (AR)
A concentracdo de acucares redutores foi determinada pelo método

colorimétrico Somogyi-Nelson (1945). A Tabela 11 apresenta a composicao das

solugdes utilizadas para a reacao.
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Tabela 11. Composicao das solu¢cdes do método colorimétrico Somogyi-Nelson.

~ Concentracao
Solucao Reagente (/L) ¢
CaCOs anidro 25
A NaHCO; 20
KNaC4H406.4H,0 25
B CUSO4 15
HoSO4 1 gota
(NH4)gM07024.H-0 35,7
C H.SO, 35,7
NasHAsOQ4.7H,0 4,3
AB 96% solucao A + 4% solucéao B

A solucao C necessita de incubacao a 37°C durante 24 horas. 500 uL da
solugcdo AB foram adicionados a 50 uL da amostra convenientemente diluida e os
tubos colocados em agua fervente por 8 a 10 minutos, seguido de um resfriamento
em banho de gelo ou agua gelada até atingir a temperatura ambiente. Entao, 500
puL da solugdo C foram adicionados e agitados em vortex e posteriormente
adicionou-se 5 mL de agua destilada seguido de nova agitacao. Aguardou-se 10
minutos e realizou-se a leitura espectrofotométrica a 620 nm. Uma curva padréao
foi construida utilizando agua destilada como referéncia de calibracdo e a
concentracdo de glicose (0,2 — 1 g/L) foi determinada mediante leitura em

espectrofotdmetro. A concentracao de AR é determinada pela equagéo 10.

AR (%) = a * Abs * diluigdo (Eq.10)

Onde:
a = fator de converséo

Abs = absorbancia

O Multilabel Plate Reader VICTOR X4 Perkin Elmer 2030 versao 4.0 foi
utilizado para leituras de absorbéncia da xilose a 620 nm durante a fermentacao
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em incubador rotativo do meio MRS;i0se COM variagao da peptona A e substituicao
da peptona A por uréia.

4.3.9.3. Determinacao de acidez titulavel em acido latico

A concentracao de acido latico foi determinada por titulometria com NaOH
padronizado 0,1N.

A acidez titulavel em termos de acido latico, o rendimento e a
porcentagem de conversao de substrato foram determinados pelas equagdes 11,
12e13.

, Vol.NaOH (mL) * Normalidade NaOH = 90,08
Acidez titul Ac lat (%) = (mL) (Eq.11)

Vol.amostra (mL)

(Eq.12)

Ac. latico produzido
Rendimento (%) = < g P ) * 100

g substrato consumido

Conc.xilose incial — Conc. xilose final
Conversdao de subst(%) = ( : — f ) «100 (Eq.13)
Conc. xilose inicial

4.3.9.4. Determinacao do pH

O pH foi determinado utilizando um pHmetro TEC- 3MP (Tecnal, Brasil)
calibrado com solug¢éao tampéao pH 7,0 e pH 4,0.

4.3.9.5. Determinacao de xilose, acido latico e acido acético

A concentracdo de xilose e dos acidos latico e acético foi determinada
utilizando um cromatégrafo de ions (Metrohm). Este equipamento é composto por
uma bomba Professional IC 850 Anion-MCS-LP Gradient, amostrador com injetor
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automatico 863 Compact Auto Sampler, detector amperiométrico 871 Advanced
Bioscan; aparelho de interface 771 IC Compact. Para a andlise de carboidratos
sédo utilizadas duas colunas Metrosep Carb 1-150 (copolimero de poliestireno/
divinilbenzeno), tamanho de particula 5um; com dimensdes de 150 x 4.0mm)
conectadas em série. A fase moével utilizada foi NaOH 100 mM com fluxo de 1,0
mL/min a 30°C. Para a analise de acidos organicos foi utilizada uma coluna
Metrosep Organic Acid (250 x 7,8 mm Metrohm AG CH 9101), utilizando como
fase mével HSO4 0,5 mM : Acetona (85:15) e LiCl 50 mM.

4.3.9.6. Determinacao do isémero do acido latico

A quiralidade do acido latico produzido foi determinada pelo uso de um kit
enzimatico da Boehringer Mannheim (Kit D-lactic acid Boehringer Mannheim,
Gmbh, Germany). Neste kit a concentracdo de L(+)-acido latico foi determinada
pela diferenca da concentragdo total de acido latico determinado por
cromatografia. As amostras foram centrifugadas a 7000 rpm, filtradas em filtro
millex 0,45 um e convenientemente diluidas com &agua ultra pura. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 340 nm utilizando um equipamento

nanofotdmetro Pearl (Implen Inc., USA).

4.3.9.7. Analise estatistica

O teste de Tukey foi utilizado para avaliar a diferenca entre as médias da
fermentacdo com variacao da peptona A e a substituicdo da mesma por uréia com
nivel de significancia de (p<0,05), utilizando o programa statistica versdo 7.0
(Statistica, Estados Unidos).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51. CALCULO DO TEOR DE UMIDADE DO BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR PRE-TRATDO POR EXPLOSAO A VAPOR

O bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por explosao a vapor apresentou
um teor de umidade de 58,52% e peso seco de 41,48%=+0,44% (Tabela 12).

Tabela 12. Porcentagem de umidade do bagago de cana-de-agucar apos 24h de

secagem.

Massa do Massa do
bagaco umido bagaco seco Peso seco (%)

(9) (9)

5,0279 2,9679 40,97

5,0074 2,9162 41,76

5,0105 2,9208 41,71
Média 41,48+0,44

5.2. SELEGCAO DOS MICRORGANISMOS CAPAZES DE UTILIZAR XILOSE
COMO FONTE DE CARBONO

Sao apresentados na Figura 15 os resultados do teste de acidificacdao em
meio sélido utilizando os indicadores de pH verde de bromocresol e purpura de

bromocresol para as cepas de bactérias laticas testadas.
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\

(a) Lactobacillus (b) Lactobacillus (c) Lactobacillus (d) Lactobacillus (e) Lactobacillus delbrueckii
pentosus ATCC 8041 delbrueckii NRRL B-445 delbrueckii subsp. delbrueckii subsp. lactis subsp. lactis ATCC 7830
delbrueckii CCT 3744 ATCC 4797

(f) Lactobacillus (9) Lactobacillus casei subsp.  (h) Lactobacillus pentosus (i) Lactococcus lactis subsp.
rahmnosus ATCC 9595 rahmnosus NRRL B-442 NRRL B-227 lactis NRRL B-4449

Figura 15. Teste de acidificagdo em meio sélido com xilose utilizando os indicadores de pH verde de bromocresol e
purpura de bromocresol para as espécies de Lactobacillus estudadas.
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Foi observado (Figura 15) que todas as cepas de bactérias laticas, exceto
o Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ATCC 7830, foram capazes de utilizar os
componentes do meio de cultura para a producdo de &acido. Isto pode ser
evidenciado pela alteracdo de cor do meio para amarelo que é provocado pela
diminui¢do do pH. O Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ATCC 7830 apresentou
pequeno crescimento em meio solido, sendo o Unico microrganismo a nao
apresentar alteracdo da cor do meio ao longo do periodo de incubacdo. O
Lactobacillus pentosus NRRL B-227 apresentou bom crescimento em meio soélido,
porém apresentou uma regiao azul-violeta em torno da colénia sugerindo que seu
pH manteve-se em torno de 6,2 indicando uma baixa producdo de &acido. Foi
observado que o Lactobacillus pentosus ATCC 8041 iniciou a producéo de acido
mais rapidamente em relacdo aos outros microrganismos, 0 que pode ser um

indicativo de maior capacidade de assimilar xilose.

5.3. CAPACIDADE DE ASSIMILACAO DE XILOSE E DETERMINAGAO DO
COMPORTAMENTO CINETICO DAS CEPAS DE LACTOBACILLUS

Os resultados para cada microrganismo em termos de biomassa,
consumo de substrato e acido produzido durante a fermentacdo sdo apresentados
na Tabela 13.

O Lactococcus lactis subsp. lactis NRRL B-4449 foi cultivado num meio de
cultura proposto por OHARA (2007) e teve seu pH inicial ajustado para 6,7, pois
esta cepa ndo apresentou crescimento em meio MRSqiese, Utilizado para todos os

outros microrganismos.
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Tabela 13. Parametros cinéticos obtidos durante a fermentacao de xilose (20 g/L)

em frascos.

Consumo Acido

. . H . . Xmax. Qpmax. Yes Y xsmax
Microrganismo P xilose produzido* MY
final (%) (g/L) (o/L) (g9/[L.n]) (d/9) (9/9)
Lactobacillus pentosus
ATCC 8041 3,8 92,2 17,88 1,75 0,39 0,85 0,13
Lactobacillus delbrueckii
NRRL B-445 5,5 25,3 0,75 0,27 0,04 0,17 0,09
Lactobacillus delbrueckii
subsp. delbrueckii 5,5 9,3 1,21 0,07 0,10 0,46 0,03
CCT 3744
Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis 5,5 19,8 1,14 0,24 0,01 0,27 0,05
ATCC 4797
Lactobacillus rahmnosus
ATCC 9595 5,7 31,1 0,82 0,64 0,01 0,11 0,17
Lactobacillus casei
subsp. rahmnosus 5,4 28,7 1,18 0,57 0,11 0,20 0,08
NRRL B-442
Lactobacillus pentosus g g 17,0 1,41 079 001 043 019
NRRL B-227 ’ ’ ’ ’ ’ g d

Lactococcus lactis
subsp. lactis 5,7 23,5 0,9 0,57 0,01 0,18 0,09
NRRL B-4449 **

Lactobacillus delbrueckii

NRRL B-445*** 4.8 16,5 1,51 007 005 044 002

*Acidez total titulavel em acido latico
**Meio proposto por Ohara (2007)
***Meio proposto por Thomas (2000)
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Em geral, todos os microrganismos consumiram parcialmente xilose, cujos
valores de consumo variam entre 9 a 92%. O consumo de xilose foi considerado
baixo sendo produzida baixa concentracdo de biomassa e acido latico (acidez
titulavel em termos de acido latico) para a maioria dos microrganismos, exceto
para o L. pentosus ATCC 8041. THOMAS (2000) relata que o L. delbrueckii NRRL
B-445 foi capaz de assimilar xilose para a producdo de acido latico em meio
contendo somente xilose, porém, no presente estudo, 0 mesmo nao apresentou tal
capacidade sob as mesmas condi¢gdes. Foi observado que entre todos os
microrganismos utilizados, o Lactobacillus pentosus ATCC 8041 foi o que mais se
destacou quanto a capacidade de utilizar a xilose como fonte de carbono para a
producdo de acido (acidez titulavel em termos de acido latico) apresentando
rendimento de 85%, produtividade de 0,39 g/[L.h] e alto consumo de substrato
(92%).

5.3.1. Comportamento cinético do Lactobacillus pentosus ATCC 8041 em
MEiO MRSx"ose

Como o Lactobacillus pentosus ATCC 8041 foi o microrganismo que
apresentou maior potencial de aplicacdo para a conversdo da xilose em &cido
latico, o mesmo foi selecionado para os testes de crescimento celular, consumo de

xilose e producao de acido latico estudados em incubador rotativo (Figura 16).
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Figura 16. Cinética de crescimento, consumo de substrato e produc¢édo de acido
pelo L. pentosus ATCC 8041 da fermentacao do meio MRSyjose- (A ) Biomassa, (¢)
Xilose, (X) Acido total (acidez total titulavel em &cido latico). (Condigdes: 30°C,

pH 6,0, 120h, sem agitacao).

N&o foi observada uma fase de adaptacéo (fase LAG) do Lactobacillus
pentosus ATCC 8041 e sim um crescimento exponencial e producao logaritmica
imediatos até 24 horas de cultivo; a partir de 48 horas a cultura atinge a fase de
desaceleracdo e estabilizagcdo (Figura 16). A concentracdo de biomassa atingiu
um valor maximo de 1,75 g/L em 96 horas de cultivo (Qx max= 0,045 g/[L.h] em 12
horas) e a velocidade especifica maxima de crescimento alcancou 0,104 h™ em 6
horas de fermentag&o. A acidez titulavel alcangada em termos de &acido latico foi
de 17,88 g/L apbs 120 horas de cultivo atingindo rendimento de 85,04% e uma
produtividade volumétrica maxima de 0,386 g/[L.h] em 30 horas de cultivo. A
conversao de substrato de 92% atingiu uma taxa volumétrica maxima de consumo
de substrato de Qs= 0,425 g/[L.h] em 12 horas de cultivo. O valor do pH
apresentou redugcao expressiva durante a fermentacao, partindo de pH 6,0 para
pH 3,8 em 72h de fermentacéo. A xilose foi consumida quase em sua totalidade,
evidenciando a habilidade do L. pentosus ATCC 8041 em assimilar este substrato
para a producdo de &acido. O L. pentosus ATCC 8041 é considerado um
microrganismo heterofermentativo facultativo, que é caracterizado pela habilidade
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em degradar hexoses (glicose) pela via Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) (Figura
4) e pentoses (xilose e arabinose) pela via fosfoquetolase (PK) (Figura 5). Esta
cepa tem sido bastante utilizada na fermentacdo de hidrolisados de residuos
agroindustriais para a producdo de acido latico como, por exemplo, o lodo de
papel reciclado utilizado por MARQUES et al. (2008) e o hidrolisado do bagaco de
uva estudado por RIVERA et al. (2007), atingindo rendimentos de 0,97 g/g e 0,71
g/g e produtividades de 2,9 g/[L.h] e 0,476 g/[L.h], respectivamente. A fermentacao
de agucares hemiceluldsicos, como xilose e arabinose, na presenca de hexoses
nao é um obstaculo para a conversdo econdmica por este microrganismo. Entre
0s residuos podem ser citados o hidrolisado de bagago de uva, de poda de
vinhedos, de farelo de cevada (RIVERA et al.,, 2009; BUSTOS et al. 2007;
MOLDES et al., 2006).

Os experimentos em frascos agitados e em biorreator visaram estabelecer
o comportamento do Lactobacillus pentosus ATCC 8041 em meio MRS na
auséncia de xilose e no meio MRSyi.se, respectivamente. O experimento em
frascos agitados em meio MRS na auséncia de xilose foi utilizado como controle
para verificar a capacidade que o Lactobacillus pentosus ATCC 8041 possui em
utilizar as fontes de carbono presentes no meio MRS;j.se para seu crescimento

celular e producao dos acidos latico e acético.

5.4. FERMENTAGAO EM INCUBADOR ROTATIVO PELO LACTOBACILLUS
PENTOSUS ATCC 8041

5.4.1.Meio MRS na auséncia de xilose

Para verificacdo do efeito do meio MRS na auséncia de xilose sobre o
comportamento da cepa, foi realizado um teste em incubador rotativo. O resultado

deste teste esté representado na Figura 17.
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Figura 17. Perfil de crescimento e producao do acido latico e acido acético em
meio MRS na auséncia de xilose. (A) Biomassa, () Acido latico, (A) Acido
acético. (Condi¢des: 30°C, 150 rpm, pH 6,0, 164h).

O Lactobacillus pentosus ATCC 8041 nao apresenta fase de adaptacao e
sim um periodo de crescimento exponencial imediato que se estabiliza apds 72
horas de cultivo (Figura 17). A concentragao de biomassa atingida foi em torno de
0,9 g/L alcancando a velocidade especifica maxima de crescimento de 0,11 h”
em 4 horas de fermentacdo. Foi observada a producgéo de 1,8 g/L de acido latico
em 17 horas de cultivo, porém o mesmo foi consumido apds 72 horas, podendo ter
sido utilizado para a manutencdo da viabilidade celular devido a limitacdo de
carbono (substrato) imposta pelo meio MRS na auséncia de xilose. O &acido
acético foi o segundo principal produto da fermentagéo tendo alcancado 4,91 g/L,
originado das fontes de nutrientes complexas (peptona animal, extrato de
levedura, peptona de soja, aminoacidos e vitaminas). De acordo com a Difco, a
peptona de soja € rica em proteina de alta qualidade, carboidratos, calcio e
vitaminas do complexo B e a peptona animal é originada de proteinas de fonte
animal que sao hidrolisadas a aminoacidos e peptideos para fornecer nitrogénio
aos microrganismos. Os aminoacidos livres gerados pela hidrélise das proteinas
podem também ser convertidos em novas proteinas ou em outros produtos
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biosintéticos (RAWN, 1989). O catabolismo de aminoacidos por bactérias laticas
apresenta um importante papel para obtencdo de energia para processos
metabdlicos em condicées limitadas de nutrientes (GOBBETTI et al., 2005,
RAWN, 1989). O extrato de levedura é considerado uma fonte barata de
vitaminas, sendo reconhecido como a maior fonte de vitaminas do complexo B,
além de fornecer carboidratos, proteinas e alguns micronutrientes. Isto mostra o
potencial destas fontes de nitrogénio complexas para utilizacdo em processos
fermentativos, podendo auxiliar na manutencédo celular e geragdo de produtos.
Assim, quando as bactérias sdo expostas a uma mistura de fontes de carbono,
elas escolhem o substrato que produz o maximo rendimento para seu crescimento
ou usam obrigatoriamente substratos ndo-convencionais (GOBBETTI et al., 2005).
Para o teste em meio MRS na auséncia de xilose as fontes de nitrogénio
representam em torno de 81% do total da fracao de carbono do meio e 87% do
total da frag&o de nitrogénio.

O Lactobacillus pentosus ATCC 8041 apresentou habilidade em se
desenvolver e produzir acidos em meio com auséncia de agucares como fonte

principal de carbono.

5.5. FERMENTACAO EM BIORREATOR EM MODO BATELADA SIMPLES

5.5.1. Fermentacdo em batelada do meio MRS,i.se pelo Lactobacillus
pentosus ATCC 8041

Na cinética de crescimento do L. pentosus ATCC 8041 foi observada uma
fase de adaptacdo de aproximadamente 6 horas, seguido de uma fase de
crescimento exponencial e finalmente o periodo de estabilizacao apds 48 horas de
cultivo (Figura 18). A concentracdo maxima de biomassa de 1,61 g/L foi atingida
em 54 horas de fermentacéo, apresentando a maxima velocidade especifica de
crescimento de 0,157 h" em 3 horas de cultivo. A maxima produtividade
volumétrica de biomassa (Qxmax) alcangou 0,040 g/[L.h] em 9 horas de

fermentacao e neste mesmo periodo a taxa volumétrica de consumo de substrato
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atingiu o valor maximo de 0,510 g/[L.h]. A completa exaustdao da xilose foi
alcancada em 48 horas mostrando que esta cepa possui habilidade de fermentar
esta pentose para producgéo de acidos. A concentracao de acido latico foi de 11,68
g/L apbés 48 horas de fermentagdo, representando a maxima produtividade
volumétrica (Qp) de 0,24 (g/[L.h]) e um rendimento de produto (Ypss) de 0,58 g/g de
xilose. A forma isomérica D(-)-acido latico representou 62% do total de acido latico
produzido. O acido acético foi produzido em concentracao similar a atingida para o
acido latico, 13,06 g/L. Isso pode ser devido a composi¢cao do meio que pode ter
incrementado a producdo deste acido organico, assim como ja observado na
fermentacdo do meio MRS na auséncia de xilose (Figura 17). Além disso, a xilose
representa apenas 40% do total da fracdo de carbono do meio MRSqi0se € Sabe-se
que na fermentacao heterolatica o rendimento maximo teérico de acido latico e
acido acético a partir de pentoses € de 60% e 40%, respectivamente. GOBBETTI
et al., (2005) relatou que algumas espécies de Lactobacillus apresentaram maior
producgéo de acido acético quando a xilose, ribose e arabinose foram utilizadas no
meio de cultura ao invés de maltose. Rivera et al, (2009) relata que na
fermentacdo de meio sintético suplementado com extrato de levedura e agua de
maceracao de milho e na presenga de minerais (Mn, K, Na, Ca e Mg) utilizando o
Lactobacillus pentosus ATCC 8041, a concentracao de acido acético foi maior do
que nos experimentos realizados na auséncia de minerais. Assim, foi considerado
que 8,15 g/L (Yp;s de 0,40 g/g) seriam produzidos a partir do substrato e 4,91 g/L
de &cido acético por outros componentes do meio, como peptonas e extrato de

levedura.
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Figura 18. Perfil de consumo de xilose, crescimento celular em producao de
acidos latico e acético na fermentacado em batelada do meio MRSyjose. (A)
Biomassa, (¢) Xilose, (X) Acido latico, (A) Acido acético. (Condicées: 30°C,

150 rpm, pH 6,0, 72h)

O microrganismo apresentou crescimento celular relativamente baixo,
porém consumiu todo substrato presente no meio. Isto pode ser considerada uma
vantagem quando pensamos na obtencdo de um produto via fermentacado
microbiana, pois pode significar que a cepa utiliza pouco substrato para seu
crescimento e manutencao celular, sendo a maior parte utilizada na obtencéao do

produto desejado.

5.5.2. Fermentacao latica do meio MRS, g

5.5.2.1. Lactobacillus pentosus ATCC 8041

A composicao do meio MRSa s foi de 1,20 g/L de glicose, 2,26 g/L de
xilose e 0,60 g/L de arabinose, apresentando uma concentracao total de acucares
de 4,06 g/L. A Figura 19 apresenta o perfil cromatografico de glicose, xilose e
arabinose presentes no meio MRSpg.
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Figura 19. Cromatograma de glicose, xilose e arabinose presentes no meio
MRSALB.

Pode-se notar na Figura 20 (A) que o Lactobacillus pentosus ATCC 8041
consumiu glicose, xilose e arabinose simultaneamente, tendo a glicose se
esgotado rapidamente nas primeiras 6 horas de fermentacdo enquanto a xilose e
arabinose foram consumidas mais lentamente. Isto evidencia a preferéncia deste
microrganismo por hexoses. Foi possivel observar que este microrganismo pode
fermentar eficientemente xilose e arabinose na presenca de glicose, assim como
pdde ser verificado por BUSTOS et al., (2005) na fermentacdo do hidrolisado de
residuos de corte de ramos de videira utilizando a mesma cepa. Tendéncias
similares também puderam ser observadas por outros autores trabalhando com
meio de fermentacdo constituido de glicose e xilose (RIVERA et al., 2009;
MOLDES et al., 2006; TANIGUCHI et al., 2004; LIU et al., 2008). TANIGUCHI et
al., (2004) observaram o consumo completo dos carboidratos (50 g/L de xilose e
100 g/L de glicose) quando co-cultivou em dois estagios de incolucdo o
Enterococcus casseliflavus e o Lactobacillus casei em meio MRS atingindo a
concentracao de 95 g/L de acido latico. LIU et al, (2008) reportou que o
Lactobacillus buchneri NRRL B-30929 consumiu glicose e xilose simultaneamente
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nas concentracdes de 125 g/L, e pH controlado em 6,0. Porém, o Lactobacillus
xylosus n&o foi capaz de assimilar xilose quando cultivado em meio contendo
concentragdes de glicose superiores a 3,3 g/L segundo TYREE et al., (1990).

A cinética de fermentacdo (Figura 20 (A, B)) mostra que o meio de
fermentacdo adequado pode ser preparado a partir da ALB, ja que este é rico em
acucares hemicelulésicos, principalmente xilose, uma vez que esta fracao liquida
nao é utilizada pelas industrias na producao de compostos de interesse, como
etanol e &cidos organicos, via fermentacdo microbiana do bagaco de cana-de-
acucar. Geralmente a ALB ndo é aproveitada pelas industrias, pois a fragéo
hemicelulésica € mais dificil de ser assimilada do que a fragcéo celulésica. Embora,
existam muitos estudos sobre a fracdo rica em pentoses ja que muitas espécies
de Lactobacillus sao incapazes de utiliza-las como fonte de carbono (BUSTOS et
al., 2004; PATEL et al., 2004). O L. pentosus ATCC 8041 apresentou conversao
de substrato de 90% com a maxima taxa volumétrica de consumo de substrato
(Qs) de 0,44 g/[L.h] atingida em 6 horas de fermentagédo. A concentracao final de
2,37 g/L de acido latico alcancada depois de 27 horas de fermentacao representa
um rendimento de produto (Ypss) de 0,65 g/g, um rendimento tedrico (Ye/s tesrico) de
0,72 g/g e a maxima produtividade volumétrica (Qp) de 0,23 g/[L.h] foi atingida em
6 horas de cultivo. A forma isomérica D(-)-acido latico representou 66% da
concentracao total de 4cido latico produzido. Inicialmente, 0 meio MRSa.g continha
4,88 g/L de acido acético. Além desta quantidade inicial presente no meio, foi
produzido 0,99 g/L de acido acético o qual representou um rendimento (Yps) de
0,27 g/g.
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Figura 20. (A) Perfil do consumo de carboidratos; (B) cinética de crescimento e
producgéo de acidos organicos durante a fermentacdo do meio MRSa s pelo L.
pentosus ATCC 8041. (#) Xilose, (o) Glicose, (o) Arabinose, (m) AcUcar total, (A)
Biomassa, (X) Acido latico, (A) Acido acético. (Condicdes: 30°C, 150 rpm, pH 6,0,
28h).

O Lactobacillus pentosus ATCC 8041 apresentou crescimento celular
exponencial imediato, ndo apresentando inibicao pelo substrato ou subprodutos,
indicando também a eficiéncia da prévia adaptacdo ao meio de cultivo durante a
fase de preparo do inéculo (Figura 20 (B)). A concentracdo de biomassa foi de
1,14 g/L atingindo a velocidade maxima especifica de crescimento de 0,103 h™' em
4 horas.

5.5.2.2. Bacillus coagulans 162

Um segundo experimento foi realizado com outro microrganismo, o
Bacillus coagulans 162, e desta vez o0 meio MRSa s continha 2,1 g/L de xilose,
0,08 g/L de glicose e 0,04 g/L de arabinose, totalizando 2,22 g/L de agucares. Nao
foi observada fase lag das células de Bacillus coagulans 162 e sim uma fase de
crescimento exponencial durante as primeiras 10 horas de cultivo, periodo em que
praticamente a concentragdo de agucares havia se esgotado (Figura 21 (A)). A
maxima concentracédo de 0,93 g/L de biomassa foi atingida em 10 horas de cultivo.
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O Bacillus coagulans 162 apresentou a maxima taxa volumétrica de consumo de
substrato (Qs) de 0,41 g/[L.h] inferior a alcancada pelo L. pentosus ATCC 8041,
que foi de 0,44 g/[L.h], porém num menor periodo de tempo, em 2 horas de
cultivo. O B. coagulans 162 consumiu 0s agucares, tendo esgotado a glicose
preferencialmente, apds 2 horas de cultivo, seguido do consumo de xilose e
arabinose mais lentamente (Figura 21 (A)). O processo fermentativo teve duracéo
de 12 horas, periodo em que o substrato havia se esgotado. Foram produzidos
1,88 g/L de acido latico, representando um rendimento (Y,s) de 0,85 g/g e a
maxima produtividade volumétrica (Qp) de 0,35 g/[L.h] foi atingida em 2 horas de
cultivo. Além da concentracéo inicial de 3,2 g/L de acido acético presente no meio
MRSas, ndo foi detectada uma producao relevante do mesmo, sendo apenas de
0,5 g/L apdés 10 horas (Figura 21 (B)). O B. coagulans 162 mostrou grande
habilidade em converter o0s acucares hemicelulésicos em &cido latico,
apresentando melhor rendimento de produto (0,85 g/g) em relagao ao L. pentosus
ATCC 8041 (0,65 g/g) quando o MRSas foi utilizado como meio de fermentacao.
O B. coagulans é um microrganismo que apresenta caracteristica
homofermentativa consumindo xilose através da via pentose-fosfato (Figura 22),
resultando quase que somente em acido latico (Walton et al., 2010). A velocidade
especifica de crescimento (u,) de 0,199 h™ do B. coagulans 162 foi maior que a
atingida pelo L. pentosus ATCC 8041 de 0,103 h™" durante o mesmo periodo de

tempo, 4 horas.
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Figura 21. (A) Perfil do consumo de carboidratos e cinética de crescimento; (B)
producao de acido durante a fermentagdo do meio MRS g pelo Bacillus

coagulans 162 (¢) Xilose, (e) Glicose, (o) Arabinose, (A ) Biomassa, (X) Acido

latico, (A) Acido acético. (Condicdes: 52°C, 150 rpm, pH 6,0, 28h).
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Figura 22. Via pentose-fosfato (Adaptado de CHAMPE et al., 2005).
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5.5.3. Fermentacao latica do meio MRSysc

A composicao do meio MRSygc foi de 21,65 g/L de glicose, 13,89 g/L de
xilose e 1,71 g/L de arabinose totalizando 37,24 g/L de acucares totais. O perfil

cromatografico dos aglcares presentes no meio MRSygc pode ser observado na
Figura 23.
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Figura 23. Cromatograma de glicose, xilose e arabinose presentes no

meio MRSHB(;.

Na cinética de crescimento do L. pentosus ATCC 8041, o microrganismo
apresentou o mesmo comportamento observado anteriormente, ou seja, fase de
adaptacao inexistente e crescimento exponencial imediato, pois 0 microrganismo
ja se encontrava adaptado ao meio de cultura composto pelo HBC. O periodo de
estabilizacdo teve seu inicio apdés 20 horas de cultivo (Figura 24 (B)). O
microrganismo atingiu a concentracdo de 10,6 g/L de biomassa seca com a
méxima velocidade especifica de crescimento de 0,17 h™' em 2 horas de
fermentacdo. A maxima produtividade volumétrica de biomassa (Qxmax) alcangou
0,72 g/[L.n] em 10 horas de fermentagdo. O L. pentosus apresentou grande

habilidade em fermentar os acucares hemicelulésicos com a maxima taxa
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volumétrica de consumo de substrato (Qs) de 2,94 g/[L.h] em 8 horas de cultivo,
bom crescimento celular e total assimilacdo do substrato em 20 horas de
fermentacao, sem apreciavel inibicao.
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Figura 24. (A) Perfil do consumo de carboidratos; (B) cinética de crescimento e
producgéo de acidos organicos durante a fermentagédo do meio MRSygc. (#) Xilose,
(8) Glicose, (o) Arabinose, (m) AcUcar total, (A) Biomassa, (X) Acido latico, (A)
Acido acético. (Condigdes: 30°C, 150 rpm, pH 6,0, 33h).

A Figura 24 (A) apresenta o perfil de consumo das fontes de carbono pelo
L. pentosus ATCC 8041. Novamente, a glicose foi o primeiro aglucar a ser
esgotado, seguido da xilose e arabinose. A concentracao final de 28,99 g/L de
acido latico representa um rendimento de produto (Yps) de 0,78 g/g, um
rendimento tedrico (Ypss tesrico) de 83% € a maxima produtividade volumétrica (Qp)
de 1,99 g/[L.h] que foi alcangcada em 10 horas de fermentagdo. Foram produzidos
cerca de 53% da forma isomérica D(-)-acido latico. Além da concentragao inicial
de 7,4 g/L de acido acético contida no meio MRSugc, 0 mesmo foi também
produzido pelo metabolismo de xilose e arabinose pela via fosfoquetolase
atingindo uma valor final de 8,19 g/L com um rendimento de acido acético (Yp;s) de
0,21 g/g e a maxima produtividade volumétrica (Qp) de 0,33 g/[L.h] foi atingida em
24 horas de cultivo. O perfil de fermentacdo, nas Figuras 24 (A, B), indica que a
maior producdo de acido acético iniciou apdés 10 horas de cultivo, logo apés o
consumo total da glicose, mostrando que a co-producao de acido acético originou
do metabolismo de xilose e arabinose. Estes resultados sdo particularmente

interessantes, porque significa que na auséncia de glicose a via do L. pentosus
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muda de homo para heterofermentativa. O metabolismo para a degradagao de
acucares durante a via heterofermentativa segue a via Fosfoquetolase indicada na
Figura 5. Assim, o L. pentosus pode ser considerado um microrganismo
heterofermentativo facultativo, degradando hexoses (glicose) via Embden-
Mayerhof-Parnas (EMP) (Figura 4) e pentoses (xilose e arabinose) via
Fosfoquetolase (PK) (Figura 5) (LI & CUI, 2010; RIVERA et al.; 2009; PATEL et
al., 2006; MOLDES et al., 2006; BUSTOS et al., 2007; BUSTOS et al., 2005;
BUSTOS et al., 2004; GARDE et al., 2002). Além disso, outras bactérias acido
laticas como Lactobacillus brevis, Lactobacillus xylosus, Lactococcus lactis,
Lactobacillus buchneri podem fermentar pentoses via fosfoquetolase (LIU et al.,
2008; PATEL et al., 2006; GARDE et al., 2002; TANAKA et al., 2002). Na via
fosfoquetolase, o rendimento maximo teérico de acido latico € limitado a 1 por
pentose, ou seja, 0,6 g de &cido latico por g de pentose, devido a perda de 2
atomos de carbono para a formagdo de &acido acético. Assim, temos que na
fermentacao de heterolatica podem ser formados 2 mols de acido latico por mol de
glicose e 1 mol de acido latico + 1 mol de acido acético ou etanol por mol de xilose
seguindo a equacao estequiométrica global (ZHU et al., 2007; BUSTOS et al.,
2007; MOLDES et al., 2006; BUSTOS et al., 2004; PATEL et al., 2004; GARDE et
al., 2002; IYER et al., 2000):

CeHi206 —— 2C3H05
CsH{;O5 —— C5;H;0O5 + CH;COOH

O perfil cinético de fermentagcao (Figuras 24 (A, B)) mostra que o HBC
pode ser usado como fonte de substrato para a producao biotecnoldgica de acido
latico pelo L. pentosus ATCC 8041. Estudos da producao de acido latico por este
microrganismo utilizando outros hidrolisados de residuos agroindustriais, como o
hidrolisado do bagaco de uva, de residuos do corte de ramos de videira, de
Eucalyptus globulus, de farelo de cevada e do sabugo de milho foram reportados
por RIVERA et al., 2009; BUSTOS et al., 2007; MOLDES et al., 2006; BUSTOS et
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al., 2005 e BUSTOS et al., 2004. O uso do MRSysc como meio de fermentacao
em processos de bioconversao representa uma fonte potencialmente barata e
renovavel de acucares fermentesciveis ao mesmo tempo em que seria uma
alternativa para a utilizagdo do bagago remanescente das usinas de agucar e
alcool que, geralmente, € empregado na geracao de energia das mesmas.

A Figura 25 apresenta o perfil cromatografico dos acidos organicos (acido
latico e acido acético) formados na fermentacdo do meio MRSygc pelo L. pentosus
ATCC 8041.
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Figura 25. Cromatograma dos acidos organicos formados na fermentagéo do
meio MRSygc pelo L. pentosus ATCC 8041.

Podemos observar na Tabela 14 que a utilizagdo da ALB e do HBC como
fontes de substrato para a producdo de &cido latico, estudados no presente
trabalho, apresentam-se dentro da faixa de rendimentos obtidos por diversos
autores com a utilizacdo de diferentes residuos agroindustriais. O L. pentosus
ATCC 8041 tem sido bastante estudado e o maior rendimento de acido latico foi
alcangado com a utilizagdo do lodo de papel reciclado com 0,97 g/g, seguido do
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hidrolisado do bagaco de cana e de residuos de corte de ramos de videira, com
0,78 e 0,77 g/g, respectivamente. Isto mostra o potencial de utilizagdo desta
bactéria latica para a producao de acido latico a partir de materiais lignocelulésicos

via processos biotecnolégicos.
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Tabela 14. Producao de acido latico por bactérias laticas a partir de residuos
agroindustriais.

. . . Substrato Rendimento de Concentracao final A
Microrganismo Residuo total (g/L)  4cido latico (g/g)  de acido latico (g/L)  ererencias
L. pentosus ATCC 8041 idrolisado do 37,24 0,78 28,99 Presente trabalho
Bagaco de cana
L. pentosus ATCC 8041 /\gua de lavagem 4,06 0,65 2,37 Presente trabalho
do bagaco de cana
L. pentosus ATCC 8041 Hidrolisado do 12,3 0,55 6,5 Rivera et al., 2009
bagaco de Uva
Lactobacillus plantarum  Residuo fibroso da
MTCC 1407 mandioca 60 0,49 29,9 Ray et al., 2009
L. rhamnosus ATCC Lodo de papel Marques et al.,
7469 reciclado 759 0,97 3 2008
Lactobacillus Hidrolisado do
bifermentans DSM farelo de triao 97 0,83 63 Givry et al., 2008
(20003) 9
Hidrolisado de
L. pentosus ATCC 8041  residuos de corte 33,4 0,74 24,5 Bustos et al., 2007
de ramos de videira
L. pentosus ATCC 8041 Hidrolisado do 12,5 0,71 7,2 Rivera et al., 2007
bagaco de Uva
L. pentosus ATCC 8041 Palhade milho ~ 2adonao 0,65 74,8 Zhu et al., 2007
disponivel
.. Bagaco de cana
L. delbrueckii NCIM >
derivado de 80 0,83 67 Adsul et al., 2006
2365 (Mutante Uc-3) celulose
L. pentosus ATCC 8041  Brotos de videira 35 0,76 26,5 Moldes et al., 2006
Residuos de
L. pentosus ATCC 8041 Eucalyptus globulus 18 0,70 14,5 Moldes et al., 2006
desintoxicado
L. pentosus ATCC 8041 | esiduos de farelo 57 0,57 337 Moldes et al., 2006
de casca de cevada
L. pentosus ATCC 8041  Sabugo de milho 35 0,53 247 Moldes et al., 2006
Hidrolisado de
L. pentosus ATCC 8041  residuos de corte 33,8 0,61 21,8 Bustos et al., 2005
de ramos de videira
Hidrolisado de
L. pentosus ATCC 8041 residuos de corte 27,8 0,77 21,8 Bustos et al., 2004
de ramos de videira
L. pentosus CHOC 2355 o100 46 trigo 9 0,95 8,5 Garde et al,, 2002

e L. brevis CHCC 2097
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5.6. FERMENTACAO EM INCUBADOR ROTATIVO DO MEIO MRSy.0se COM
VARIACAO DA CONCENTRACAO DE PEPTONA A E SUBSTITUICAO DA PEPTONA
A POR UREIA

5.6.1. Fermentacado em meio MRS,;,se cOM variacao da concentracao de
peptona A

Na cinética de crescimento do L. pentosus ATCC 8041, ndo se observa
um periodo de adaptacao e a concentracdo maxima de biomassa foi atingida entre
24 e 30 horas de cultivo, periodo no qual representa a fase de estabilizacdo da
biomassa, seguido do periodo de morte celular. Este comportamento foi
observado para todas as concentracées de peptona A utilizadas no meio MRS
contendo xilose (Figura 26, Tabela 15).

Pelo teste de Tukey (Tabela 15) observamos que a biomassa formada em
diferentes concentragdes de Peptona A nos tempos 0, 6, 30, 48 e 72 horas séo
estatisticamente iguais ao nivel de 95% de confianca (p<0,05). E possivel notar
que em 24 horas de cultivo a utilizacdo de 0 g/L e 8 g/L de Peptona A possui o
mesmo efeito sobre a concentracado de biomassa do Lactobacillus pentosus ATCC
8041. A capacidade do Lactobacillus pentosus ATCC 8041 em se desenvolver em
meio MRSyi0se NA auséncia de Peptona A torna-se uma vantagem, pois acarretara
numa diminuicdo dos custos de processo com a suplementacdo de nutrientes,
tornando o custo da producgéo de acido latico mais barata.

A utilizacao de 1 g/L de Peptona A nos tempos 24 e 30 horas implica
numa maior concentracao de biomassa (Tabela 15). Porém, ao longo do periodo
fermentativo a utilizagcado de 0 ou 1 g/L de Peptona A possui pouca diferenca em
termos de concentragdo de biomassa mas séo estatisticamente diferentes ao nivel
de 95% de confianga (p<0,05) no tempo de 24 horas. Assim, pode-se optar por
utilizar a concentracdo de 1 g/L de peptona A, pois o L. pentosus ATCC 8041
apresentou maior velocidade de crescimento e concentracao celular na presenca

desta fonte de nitrogénio.
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Figura 26. Perfil de crescimento celular do L. pentosus ATCC 8041 durante a

fermentacao em meio MRS;0se cOM variagao da concentracao de peptona A. (¢) 0
g/L, (m) 1 g/L, (A)29/L, (e) 3g/L, (X)49/L,(c)5g/L, (0)6g/L, (o) 7 g/L, (B) 8 g/L.

(Condigbes: 30°C, 150 rpm, pH 6,0, 96h).
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concentragao de Peptona A.

Concentracéo (g/L)

Peptona A 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo (h) Biomassa (g/L)
0 0,060,012 0,08+0,032 0,07+0,01% 0,07+0,022 0,06+0,012 0,07+0,00® 0,06+0,012 0,07+0,01% 0,07+0,012
6 0,13+0,052 0,14+0,04% 0,120,012 0,130,032 0,12+0,012 0,1240,012 0,11+0,02% 0,12+0,012 0,12+0,012
20 0,95+0,14% 1,15+0,09° 1,15+0,01° 1,11+0,04* 1,11+0,06% 1,10+0,04%* 1,13+0,02% 1,12+0,00® 1,08+0,02%°
24 1,1140,132% 1,32+0,06° 1,32+0,05° 1,30+0,04° 1,29+0,06° 1,28+0,03% 1,27+0,02% 1,26+0,05%° 1,25+0,05%
30 1,140,192 1,430,232 1,4640,07% 1,4240,09% 1,41+0,10® 1,41+0,04% 1,380,082 1,40+0,112 1,38+0,042
48 0,91+0,02% 1,140,172 0,970,112 1,040,112 0,95+0,162 1,20£0,22% 1,04+0,18% 1,140,162 1,130,142
72 0,410,042 0,41+0,052 0,41+0,032 0,44+0,022 0,42+0,012 0,48+0,03% 0,46+0,022 0,470,022 0,470,012
96 0,270,032 0,25+0,032 0,18+0,02° 0,27+0,012 0,260,022 0,30+0,022 0,29+0,022 0,32+0,05% 0,29+0,012

a, b, c — Médias na mesma linha com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Tabela 15. Concentracdes de biomassa obtidas durante a fermentacao em meio MRS contendo xilose com variacao da
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O Lactobacillus pentosus ATCC 8041 apresentou capacidade de
fermentar xilose em todas as concentracoes de peptona A utilizadas. Para a
utilizacédo de 2, 4 e 8 g/L de peptona A o consumo de xilose foi em torno de 81%
em 96 horas de cultivo, porém quando esta fonte de nitrogénio nao foi utilizada no
meio este consumo reduziu para 68%, apresentando a maior concentracdo de
xilose residual (Figura 27, Tabela 16). Isto evidencia a influéncia da fonte de
nitrogénio no consumo do substrato e sobre o crescimento do Lactobacillus
pentosus ATCC 8041 (Tabela 15). Observamos na Tabela 4 que a utilizacao de 2
ou 4 g/L de Peptona A ndo apresentam diferenca estatistica ao nivel de 95% de
confianga (p<0,05) para a concentracao de xilose residual. Assim, pode-se utilizar
a menor concentragao, 2 g/L, desta fonte de nitrogénio visando diminuir o custo do

meio.

21.
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Figura 27. Consumo de xilose ao longo do periodo de fermentagdo em meio
MRS;iose cOM variacdo da concentragéo de peptona A. (¢) 0 g/L, (m) 1 g/L, (A) 2
g/L, (e)3g/L, (X 4g/L, (c)54g/L, (0)69g/L, (0)7g/L, (A) 8 g/L. (Condigdes: 30°C,
150 rpm, pH 6,0, 96h).
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Tabela 16. Concentracdes de xilose durante a fermentacdo em meio MRSyj0se COM variagcao da concentracao de Peptona

A.
Concentracao (g/L)

Peptona 0 1 2 3 4 5 6 7 8
A

Tempo (h) Xilose (g/L)
0 20,66+0,06°% 20,54+0,00%% 20,17+0,06° 20,74+0,06° 20,54+0,112*° 20,62+0,11%% 20,29+0,11°°® 20,54+0,11%° 20,34+0,06%°
24 14,51+0,03%°  11,10+0,00° 11,29+0,02° 11,42+0,01% 11,34+0,01° 11,74+0,02° 11,57+0,02" 12,03+0,019 12,97+0,02"
48 8,11£0,01%  7,77+0,02°  7,59+0,01° 7,64+0,00°® 7,72+0,01°%"  7,74+0,01®®  7,6120,02°  7,19+0,03%  7,33%0,07¢
72 6,88+0,02%  4,37+0,02° 5,68+0,05° 541+0,03%  544+0,04°  507+0,03°  5,64+0,04° 5,71+0,03°  7,060,01¢
96 6,67+0,012  4,76+0,04°  3,74+0,00° 4,25+0,019  3,69+0,02°  4,42+0,07°  4,59+0,00° 5,86+0,01"  3,97+0,00

a, b, c,d, e, f g,h,i—Médias na mesma linha com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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O valor do pH apresentou uma reducdo expressiva para todas as
concentracdes de peptona A utilizadas e até mesmo sem a utilizacdo da mesma. O pH
partiu de 6,0 para 4,0, sendo a sua maior reducao em 24 horas de cultivo (Figura 28).
Isto pode evidenciar a formacdo de acido durante a fermentagcdo para todas as

concentracdes de peptona A utilizadas.

6,5 -

4,0 T T T T T T T

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (h)

Figura 28. pH durante a fermentagcdo em meio MRSyj.se COM variagdo da concentragao
de peptona A. (¢) 0 g/L, (m) 1 g/L, (A) 2 g/L, (e) 3 g/L, (X) 4 g/L, (o) 5 g/L, (0) 6 g/L, (D)
7 g/L, (A) 8 g/L. (Condigdes: 30°C, 150 rpm, pH 6,0, 96h).

5.6.2. Fermentacao em meio MRS,;.se cOm substituicao da peptona A por uréia

Pela Figura 29 pode-se observar que utilizando 8 g/L de peptona A, obtém-se a
maior concentracdo de biomassa do Lactobacillus pentosus ATCC 8041 em 24 horas.
Comportamento semelhante foi observado ao utilizar 2,74 g/L de uréia, porém atingindo
a mesma concentragdo em 48 horas de cultivo. Possivelmente, este retardamento no
crescimento celular foi provocado pela falta de nutrientes presentes na uréia, como
aminoacidos e peptideos, que podem ser encontrados na peptona A podendo favorecer
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o crescimento da bactéria. Entretanto, a completa substituicdo da peptona A por uréia
apresenta praticamente o mesmo efeito no crescimento bacteriano do que quando se
utiliza somente a concentragdo de 8 g/L de peptona A (Tabela 17). Esta substituigcao por
uréia torna o meio de cultivo mais econémico, pois o custo da uréia pode representar

até 5% do custo da peptona A, dependendo da marca utilizada.

Biomassa (g/L)

0 12 24 36 48 60 72 84 96

Tempo (h)

Figura 29. Perfil de crescimento celular do L. pentosus ATCC 8041 durante a
fermentacdo em meio MRSyi0se cOmM substituicdo da peptona A (P) por Uréia (U).  (#)
OP+2,74Uqg/L, m)1P+24Ug/L, (A)2P+2,06Ug/L,(e)3P+1,71Ug/L,(X)4P
+1,37Ug/L, (0)5P +1,03¢g/L, (0)6P+0,69U¢g/L,(0)7P+0,34Uqg/L,(A)8P+0U

g/L. (Condigdes: 30°C, 150 rpm, pH 6,0, 96h).
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Tabela 17. Concentracdes de biomassa obtidas durante a fermentacao em meio MRSyi0se COM substituicao da
Peptona A por Uréia.

Concentragdo (g/L)

Peptona A 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Uréia 2,74 2,4 2,06 1,71 1,37 1,03 0,69 0,34 0

Tempo (h) Biomassa (g/L)
0 0,09+0,01% 0,08+0,02* 0,07+0,01® 0,07+0,01 0,07+0,01® 0,06+0,01* 0,06+0,00®  0,06+0,00®° 0,06+0,01?
6 0,14+0,00° 0,14+0,01® 0,13+0,01® 0,13+0,02® 0,13+0,01* 0,13+0,01% 0,11+0,01* 0,12+0,01* 0,13+0,01°
20 1,1840,02% 1,0040,02%° 0,94+0,08° 1,02+0,11%° 1,08+0,04%° 1,04+0,12%°° 1,08+0,07*° 1,1740,04%° 1,21+0,06°
24 1,32+0,04% 1,28+0,09° 1,20+0,09° 1,20+0,09° 1,25+0,03% 1,24+0,04° 1,22+0,04*> 1,32+0,06° 1,50+0,04°
30 1,34+0,04* 1,18%0,14® 1,112010%° 1,09+0,09° 1,11+0,17° 1,18+0,17* 1,12+0,13* 1,13+0,27® 1,29+0,17°

48 1,5040,16% 1,1240,29% 1,02+0,03% 1,11+0,11% 1,04+0,14% 1,04+0,14%® 1,10+0,17®®  0,95+0,09° 1,07+0,30%°
72 0,56+0,02% 0,40+0,01°  0,40+0,04> 0,41+0,05° 0,41+0,02°° 0,46+0,01°° 0,45+0,01°° 0,42+0,04°° 0,48+0,02°
96 0,30+0,0129 0,25+0,01°% 0,17+0,02° 0,25+0,01*" 0,20+0,03°° 0,30+0,02%" 0,30+0,01% 0,28+0,02%" 0,34+0,01%

a, b, c, d, e, f,g—Médias na mesma linha com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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O Lactobacillus pentosus ATCC 8041 consumiu a xilose quase em sua
totalidade, sendo seu maior consumo, em torno de 41 a 47%, durante as primeiras 24
horas de cultivo para todas as concentragées de peptona A e uréia. Quando a peptona
A e uréia foram utilizadas separadamente o consumo de substrato foi em torno de 69%
e 77%, respectivamente, em 96 horas de fermentacdo. Porém, quando a peptona A foi
substituida pela uréia, o consumo de xilose aumentou entre 81% e 83% para as
diferentes concentragdes das fontes de nitrogénio utilizadas (Figura 30 e Tabela 18). A
Tabela 18 mostra que a utilizacdo de 6 g/L de peptona A e 0,69 g/L de uréia obteve-se
a menor concentracdo de xilose residual, 3,40 g/L, e consequentemente o maior
consumo de xilose, em 96 horas de cultivo. As concentragdes de 1 g/L de peptona A
com 2,4 g/L de uréia e 6 g/L de peptona A com 0,69 ¢g/L de uréia diferem entre si ao
nivel de 95% de confianga (p<0,05). Porém, como o valor do pH final para as duas
condicdes sao os mesmos (Figura 31), seria mais interessante utilizar a menor
concentracao da peptona A juntamente com a maior concentracao de uréia, ou seja, 1

g/L de peptona A com 2,4 g/L de uréia, o que reduziria custo do meio de cultivo.

21.
]

18 -

Xilose (g/L)
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Figura 30. Consumo de xilose ao longo do periodo de fermentagdo em meio MRSyose
com substituicdo da peptona A por uréia. (¢) 0P +2,74 U g/L, (m) 1P +2,4Ug/L, (A) 2
P+206Ug/L,(¢)3P+1,71Ug/L, (X)4P+1,37Ug/L, (0)5P+1,03¢g/L, (0)6P +
069U/, (0) 7P +0,34 Ug/L, (A) 8P +0U g/L. (Condigdes: 30°C, 150 rpm, pH 6,0,
96h).
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Tabela 18. Concentracdes de xilose durante a fermentagdo em meio MRS com substituicdo da Peptona A por Uréia

Concentragdo (g/L)
Pep}f"'a 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Uréia 2,74 2,4 2,06 1,71 1,37 1,03 0,69 0,34 0
Tempo (h) Xilose (g/L)
0 20,34+0,06%° 20,62+0,002° 20,29+0,11% 20,54+0,00® 20,29+0,23% 20,70+0,11

20,25+0,06% 20,42+0,06%° 20,70+0,00%
24 11,67+0,01%  12,11£0,02° 11,44+0,01°

11,76+0,01° 11,06+0,02° 11,23+0,03"

10,67+0,02° 11,31+0,02" 11,14+0,01'
48 7,5140,03%°  7,22+0,02° 7,25+0,03° 7,30+0,06™ 7,79+0,04° 7,70+0,05° 7,61+0,20° 8,19+0,05°  7,62+0,05°
72 5,32+0,03°¢  4,35+0,01° 5,23+0,02%° 4,85+0,04° 5,24+0,02* 537+0,01% 5,14+0,01' 5,20+0,03*  7,98+0,01¢
96 4,61+0,01%  3,54+0,02° 3,71+0,01° 3,84+0,01° 3,87+0,03% 3,69+0,01° 3,40+0,00° 3,67+0,01°  6,30+0,03'
a,b,c,d,e,f,g, h,i—Médias na mesma linha com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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O consumo de substrato foi acompanhado da reducdo de pH durante a
fermentacao, partindo de pH 6,0 para 3,9, sendo que seu periodo de estabilizacdo
iniciou-se em 48 horas de cultivo. O menor valor de pH foi encontrado para a
concentragcdo de 8 g/L de peptona A e 0 g/L de uréia. Para as demais
concentragdes os valores de pH se mantiveram em 4,0 (Figura 31).

6,5 -
6,0 B

55 -

pH

5,0 -

4,5 -

4,0

Tempo (h)

Figura 31. pH durante a fermentacdo em meio MRS,0se COM substituicdo da
peptona A por uréia. (¢) OP +2,74Ug/L, (m) TP +24Uqg/L,(A)2P +2,06 U
gL, (e)3P+1,71Ug/L,(X)4P+1,37Uqg/L, (c)5P +1,03¢/L, (0)6 P +0,69U
/L, (o) 7P +0,34 Ug/L, (A) 8P +0 U g/L. (Condicées: 30°C, 150 rpm, pH 6,0,
96h).
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6. CONCLUSAO

O bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por explosdo a vapor, um
residuo agroindustrial sub-utilizado pela rota biotecnoldgica, pode ser usado para
obtencdo de solugdes de acucares pela hidrélise quimica ou enzimatica, que
depois da suplementacdo com nutrientes adequados pode ser utilizado para
converter eficientemente agucares hemicelulésicos em acido latico por algumas
espécies de bactérias acido laticas.

Os testes preliminares realizados visando selecionar microrganismos
capazes de assimilar xilose para producao de acido em meio sélido, utilizando os
indicadores de pH verde de bromocresol e purpura de bromocresol indicaram que
todos os microrganismos, com excecao do Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
ATCC 7830, foram capazes de utilizar os componentes do meio para a producao
de &cido.

Nos experimentos realizados em frascos do meio MRS;0se, 0 Lactobacillus
pentosus ATCC 8041 foi capaz de assimilar xilose quase que em sua totalidade,
destacando-se por apresentar alta conversdao de substrato de 92% e bom
rendimento de acido de 0,85 g/g (acidez total titulavel em termos de acido latico),
sendo selecionado como 0 microrganismo com potencial para aplicacdo no
processo.

A fermentacdo do meio MRS na auséncia de xilose mostrou que o L.
pentosus pode produzir 4cido acético a partir dos componentes presentes no
meio, como a peptona animal, extrato de levedura e peptona de soja, mesmo com
a limitacdo de substrato imposta pelo meio, tendo atingido a concentracao de 4,91
g/L deste acido e uma concentracao de biomassa em torno de 0,9 g/L.

O experimento em batelada simples do meio MRSyi0se apresentou um
rendimento (Yp;s) de 0,58 g/g de &cido latico com concentracao final de 11,68 g/L
e a maxima produtividade volumétrica (Qp) de 0,24 (g/[L.h]) alcancada em 48
horas de fermentagdo. O &cido acético foi produzido em concentracdo similar a
atingida para o acido latico, sendo de 13,06 g/L, provavelmente devido a

composicao do meio que pode ter incrementado a producao deste acido organico,
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assim como ja observado na fermentacdo do meio MRS na auséncia de xilose.
Assim, foi considerado que 8,15 g/L de acido acético foram produzidos a partir do
substrato, com rendimento (Ypss) de 0,40 g/g, e 4,91 g/L a partir de outros
componentes do meio como extrato de levedura e peptonas. Foram produzidos
62% da forma isomérica D(-)- acido latico.

Na fermentagdo do meio MRS, g foi possivel observar que o L. pentosus
ATCC 8041 pode fermentar eficientemente pentoses (xilose e arabinose) na
presenca de glicose. O microrganismo adaptou-se eficientemente ao meio, ndo
apresentando inibicdo pelo substrato, produzindo 1,14 g/L de biomassa com pmax
de 0,103 h" atingida em 4 horas de fermentacédo. A concentragao final de 2,37 g/L
de &cido latico representou um rendimento de produto (Yps) de 0,65 g/g € a
maxima produtividade volumétrica (Qp) atingida foi de 0,23 g/[L.h], sendo
produzidos 66% da forma isomérica D(-)-acido latico. O rendimento de acido
acético (Ypss) foi de 0,27 g/g com concentracao final de 0,99 g/L.

O Bacillus coagulans 162 apresentou melhor rendimento de acido latico
(Ypis = 0,85 g/g) e produtividade (Qs= 0,35 g/[L.h]) em relacdo ao L. pentosus
ATCC 8041 quando o MRSas foi utilizado como meio de fermentacdo. A
velocidade especifica de crescimento (u,) de 0,199 h™ do B. coagulans 162 foi
maior que a atingida pelo L. pentosus ATCC 8041 de 0,103 h™' durante 0 mesmo
periodo de tempo, 4 horas. O Bacillus coagulans 162 apresentou a maxima taxa
volumétrica de consumo de substrato (Qs) de 0,41 g/[L.h] inferior a alcancada pelo
L. pentosus ATCC 8041, que foi de 0,44 g/[L.h], porém num menor periodo de
tempo, em 2 horas de cultivo.

Foi observado na fermentacdo em batelada do meio MRSusc que o L.
pentosus ATCC 8041 apresentou grande habilidade em fermentar os agucares
hemicelulésicos com bom crescimento celular e total assimilacdo do substrato em
20 horas de fermentacdo, sem apreciavel inibicdo. Foram produzidos 10,6 g/L de
biomassa atingindo um pma de 0,17 h™ em 2 horas de fermentacdo. O perfil de
consumo de substrato mostrou que a glicose foi o primeiro acucar a ser esgotado,
seguido de xilose e arabinose. A producdo de 28,99 g/L de acido latico
representou um rendimento de (Yps) de 0,78 g/g e alcangando a maxima
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produtividade volumétrica (Qp) de 1,99 g/[L.h] em 10 horas de cultivo. Foram
produzidos cerca de 53% da forma isomérica D(-)-acido latico. O acido acético,
principal subproduto da fermentacao, apresentou um rendimento (Ypss) de 0,21 g/g
com concentracao final de 8,19 g/L e a maxima produtividade volumétrica (Qp) de
0,33 g/[L.h] foi atingida em 24 horas de fermentagéo. A producao de acido acético
iniciou em 10 horas de cultivo, logo apds o consumo total de glicose, mostrando
que a co-producdo de acido acético € originada do metabolismo de xilose e
arabinose. Foi possivel observar que na auséncia de glicose a via do L. pentosus
muda de homo para heterofermentativa, sendo este microrganismo considerado
um organismo facultativamente heterofermentativo, degradando hexoses (glicose)
via Embden-Mayerhof-Parnas (EMP) e pentoses (xilose e arabinose) via
Fosfoquetolase (PK).

O Lactobacillus pentosus ATCC 8041 foi capaz de se desenvolver em
meio MRSyi0se Na auséncia de peptona A, apresentando uma reducéao de pH 6,0
para 4,0 indicando a formacao de acido mesmo sem a utilizacdo desta fonte de
nitrogénio. A substituicdo de peptona A por uréia apresenta maior influéncia em
relacdo ao consumo de xilose do que quanto ao crescimento celular, pois a maior
assimilacao de xilose se apresentou na substituicdo destes componentes do que
quando os mesmos foram utilizados separadamente. A substituicao da peptona A
por uréia seria uma vantagem no que diz respeito a reducao do custo do meio de
cultura e consequentemente na producao de &cido latico.

Os rendimentos de produto e produtividades das fermentacées dos meios
MRSa s € MRSpgc foram maiores do que os obtidos em meio sintético. Pelos
resultados apresentados, o bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por explosao a
vapor pode ser considerado uma matéria-prima promissora para a realizagdo de
processos de bioconversdo representando uma fonte potencialmente barata e
renovavel de aclUcares fermentesciveis.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v" Realizar estudos da substituicdo dos nutrientes por outras fontes de
nitrogénio mais baratas visando obter uma suplementacdo mais

econOmica e diminuir os custos de processo;

v' Realizar experimentos de inibicdo pelo substrato e componentes do
meio MRSpgc visando conhecer a maxima concentragdo inicial de

acucares suportada pelo microrganismo;

v" Realizar experimentos de inibicdo pelo produto com o objetivo de
conhecer a maxima concentracao de acido latico suportada pela bactéria;

v" Realizar estudos em batelada alimentada visando aumentar o
rendimento de produto;

v Testar outras cepas de bactérias laticas com potencial para a
producao de acido latico a partir do hidrolisado e/ou agua de lavagem do
bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por explosao a vapor, utilizando o
Lactobacillus pentosus ATCC 8041 como referéncia levando-se em conta
critérios como temperatura de fermentacdo, produtividade e exigéncia

nutricional.
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