v

¥

UNICAMP

GISELLE DE ARRUDA RODRIGUES

“PRODUCAO DE ACIDO LATICO A PARTIR DO
BAGACO DA CANA DE ACUCAR”

CAMPINAS
2012



W,

( ]
a¥
UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA

GISELLE DE ARRUDA RODRIGUES

PRODUCAO DE ACIDO LATICO A PARTIR DO
BAGACO DA CANA DE ACUCAR

Orientadora: Profa Dra Telma Teixeira Franco

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pds-graduacido da
Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas para obtencdo do
titulo de Doutora em Engenharia Quimica.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A
VERSAO FINAL DA TESE DEFENDIDA PELA
ALUNA GISELLE DE ARRUDA RODRIGUES
E ORIENTADA PELA PROFA. DRA. TELMA
TEIXEIRA FRANCO

Profa. Dra. Telma Teixeirﬁ Franco (Orientadora)

CAMPINAS
2012



FICHA CATALOGRAFICA

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA E ARQUITETURA - BAE - UNICAMP

Rodrigues, Giselle de Arruda

R618p Producio de acido latico a partir do bagaco da cana-
de-agucar / Giselle de Armuda Rodrigues. --Campinas,
SP: [s.n.], 2012.

Orientador: Telma Teixeira Franco.
Tese de Doutorado - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica.

1. Acido latico. 2. Bagaco da cana. 3. Bacillus
(Bacteria). 4. Tratamento témmico. I. Franco, Telma
Teixeira, 1957-. II. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Engenharia Quimica. III. Titulo.

Titulo em Inglés: Production of lactic acid from sugar cane bagasse

Palavras-chave em Inglés: Lactic acid, Sugar cane bagasse, Bacillus, Thermal treatment

Area de concentragio: Desenvolvimento de Processos Quimicos

Titulagdo: Doutora em Engenharia Quimica

Banca examinadora: Jonas Contiero, Adilson Roberto Gongalves, Carlos Eduardo Vaz
Rossell, Gabriela Alves de Macedo

Data da defesa: 31-07-2012

Programa de P6s Graduagdo: Engenharia Quimica

CAMPINAS
2012
iv



Giselle de Arruda Rodrigues

PRODUCAO DE ACIDO LATICO A PARTIR DO
BAGACO DA CANA DE ACUCAR

TESE DE DOUTORADO APRESENTADA A
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA DA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS COMO
REQUISITO PARA OBTENCAO DO TITULO DE
DOUTORA EM ENGENHARIA QUIMICA.
APROVACAO EM 31/07/2012.

e ([P

Profa. Dra. Telma Teixeira Franco (Orientadora)
Faculdade de Engenharia Quimica - UNICAMP

| ——=

Prof. Dr. Jonks Contiero
Instituto de Biociéncias de Rio Claro - UNESP

" { |
LA (/.A r‘f" Jlﬁ/f\_//

Prof. Dr. Adilson Ro‘ano Gongalves

Escola de Engenharia de l,oﬁi;l?SP /
— e Dot @égw G

Prof. Dr. Carles Eduardo Vaz Rossell
CTBE - Campinas

/

p ) {

<X f -

Profa. ra. Gabriela Alves de Macedo

Faculdade de Engenharia de Alimentos - UNICAMP

CAMPINAS
2012



DEDICATORIA

A meu pai,

dedico.

vii



AGRADECIMENTOS

A professora Telma pela confianga e oportunidade concedida.
Ao Dr. Joachim Venus e familia pela cordialidade e generosidade.

Aos professores Adilson Roberto Gongalves, Jonas Contiero, Carlos Eduardo Vaz Rossell e
Gabriela Alves de Macedo pela atencdo e paciéncia na corre¢do dos textos.

A Professora Lucimara Gaziola de La Torre pelos ensinamentos e exemplo de fé.

Ao Dr. Fernando Frederico pela paciéncia e solicitude na realizagdo das andlises
cromatogréficas.

Ao Rodrigo por todo amor, respeito e dedicagdo que me presenteia todos os dias.
Ao Sr. Leonildo e D. Ana pelo carinho e hospitalidade.

Sou especialmente grata ao amigo Haroldo Yukio Kawaguti, pelos conselhos e apoio sempre
presente.

A minha amiga de sempre, Joelise, pelo carinho e cumplicidade.

A minha amiga Cecilia Sulzbacher Caruso pelo companheirismo incondicional.
A Dra. Ana Carolina Deckmann pela inspiracao.

A Dra. Kitty pela gentileza e sabedoria compartilhados.

A Rosiangela pela competéncia e presteza, sempre.

A D. Lourdes, D. Maria e Fabiana pelo zelo com todos nés, alunos da FEQ.

Aos meus amigos da FEQ por se tornarem minha familia nestes dltimos anos, Bianca, Michelle,
Vini, Andréia, Olga, Jaiver, Erika, Edison, Liliana, Veronica, Alessandro, Talita, Euldlia, Anna
e Toni.

A los Hermanos, Oscar e Sérgio, pela convivéncia e pelas alegrias compartilhadas.

Aos meus amigos-colegas do Laboratdrio de Bioconversdo do Departamento de Bioengenharia
do ATB, em Potsdam, Roland, Kerstin Mehlmann, Kerstin Mundt, Annegret, Lars, Jonas, Sigrid
e Andreas.

A querida Frau Rehde pelas andlises e pela Fahrrad.

Aos amigos doutorandos Dan, Danna, Ingo Bergmann, Ingo Baumstark, Antje, Mandy,
Kingslay e Ali. Aos estagidrios Stefan, Michell e Razhan pelos momentos de alegria e
descontragdo.

Ao Dr Scholz pelo carinho e receptividade.

A minha querida amiga Svetlana Anfimova e seu esposo Sascha Rieger, pelo amor fraterno e
por todos os momentos de alegria que desfrutamos.

Ao meu querido amigo Fatih Girisken e sua amorosa familia.
Aos amigos da UniPotsdam, Kevin, Josnella, Daniel e Dimitri.
A familia Rocha pelo carinho e acolhimento que nunca me deixaram faltar.

A minha mie, minhas irmas e meus sobrinhos por todo amor que partilhamos.

A Deus, por ter colocado todas estas pessoas na minha vida.



MENSAGEM

“Ndo sei se a vida é curta ou longa para nos, mas sei que nada do que vivemos tem sentido, se
ndo tocarmos o coragdo das pessoas.

Muitas vezes basta ser: colo que acolhe, braco que envolve, palavra que conforta, silencio que
respeita, alegria que contagia, ldgrima que corre, olhar que acaricia, desejo que sacia, amor
que promove.

E isso ndo é coisa de outro mundo, é o que dd sentido a vida. E o que faz com que ela ndo seja
nem curta, nem longa demais, mas que seja intensa, verdadeira, pura enquanto durar.

Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende o que ensina.”

Cora Coralina

Xi



RESUMO

RODRIGUES, G.A. Producao de 4cido latico a partir do bagaco da cana-de-agiicar. Campinas:
UNICAMP, Julho de 2012, 177 péginas. Tese de Doutorado em Engenharia Quimica —
Departamento de Processos Quimicos da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade

Estadual de Campinas.

A producdo de comppostos quimicos a partir de residuos lignoceluldsicos tem atraido bastante
a atencdo da sociedade atual. A busca por alternativas produtivas ndo dependentes de
combustiveis fésseis, o uso de fontes renovdveis e a sustentabilidade sdo os principais motivos.
Neste trabalho, a produgdo do 4cido latico por fermentacdo dos acucares obtidos dos bagaco da

cana de agucar, essencialmente glicose e xilose, foi estudada.

Partindo de varias cepas de bactérias dcido laticas e utilizando-se metodologia qualitativa, 26
linhagens foram selecionadas para testes em frascos agitados e em biorreator. Os melhores
resultados foram obtidos em fermentagdes utilizando-se B. coagulans 162, alcancando
rendimento de 0,95 e produtividade volumétrica de 2,13 g L' h' em regime de batelada
simples e meio de cultivo contendo glicose, xilose e arabinose. Em alimentacdo continua, o

meio de cultivo alcancou 105 g de acido latico por litro de meio fermentado.

Os efeitos dos tratamentos de hidrdlise térmica e explosdo a vapor do bagago da cana de acticar
também foram estudados. Verificou-se a formacdo de dacido acético, furfural e
hidroximetilfurfural (HMF) e liberacdo dos agucares glicose, xilose e arabinose. As fibras do
bagaco foram fotografadas utilizando-se microscopia eletronica de varredura (MEV), antes e

apos tratamentos térmicos, para observagdo das modificacdes no arranjo da estrutura original.

O bagaco in natura, contendo aproximadamente 43% de celulose, 28% de hemicelulose e 14%
de lignina, foi submetido a tratamento hidrotérmico (220°C/5min) seguido de hidrdlise pelas
enzimas Celulase, Celobiase e Xilanase. O hidrolisado obtido pela degradacdo das fragcdes
celuldsica e hemiceluldsica continha basicamente glicose e xilose, e foi utilizado como fonte de
carbono no meio de cultivo. Na fermentacdo foi obtido rendimento de 0,96 e produtividade

volumétrica igual a 4,11 g L.
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Hidrolisado obtido do bagago explodido a vapor também foi testado. Constituido basicamente
pela fragdo hemiceluldsica, o hidrolisado continha essencialmente xilose. Nesta fermentagdo
alcancou-se rendimento de 0,90 e produtividade volumétrica igual a 0,225 g L™ h™'. Posteriores
estudos mostraram que a adaptagdo da cepa a meios de cultivo contendo apenas pentoses

(xilose e arabinose) reduzem a fase lag tendo como consequéncia o aumento da produtividade.

Estudos de inibi¢do em meio sintético permitiram avaliar o efeito que cada composto causou
individualmente na multiplicacdo celular e na producdo do 4cido latico. O 4cido acético foi o
componente que mostrou maior efeito inibitério. Dentro da faixa estudada, furfural e HMF
provocaram comportamentos semelhantes, tornando-se inibitérios em concentragdes acima de
15¢ L"' na producdo de biomassa, mas nao na produgdo de acido ldtico. Inibi¢do por xilose
também foi investigada. Rendimento maximo igual a 0,95 foi obtido quando 140 g L' de
actcar inicial foram utilizados. Concentracdes acima de 150 g L' mostram-se inibitérias ao

crescimento microbiano.

Foi possivel observar que o bagaco da cana de acucar ¢ um substrato promissor para produgao
biotecnolégica de d4cido ldtico, um produto quimico com alto valor agregado e com
versatilidade em aplicacdes. O microrganismo selecionado, a bactéria Bacillus coagulans 162,
mostrou-se uma cepa robusta, com relativa tolerancia a inibidores e capaz de converter
homofermentativamente as pentoses presentes no meio de cultura, caracteristica desejavel do

ponto de vista produtivo e econdmico.
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ABSTRACT

RODRIGUES, G.A. Production of lactic acid from sugar cane bagasse. Campinas:
UNICAMP, July of 2012, 177 pages. PhD Thesis in Chemical Engineering — Chemical

Engineering Departament of the University of Campinas.

Production of chemical compounds from lignocellulose residues has attracted attention of
actual world society. The search for productive alternatives fossil fuels non-dependent, the use
of renewable resources and sustainability are the main reasons. In this work, lactic acid
production by fermentation of sugars obtained from sugarcane bagasse, essentially glucose and

xylose, was studied.

From several strains of lactic acid bactéria and using a qualitative methodology, 26
microorganisms were selected for shaking flasks and bioreactor tests. The best results were
obtained in fermentations using B. coagulans 162, reaching yield of 0,95 and volumetric
productivity of 2,13 ¢ L™ h™ in simple batch and medium containing glucose, xylose and

arabinose. In continuous feeding, the cultivation medium reached 105 g of lactic acid per liter.

The treatment effects of hydrotermal hydrolysis and steam explosion of sugarcane bagasse
were also studied. It was verified acetic acid, furfural and hydroxymethylfurfural (HMF)
formation and glucose, xylose and arabinose release. Bagasse fibers were photographed using
Scanning Electron Microscopy (SEM), before and after termal treatment for visualization of

modification in the arrangement of the original structure.

Bagasse in natura, containing approximately 43% of cellulose, 28% of hemicellulose and 14%
of lignina, was submitted to hydroythermal treatment (220°C/5min) followed by hydrolysis
with the enzymes Cellulase, Cellobiase and Xylanase. The obtained hydrolysate of cellulose
and hemicellulose fractions contained mainly glucose and xylose, and was used as Catbon
source in the cultivation medium. In the fermentation was obtained yield of 0,96 and

volumetric productivity equal to 4,11 g L.

The hydrolysate obtained from steam exploded bagasse was tested. Constituted basically by
hemicellulose fraction, the hydrolysate contained mainly xylose. It was reached yield of 0,90

and volumetric productivity equal to 0,225 g L™ h™. Later studies have showed that strains
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adaptation in cultivation medium containing only pentose (xylose and arabinose) reduces the

lag phase resulting in increase of productivity.

Inhibition studies on synthetic medium allowed to evaluate the effect that each compound
caused individually on cell replication and on lactic acid production. Acetic acid was the
compound that showed the higher inhibitory effect. In the studied range, furfural and HMF
showed similar behaviour becoming inhibitory in concentrations above 1,5 g L" on biomass
production. The same effect was not observed on lactic acid production. Inhibition by xylose
was also investigated. Maximum yield, equal to 0,95, was obtained when 140 g L™ of initial
sugar were used. Concentrations above 150 g L' showed to be inhibitory to the microbial

growth.

Sugarcane bagasse showed to be a promissor substrate to biotechnologic production of lactic
acid, a chemical with high added value and versatile applications. The selected microorganism,
the bacteria Bacillus coagulans 162, showed to be a robust strain, with relative tolerance
against inhibitors and able to convert homofermentatively the pentose present in hemicellulose

hydrolysate, desirable feature in productive and economic terms.

XVi



SUMARIO

ABSTRAC T ...ttt ettt sttt sttt et sa ettt she e e b e eee et eat et sae e e resaee e e XV
SUMARIO ...ooviommriimnreese st esssesessessss s st eEbteeseentnnees xvii
INDICE DE TABELAS .......cottritmtriieeieme s et sesssssssses st sssesssssee st Xxi
INDICE DE FIGURAS .......oomomeeeeeeeeeee e see e sess s sansass s nneeaeon XXxiii
NOMENCLATURA .....ooiiirtee ettt sttt sttt st sr et sae e be e e na st ennesreemeennens XXVii
1. INTRODUGCAO GERAL ..ottt se s een s snan 29
L1 INEOAUGAOD -ttt st sttt et et e s e st st st e b bt e eeaees 29
1.2 OB BEIVOS .ttt ettt h e ettt et e bbbt e a bt ettt e bt e ehee bt e sate et e e b e e bt e beenaees 31
1.2.1. ODJetivo eTal .......c.coouiiiiiiiiiiiiieieee ettt ettt sttt bttt 31
1.2.2. Objetivos €SPECIFICOS ............cociiiiiiiieieiieeeeceee ettt sttt be e nse e 31

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.........oooooioeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeees s s s 33
2.1.0 mercado da cana de acticar no Brasil € no mundo .........c..ccocevviiiiiiiiiniinnceceen 33
2.2.Bagaco da cana de agiicar — CaraCteriZAGA0.......ccutruerrueestieniienite et et et et e st e sate st et ebeebeesbeesaees 35
2.3. Hidrdlise do material [ignoCEIUIOSICO .....ceoueiruiiriiriiriiiiieiecteec ettt 39
2.4.Biopolimeros € DIOITELINAIIAS. ......cocverviieriieriiiriciicete ettt 43
2.5. ACidO 14CO € POHIACIALO .......eoueveeeereeenreieseeitsaeeess s sssses st et 46
2.6.Biodegradabilidade do POIIACTALO .......cocueeriiriiriiiiiiiiiiiceeceee et 49
2.7. Linhagens produtoras de dcido l4tico e rotas metabolicas ........c..ceveeveeniinieniiiiiieieecceeeeee, 51
2.7.1. Bactérias laticas e a espécie Bacillius COAQUIANS ...............ccveveeviieeveeiieiieceeeeeseesie v 51
2.7.2. Fermentacao de hexose em bactérias Iaticas..................ccocoveveeviiniiiieniiiceee e 53
2.7.3. Fermentacio de pentose em bactérias Iaticas .................cccooeiiniiiiiiiiiieee 54
2.7.4. Fermentacao de hexose e pentoses em Bacillus coagulans ..............c.ccocevcevcenceevccnennennen. 55

3. SELECAO DO MICRORGANISMO.........ooouiurimereereeresessssssessessessessessesss s ssssas s s s 59
Bl RESUITION ¢ttt ettt sttt ettt e bt e s bt e shte s abesabe e bt e bt e sbeesueesmeeenbeenbeenbeens 59
3.2, Materiais € MELOAOS ....eeeuiiiriiieiiieeiitie ettt ettt et e ettt e sttt e st e e sabeesbteestbeesubeesbteesabeesbaeesnseesasaeesabeenns 61
3.2.1. Microrganismos € MANUEEIICAO ..........ccc.eeiuieitienieniieieeie et esteesteesteesitesitesbe e bt esbeenbeesseesaees 61
3.2.2.Teste em sistema APL ...ttt 62
3.2.3. Fermentacao em frascos agitados ................cocoviiiiiiininiiiiinieieeteecee e 62
3.2.4. Fermentacao em BIOrreator ...............occooiiiiiiiiiiiiiiiiiceteteee e 64

3.3. ReSUIAdOS € QISCUSSAD c..uviieniiieiiiiiiiie ettt ettt et e ettt et e et e et e st e e bt eesabeeebteesabeesbaeesabeesbeeesabeenns 66
B30 AP ettt et ettt nr et nesreeanene 66



3.3.2. Fermentacao em frascos agitados ................coceviriiiiininiiiiiiiieceteeceeseeee e 68

3.3.3. Fermentacao em DIOITeatores .............c.cooiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee ettt 70

B4 COMCIUSAOD ...ttt ettt ettt e st e ettt e bt e e s bt e e bbeesubeesnbteesabeesnbaeesaseesbteesabeanas 80

4. CINETICA DE CRESCIMENTO DE Bacillus coagulans 162 EM MEIO SINTETICO E REGIME
DE BATELADA ALIMENTADA ..ottt sttt ettt sttt 81
AT RESUITIO ...ttt ettt ettt ettt ettt e e bt e e sttt e s bt e s bteesabeesabte e abeeeabte e abeesabeesabbeesabeesabaeesbeesabaeenaneas 81
4.2, Materiais € MELOAOS ...c..eeueerririieiiniireetinttere e etete st etes e et et st esresreeae e besaeesee st esne st sseennesreemnennens 82
4.2.1. MECIOIGAISIIIO .......eotiiiiiiiiieieittetet ettt ettt sttt s b et s bt st e b bt et e sbeeatebesbeeatebe s 82
4.2.2. MEI0 de CUMLIVO........c.oouiiiiiiieiiiiccc ettt ettt st e 82
2.3 INOCUIO.......coiiiiiiiicc ettt 82
4.2.4. FErMENEAGAO ......c.ooiiiiiiiiiiiiieierteetet ettt ettt ettt et et sb et be st e b s be et e sbesbtebesbeeatebe s 82
4.2.5. Procedimentos analitiCos ..................ccocoririnininiiniiiiic e 83

4.3. ReSUltad0s € dISCUSSAD ...eeuuveiruiieiiiiieiiee ettt ettt ettt et e ettt e st e e bt e e st e e sabeesbteesabeesabaeesteesabaeenaneas 84
A4 CONCIUSAO. ...ttt sttt ettt ettt sht et et sttt e bt e e sr e eae et e sue et e bt eene st sueennenaeemeennens 92

5. HIDROLISE TERMICA DO BAGACO DA CANA DE ACUCAR, CARACTERIZACAO DO
MATERIAL TRATADO E FERMENTACAO DO HIDROLISADO.......ccccoiimiiiininieneneeieieeeeenne 93
S.TLRESUINIO .ttt ettt sttt st et et a bt e sa et n e sreean e b seee e 93
5.2. MAteriais € MELOAOS ..uveierurieiiieiiite ettt ettt e ettt et e ettt e et e sbte e sabeesbteesateesbbeesabeesabeessteesabeesaseas 94
5.2.1. Obtencao do bagaco il BALUTG...................cccoocueviiiiiiiniiiiiiieieeieseetee ettt 94
5.2.2. Hidrolise tErmiCa.............coooiiiiiiiiiiiieieir ettt 94
5.2.3. Hidrolise enzimatiCa................ooueviiiiiiiiiiiiieeieete e 95
5.2.4. Determinacao analitica das fracoes de celulose, hemicelulose e lignina.......................... 96
5.2.5. Fermentagao do hidrolisado...............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeetee e 99

5.3. ReSUItAd0S € ISCUSSAD ..eeuvviirurieiiiieiiieeiie et e ettt e et eeette e sttt e ebte e st e e sabeeesateesabteeabeesabeesseeesabeesnnns 101
S5.3.1. Hidrolise tErmiCa.............oooviiiiiiiiiiiiiecrccceee et 101
5.3.2. FErMENEAGAO ......co.eoiiiiiiiiiiieiiiieeieetete ettt sttt ettt b et b ettt sbe et e b st e e 108

5.4 CONCIUSAD ...ttt ettt sttt sttt ettt b et sa e e st e n e saeesa e bt saee e e sneennennes 111

6. CINETICA FERMENTATIVA DE Bacillus coagulans 162 EM MEIO DE CULTIVO CONTENDO
HIDROLISADO DO BAGACO EXPLODIDO A VAPOR.......ccccooiiiiiiniiienieeieeeeeeeeeeieeeeee e 113
6.1 RESUINO. ...ttt ettt sttt ettt sa et b e sae e e bt eae e et sneennenees 113
6.2. MAteriais € MELOAOS ...veeeruiiiiiieiiiee ettt ettt e et e et e e sttt e e bte e st e e sabeessateesabeeebteesabeesseeesabeesnnns 114
6.2.1. Obtengao dos hidroliSados.................ccooiiiiiiiiiiiiiiii e 114
6.2.2. Caracterizacao do bagaco explodido a vapor ................ccoccoooiiiiiiiiiiinineeeeeee 114
6.2.3. FErMENTACAO ......cc.coiiiiiiiiiiiiieieeieeteeet ettt et ettt ettt st be st ee e 117



6.3. RESUITAA0OS € QISCUSSAOD ...ttt ettt ettt e e e ettt e e e e e ettt eee e e s e e et aaaaeeseeesesananenans 119

6.3.1. Caracterizaco do DABacCo.............c.coiiiiiiiiiiiiiiiietet e 119
6.3.2. Obtencgao dos hidroliSados..................ooiiiiiiiiiiiiiii e 120
6.3.3. FErMENEACAO ......cc.eoiiiiiiiiiiiiiiiceiteet ettt ettt ettt bttt e 122

6.4, CONCIUSAOD. ....eveeuriieetiitetertt ettt ettt sttt ettt e ae et b e esa e eaee b e sbeesa e bt saeenaesneennenees 128

7. ESTUDO DE INIBICAO NA PRQDUCAO DE ACIDO LATICO E NO CRESCIMENTO DE
Bacillus coagulans 162 POR XILOSE, ACIDO ACETICO, FURFURAL EHMF...........ccccccevenennee. 129
T 1 RESUINO. ...ttt ettt ettt sttt e ae et bt e sa e eae e b sheesa e bt eaeennesneennenees 129
7.2, INEFOAUGAO vttt ettt sttt ettt ettt e sat e st e et et e e bt e sbeesaeesanesaneeane 131
7.3. Materiais € MELOTOS .....ccuevrireeriiririiniietetertetest et sttt ettt eene et et besre e beeaee et sneennenees 137
AR I B T 1) ) 1) 11 0 SRS 137
7.3.2. MEi0 de CUILIVO........c..oouiiiiiiiiiiiic ettt st et 137
T3 INOCUIO ...ttt 137
7.3.4. EXPEIIMEILOS .......c.eoiiiiiiiiieeiiieie et ecteeette st e etesteete e teesteestaessbesnsessseeseesseesssesnsesnseenseenseens 138
7.3.5. FETMENEACAO ......oouiiimiiiiiiiiiiie ettt ettt st ettt e bt e bt e s bt e s st e eateebeenbeens 140
7.3.6. Métodos analitiCos..............cc.oouivieiiiiiiiiiiiiccc et 140

7.4, ReSUItadOs € QISCUSSAD ..eevvierurieiriiieiiieeiteesiee ettt e st ee ettt e siteeebteesabeesabeessateesabtesaaeesabeesbeeesabeesnnns 142
7.4.1. INIDICAO POT XILOSE ......coouiiiiiiiiiiiii ettt sttt 142
7.4.2. Inibicao por acido acético, furfural e HMF ................ccccocooiiinininiiieeee 144

7.5 CONCIUSAO. ....eveiniieiieiitteteste ettt ettt ettt et s h et et e et b e sa e eae e b sheesa e bt eae e s e sneennennes 150

8. FERMENTACAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO DE BAGACO DE CANA
EXPLODIDO A VAPOR E DE MEIO SIMULADO POR Bacillus coagulans 162 ................cc.cc....... 151
81 RESUIMIO ...ttt ettt ettt sttt sh e bt bt ese e bt esnesaesaeennenaeemnennenn 151
8.2. MAteriais € MELOAOS ....eeruuiiiriiieiiieeiieeette ettt et ettt e st e sttt ettt e s b eeebteesabeesbeeesabeesabaessnteesabeeenaeeas 152
8.2.1. MACIOI@AIISIIIO ......c..oviiiiiiiiiiiiiiitetetcet ettt sttt ettt et et sb et bt et besae e 152
8.2.2. Preparo do hidrolisado hemiceluldsico detoxificado................c..cccoevveviiniiincriineeninnnn, 152
8.2.3. Mei0s de CUILIVO ........cc.coiiiiiiiiiiiii ettt et 152
82i4  INOCUIO.......coiiiniii et e 153
8.2.5. FErmMEeNEACAO ......cc.coiiiiiiiiiiiiiiieciteet ettt ettt ettt ettt et b e st 153
8.2.6. Métodos analTtiCOS ..............ccevuiriiiiiiiiieieeeeee ettt 154

8.3. ReSUltad0s € dISCUSSAD ....eveeureiiriieieniirieeie sttt ettt et sttt st b e see et reesnesr e seeesnesaeemnenne e 155
8.3.1. Preparo do hidrolisado em cinco etapas de eXtragao.............c..cocceveneriencnenneneneennnn. 155
8.3.2. Detoxificacdo do hidroliSado ..............cccooiiiiiiiiiiiiiiii e 155
8.3.3. FEIrMENLACAO .......ooueiimiiiiiiiiiiiie ettt ettt st sttt e b e bt e st e st et e ebeenbeens 157



8.4. Conclusao......ccceeeveeeennnne.

9. CONSIDERACOES FINAIS

10.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... s s s s s s s es s s

XX



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Composicao do bagaco da cana-de-acticar em base seca (%) (CTC, 2011).............. 36

Tabela 2. Principais rotas metabodlicas utilizadas por bactérias laticas e pela espécie
Bacillus coagulans envolvidas na conversao em 4cido 1atico. ........cceeecvvveeeviiieeennnns 56

Tabela 3. Microrganismos testados utilizando API system e suas respectivas temperaturas
OtiMAS A€ CTESCIMENTO .....euveeutiieiieeiee ettt ettt ettt ettt e st s e saeeereesaneeneenae 61

Tabela 4. Relagdes mateméticas que definem os parametros cinéticos obtidos nos estudos
de FEIMENTACAD ....eeiuiiieiiiiieiiie ettt ettt e et e et e st e st e e sabee s 65

Tabela 5. Consumo de diferentes agucares por algumas linhagens de bactérias produtoras
de 4cido ldtico obtido pelo teste API System. Os simbolos (+), (-) e (?)
significam resultados positivo, negativo e duvidoso, respectivamente, em relacao
a mudanca da COr dO MEI0.....ccoueiiriiiiiiie ittt et et e s s 67

Tabela 6. Fermentacao de diferentes linhagens de bactérias para produgdo de acido latico
em frascos agitados e meio contendo inicialmente glicose (6,7 g L™), xilose (6,7
g L'l) e arabinose (6,7 g L'l). ..................................................................................... 69

Tabela 7. Fermentacdo de diferentes linhagens de organismos produtores de acido latico
em biorreator de 2 L e meio de cultivo sintético contendo glicose (6,7 g L'l),
xilose (6,7 g L") e arabinose (6,7 g L e 77

Tabela 8. Dados obtidos durante crescimento das linhagens selecionadas em biorreator. ....... 78

Tabela 9. Parametros cinéticos da fermentacdo de B. coagulans 162 em meio sintético e
batelada alimentada: 1* etapa (batelada simples) e 2* etapa (alimentagdo
COMUITIUA). 1eeviiiieiieiiiiieeeeeeeeeeeectteeeeeeeeeeetetrrreeeeeeeeeeettrraeeeeseeeeseesssraseseeeeeennansrsreeeeaeeens 85

Tabela 10. Resumo dos parametros medidos durante hidrélise hidrotérmica do bagaco de
CANA A€ ACUICAT .....eeuiiieeiiiieeiite ettt ee ettt e ettt e ettt e st e e st e et e e s st e e ssbbeesbeeesabeeesans 101

Tabela 11. Componentes remanescentes em 20 g de bagaco da cana de agucar in natura
(base seca) apds tratamento hidrotérmiCo. .........cooveeerieeiniieiiieenieeeeeeeeee e 103

Tabela 12. Concentracdo de aguicares e acido acético encontrados na fra¢do liquida dos
hidrolisados hidrotérmicos obtidos sob diferentes condicdes de tempo e
temperatura. O teor de bagago (em base seca) foi equivalente a 8%....................... 104

Tabela 13. Concentragdes de acticares e acido acético encontrados no hidrolisado obtido a
partir de 100 g de bagago da cana de agucar diluido em 1150 mL de dgua apods
hidrdlise térmica (220°C/5 min/24.2 bar/ 345 rpm) seguida de hidrdlise
enzimatica por Celulase 15 FPU, Celobiase 60 CBU e Xilanase 300 XU por

rama d€ MALETIA SECA. ...veevuveeeruiieeriiieiriteeeitee ettt e etteesbteesbteesabeeesabeesbreesbeeesasaeesanes 108
Tabela 14. Parametros cinéticos no crescimento de B. coagulans 162 em meio de cultivo

contendo hidroliSAAO .......cc.uiiiiiiiiiiiieiee et 108
Tabela 15. Fracdes obtidas do bagaco antes e apds tratamento de explosdo a vapor............... 119

Tabela 16. Concentragdes encontradas nos diferentes hidrolisados obtidos a partir do
bagaco da cana de agucar explodido a vapor (100 g de bagaco seco/900 g de
AGUA dESIIAAA). ..viieiiieeiiieeie e et eanes 120

XXi



Tabela 17. Concentragdes encontradas nos diferentes meios de cultivo obtidos a partir dos
hidrolisados do bagaco da cana de acticar explodido a vapor...........cceceeevvuieenneene 122

Tabela 18. Dados cinéticos obtidos na fermentagdo de hidrolisados por B. coagulans 162.... 126

Tabela 19. Concentracio de xilose no meio de cultivo MRS modificado para fermentagdao
de B. coagulans 162 (150rpm/52°C/48h). ..covueriirieiieieiieeeeeeeeee e 138

Tabela 20. Concentragdo dos compostos furfural, HMF e 4cido acético no meio de cultivo
MRS modificado contendo 20 g L' de glicose para fermentacdo de B. coagulans

162 (150rpm/S2°C/48R). ...ttt 139
Tabela 21. Niveis experimentais utilizados nos testes de inibicdo causado por furfural,
HMEF e 4cido acético no cultivo de B. coagulans 162. ...........cccoeeeuveevveeecveeecrneenne. 148

Tabela 22. Meios de cultivo utilizados no teste de fermentacdo contendo hidrolisado
hemicelulésico do bagago explodido a vapor preparado de acordo com Venus

(2000). -ttt sttt et b e et e b eates 153
Tabela 23. Obtencao de sélidos soliveis extraidos do bagaco da cana de agicar com dgua
destilada. Concentragdo de bagaco igual a 10% (em base seca)........cccceeeuveerueennne. 155

Tabela 24. Quantidades médias de inibidores encontradas no hidrolisado do bagaco
explodido a vapor antes e apds detoxificacdo com carvdo ativado (5% em
relacdo a massa SeCa de DAZACO) ..eeevveeeviieeiiiieeiiiecieeeeee et et 155

Tabela 25. Quantidades médias de monossacarideos livres (xilose e glicose) encontradas
no hidrolisado do bagaco explodido a vapor antes e apds uso de carvao ativado
(5% em relac@o a massa seca de Dagacgo)......cccueeeviierriiiiiiiiiieeeeeee e 156

Tabela 26. Parametros cinéticos obtidos na fermenta¢do de B. coagulans 162 em meio
MRS | (CONIOLE). veiririiieeee ettt et eeee e e e e e e e eesetarareeeeeeeeeeaasreeeees 159

Tabela 27. Parametros cinéticos obtidos na fermentacdo de B. coagulans 162 em meio
MRS, ( meio de cultivo sintético contendo inibidores). ..........cceeevvvveeeeeeeeiecnnnnnen.. 159

Tabela 28. Parametros cinéticos obtidos na fermentacdo de B. coagulans 162 em meio de
MRS; (meio de cultivo contendo HHD). ........oooviiiiiiiiiiiiiiiieee e, 160

XXii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura dos principais componentes do material lignoceluldsico (celulose,
hemicelulose e lignina) e suas respectivas localizagoes. ..........ccceevveeerveeerieercnreennne. 35

Figura 2. Estrutura da celulose: unidades de P-D-glicose unidas por ligagdes B-1,4 e
orientadas com os grupos -CH,OH alternados acima e abaixo do plano da
molécula produzindo uma cadeia longa e ndo ramificada. A auséncia de cadeias
laterais permite as moléculas de celulose se alinharem préximas umas as outras
formando uma estrutura rigida. A celulose é o maior componente estrutural das
101 B2 1012 USRS 36

Figura 3. Estrutura mais comum da hemicelulose: unidades de xilose unidas por ligacdes [3-
1,4 formando esqueleto de xilana com unidades de L-arabinofuranose (L-
arabinose na conformacdo de anel de 5 atomos) ligadas a cadeia principal por
1igaCOes 0-1,2 €/0U 01,3 ettt et s 37

Figura 4. Exemplo da estrutura da lignina. As ligninas s@o sintetizadas pelo acoplamento
oxidativo de mondmeros de dlcool p-hidroxicinamilico (VANHOLME et al.,

2008). +.etenttete ettt ettt ettt e bt et e a e e bt et e eh e e bt e be et e bt enbeeneenaeeneeneens 38
Figura 5. Preco de mercado versus volume dos produtos “bio-based”. Adaptado de DE
JONG € al. (2009).....eiieiieeeeee ettt sttt 45
Figura 6. Isdbmeros L-4cido l4tico (a esquerda) e D-4cido latico (a direita)........cceeveueeerneennee. 46
Figura 7. Imagem da cepa Bacillus coagulans 162 obtida por microscopia 6tica, aumento de
SO0XK ettt h ettt h bt et s h ettt et b e et bt e naeeaeeaeen 52
Figura 8. Principais rotas fermentativas da glicose em bactérias laticas (Fonte: KANDLER,
L83 ). ettt ettt et ettt b ettt sae et sanen 54

Figura 9. Dissimilacdo de pentoses em bactérias laticas. Adaptado de KANDLER (1983)...... 55

Figura 10. Vias metabdlicas presentes em bactérias laticas. Via das Pentoses Fosfato esta
presente em Bacillus coagulans possui: mecanismo de conversdo de pentoses em
acido latico homofermentativamente. ............coocveeieinieriiienieiieceeeeesee e 57

Figura 11. Fermentagao em biorreator (2 L) utilizando a linhagem ATB34 em meio MRSgax
contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primdrias de carbono................... 71

Figura 12. Fermentacdo em biorreator (2 L) utilizando a linhagem L. paracasei subsp.
paracasei em meio MRSgax contendo glicose, xilose e arabinose como fontes
JO2 8000 bE g b S o 1 010) 1 Lo USSP 72

Figura 13. Fermentacdo em biorreator (2 L) utilizando a linhagem L. rhamnosus em meio
MRSgax contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primérias de carbono. .. 72

Figura 14. Fermentacdo em biorreator (2 L) utilizando a linhagem L. paracasei em meio
MRSgax contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primdrias de carbono. .. 73

Figura 15. Fermentacdo em biorreator (2 L) utilizando a linhagem L. lactis em meio
MRSgax contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primérias de carbono. .. 74

Figura 16. Fermentagdo em biorreator (2 L) utilizando a linhagem ATB49 em meio MRSgax
contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primadrias de carbono................... 75

XXiii



Figura 17. Fermentacdo em biorreator (2 L) utilizando a linhagem B. coagulans 162 em
meio MRSgax contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primdrias de
[oF:1 ¢ 010 1 Lo TR 75

Figura 18. Consumo de NaOH 20% durante crescimento das linhagens selecionadas em
DIOITEALOT 2 L. ..ttt 78

Figura 19. Curva de crescimento de B. coagulans 162 em meio de cultivo sintético em
biorreator Newbrunswik (USA), com capacidade de 3,5 L......c.ccecovvveviiencieennnnennne. 84

Figura 20. Consumo de NaOH 20% durante fermentacdo de B. coagulans 162 em meio de
cultivo sintético em regime de batelada seguido de alimentac¢do continua. As fases
la e 1b correspondem a 1* etapa (ou batelada). A fase 2 corresponde a 2* etapa
(Alimentagao COMIIMUA). ...couviiriiieeiieeriie ettt ettt sttt e s e st e e s eesabee s 85

Figura 21. Desafios técnicos para desenvolvimento de biocatalisadores para producdo de
compostos quimicos de alto valor agregado e combustiveis a partir de hidrolisados
lignoceluldsicas. Microrganismos do grupo A incluem E. coli e alguns Bacillus.
Devido a repressdo catabdlisa (CCR), a utilizagdo das pentoses se inicia apenas
quando as hexoses se esgotam do meio. Microrganismos do grupo B possuem
deficiéncia no uptake de pentoses e/ou na producdo de enzimas. Fonte: JOJIMA et

AL (20T0). ettt 87
Figura 22. Reprodu¢do em maior escala da 1* etapa (regime de batelada) durante cinética de
producdo de 4cido latico e consumo de agticares por B. coagulans 162. .................. 88

Figura 23. Produtividade volumétrica (Qp) e rendimento (Y;) durante fermentagdo de B.
coagulans 162 (150 rpm/52°C/pH 6) para produgdo de dcido latico em biorreator
e meio sintético contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primdrias de
carbono em regime de alimentacao semi CONtINUA. .......c.cevuerviienieeiieenienieenieeieene 89

Figura 24. Equipamento utilizado para hidrélise hidrotérmica. A. Sistema controlador da
temperatura; B. hélice; C. Reator; D. Motor do eixo axial; E. Sistema de
armazenamento de AAOS. .........uuuuuuieieeiieiiieiieee ettt eeeeeeeeeeeeaeeeaaeaaeseaeeraaaaeeraaraa——————— 95

Figura 25. Fragdes sdlidas residuais apds tratamento hidrotérmico. Material utilizado para
andlise de celulose, hemicelulose, lignina insolivel e cinzas. .........c.ccccevveeenneennne. 102

Figura 26. Filtrados apds tratamento térmico em diferentes temperaturas (220, 200 e 180°C)
e tempos (5, 10 e 15 min). Material utilizado para andlise de actcares (glicose e
xilose), lignina soltivel € 4CidO aCEICO. ...ccuviieiuiiieiiieeiieeeiee et 102

Figura 27. Valores de 4cido acético obtidos de 100 g de bagagco da cana de agucar (base
seca) durante tratamentos tEIMIICOS. ..uuuuvveereeeeiierirrrreeeeeeeeeeiirrrrreeeeeeeeenirrrrreeeeeesensnnes 105

Figura 28. Bagaco de cana de acucar in natura. Fotografia eletronica de varredura. Direita:
vista longitudinal. Esquerda: vista transversal. Ambas em aumento de 2.000x. ..... 106

Figura 29. Bagaco hidrotermicamente tratado a 220°C/5Smin. Fotografia obtida por
microscopia eletronica de varredura. (a) Aumento de 450x (b) Aumento de
2U000X. 1+ttt sttt a e eae 107

Figura 30. Bagaco hidrotermicamente tratado a 220°C/15min. Fotografia obtida por
microscopia eletronica de varredura. (a) Aumento de 450x (b) Aumento de
2.000X .ttt e e et e e et e e e eta e e etae e etaeeeaeeeeateeeeateeeteeeereeenanes 107

XXiv



Figura 31. Fermentacdo de B. coagulans 162 em meio de cultivo contendo hidrolisado do
bagaco da cana de acticar obtido através de hidrélise hidrotérmica seguida de

hidrélise eNZIMALICA. .....c.eerviiiiiiiiiiiieeteee ettt e 109
Figura 32. Fotografia eletronica de varredura do bagaco in natura. Aumento de 2.000x. ...... 121
Figura 33. Fotografia eletronica de varredura do bagaco explodido a vapor. Aumento de 5

DO0X .ttt b ettt ettt b et b et e b et e eb e e beeates 121
Figura 34. Fermentacao do meio de cultivo MRSgsgl contendo dgua de lavagem do bagaco

de cana de actcar explodidO @ VAPOT ......ccceeeiiiiiiiiiieiiiieiie et 123

Figura 35. Fermentacao do meio de cultivo MRSgsg2 contendo dgua de lavagem do bagaco
de cana de acucar explodido a vapor concentrado por rota-evaporacdo e
EtOXTTICAAO. 1ttt st et 123

Figura 36. Fermentacdo do meio de cultivo MRSgg3 contendo bagaco de cana de acticar
explodido a vapor seguido por hidrélise enzimatica.........ccceeecveeerveeerveeeriveenreeennes 124

Figura 37. Curva de crescimento de B. coagulans 162 em meio de cultivo contendo
diferentes hidrolisados do bagaco da cana de agucar explodido a vapor................. 125

Figura 38. Principais vias de degradagdo de materiais lignocelul6sicos, exemplificado a
partir de madeira de Abeto. Adaptado de PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL
(2000). ettt et ettt et et et sb ettt b e b eates 132

Figura 39. Biomassa final obtida durante fermentacdo de B. coagulans 162 em meios de
cultivo contendo diferentes concentragdes de xilose durante estudo de inibi¢do por
SUDSTIALO. «..eeteeiaiiee ettt ettt e et e st e e st e st e e sabeeesabeeesabeeenane 142

Figura 40. Rendimento de 4cido latico obtido durante fermentacdo de B. coagulans 162 em
meios de cultivo contendo diferentes concentracdes de xilose durante estudo de
INTDICAO POT SUDSIIALO. .. uveeneieeniieeiieeiie ettt ettt ettt ettt saneenees 143

Figura 41. Velocidades especificas de crescimento obtidas durante fermentacdo de B.
coagulans 162 em meios de cultivo contendo diferentes concentracdes de xilose
durante estudo de inibigA0 POT SUDSLIALO. ......cccuvieeiiiieriiieeiie et 143

Figura 42. Biomassa obtida em fermentacdo de B. coagulans 162 em meios de cultivo
contendo furfural ou HMF apds 48h a 150rpm € 52°C. .....ooovivveviieiiieeieeeeeeee 144

Figura 43. Biomassa e 4cido latico obtidos em fermentagdo de B. coagulans 162 em meios
de cultivo contendo furfural ou HMF apés 48h a 150rpm e 52°C.........ccccvveeeveenneee. 146

Figura 44. Biomassa obtida em fermentacdo de B. coagulans 162 em meio de cultivo
contendo 4cido acético apds 48h a 150rpm e 52°C. Andlise estatistica com 95% de
COMTTANCA. 1.ttt ettt ettt et e st e et e s it e e sbbeesabeeesabeeesans 147

Figura 45. Biomassa e 4cido latico obtidos na fermentagao de B. coagulans 162 em meio de
cultivo contendo 4cido acético apds 48h a 150rpm e 52°C. .....ccooovveiiiiiniiieniiennnne. 148

Figura 46. Rendimento obtido nos experimentos de inibicdo por furfural, HMF e dacido
acético na fermentacio de B. coagulans 162 em meio de cultivo contendo 20 g L™
de glicose apds 48h a 150rpm € 52°C. ..c...oiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee e 149

Figura 47. Fermentagdo de B. coagulans 162 em regime de batelada alimentada utilizando-
se: 1) Meio de cultivo 1 ou Controle (meio MRS modificado contendo xilose e
glicose sem inibidores); 2) Meio 2 (meio sintético, MRS modificado, contendo

XXV



acucares e inibidores e 3) Meio 3 (meio MRS modificado contendo Hidrolisado
Hemiceluldsico DetoXificado). .....uueiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 158

Figura 48. Fermentacdo de B. coagulans 162 em regime de batelada alimentada utilizando-
$€ MEI0 MRS (CONLIOLE). ..vvvreiiiiiiieiiiiieeee ettt e e ee e e e e e eeaans 158

Figura 49. Fermentacdo de B. coagulans 162 em regime de batelada alimentada utilizando-
se meio de cultivo 2, MRS modificado, contendo inibidores furfural, HMF e 4cido
1011 5 (oo JNURUUTOT RO PPPPPPPPPPPPRPPPRIRY 159

XXVi



NOMENCLATURA

Ypss: rendimento (obtencdo de produto/substrato)

Qp: produtividade volumétrica (g L™ h™)

Ef. (%): rendimento x 100% (%)

ux: velocidade especifica de crescimento (h™h

up: velocidade especifica de formagdo de produto (h™)
u,: velocidade especifica de consumo de substrato (h™)
Umax: velocidade méxima de crescimento (h'l)

EMP: Embden Meyerhof-Parnas Pathway (Via glicolitica). Principal via de consumo de
glicose.

HT: Hidrélise térmica em meio contendo dgua, sob alta pressdo e temperatura.

MRS padrao: meio de cultivo para bactéris laticas proposto por De Man et al. (1960) contendo:
peptona (10 g L™); extrato de carne (10 g L™); extrato de levedura (5 g L™); dextrose (20 g L)
polissorbato 80 (1 g L'l); citrato de amonio (2 g L'l); acetato de sodio (5 g L'l); pH 6.4 (medido
a25°C)

MRS dgar padrio: meio MRS padrio contendo dgar (15 g L")

MRS modificado: meio de cultivo MRS reduzido contendo extrato de levedura (15 g L'l),
KH,PO, (2 g L', MgSO4 (0,1 g L), MnSO4 (0,05 g L) e glicose (20 g L)

MRS Ara: meio de cultivo MRS modificado contendo 20 g L' de arabinose como fonte de
carbono.

MRSgax: meio de cultivo MRS modificado contendo 6,7 g L' de glicose, 6,7 g L' de xilose e
6,7¢ L' de arabinose como fontes de carbono.

MRSgi: meio de cultivo MRS modificado contendo 20 g L' de glicose como fonte de
carbono.

MRSyr: meio de cultivo MRS modificado sem adicdo de glicose, contendo hidrolisado da
cana-de actcar obtido por hidrdlise térmica (HT).

MRSsg: meio de cultivo MRS modificado sem adicao de glicose, contendo hidrolisado da cana-
de agucar obtido do bagacgo explodido a vapor seguido de hidrélise enzimatica.

MRSww: meio de cultivo MRS modificado sem adi¢do de acticar, porém contendo hidrolisado
da cana-de aguicar obtido da dgua de lavagem do bagaco explodido a vapor.
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MRSxy.: meio de cultivo MRS modificado contendo 20 g L de xilose como fonte de carbono.
PKP: Phosphoketolase Pathway (Via fosfoquetolase)
PPP: Pentose Phosphate Pathway (Via das pentose fosfato)

SE: Steam Explosion. Tratamento térmico de explosdo a vapor, normalmente utilizado como
pré-tratamento para auxiliar na hidrélise enzimatica.

WW: Washing Water. Agua de lavagem do bagaco de cana-de-agiicar explodido a vapor.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Introducio

O é4cido latico € um composto quimico que pode ser obtido via sintese quimica ou fermentativa e
possui aplicacdes nas industrias de alimentos, téxtil, farmacéutica e de polimeros. Dentre estas
aplicacdes, a producdo de polilactato (PLA) se destaca por ser, este polimero, uma op¢do a ser
considerada na substituicao de plasticos derivados de petréleo. O PLA é um polimero versatil e possui
varias caracteristicas desejdveis: transparéncia, brilho, resisténcia mecanica, resisténcia térmica e

biodegradabilidade.

O interesse em se produzir 4cido latico a partir de bagaco da cana-de-aciicar é parte de um
esforco global em empregar recursos naturais renovaveis na produ¢do de compostos quimicos, via

conversao de agicares hemiceluldsicos, em detrimento do consumo das fontes fésseis de energia.

Para o Brasil, o bagaco da cana-de-actcar, obtido durante producdo de dlcool e agucar, é de
importancia impar. O emprego deste sub-produto, até entdo considerado residuo e empregado
exclusivamente na cogeracdo de energia elétrica, representa uma op¢ao econdmica estratégica. Umas
das melhores alternativas para o aproveitamento de materiais lignoceluldsicos ainda é lancar mado de
recursos biotecnoldgicos. A partir da selecdo criteriosa da cepa microbiana, do meio de cultivo e do
processamento a serem empregados pode-se obter alto rendimento na producdo de compostos
quimicos. Muito esfor¢o tem sido empregado com o objetivo de se solucionar algumas limita¢des que o
processo ainda enfrenta. Dentre estes problemas podemos citar a dificuldade em se encontrar
microrganismos na natureza capazes de utilizar pentoses com alta eficiéncia em suas vias metabodlicas e
promover hidrdlise eficiente do material sem significativa formacdo de compostos inibidores e
degradacao dos acucares. A produgdo biotecnoldgica de compostos quimicos com alto valor agregado a
partir de fontes renovdveis residuais, que ndo competem diretamente com a producdo de alimentos,

pode apenas trazer vantagens.

Nunca se observou tamanha urgéncia em se encontrar solugdes sustentdveis para a substituicao
dos derivados petroquimicos como se vé atualmente. As fontes naturais de petrdleo estdo estimadas
para se esgotarem em meados da década de 2050, O Brasil possui posicionamento privilegiado

enquanto pais potencial produtor de energia sustentavel.
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1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo geral

Estudar o potencial de producdo de 4cido litico por via fermentativa a partir da utilizacdo de
hidrolisados do bagago de cana-de-actiicar como fonte primdria de carboidratos e da selecdao de
microrganismo adequado para o processo. Tal estudo permite auxiliar as inddstrias sucroalcoleiras em

aumentar seu portifélio tornando-se mais competitivas no mercado global.
1.2.2. Objetivos especificos

Selecionar uma cepa capaz de utilizar xilose, glicose e arabinose com alta eficiéncia na producao

de acido latico.

Selecionar uma cepa robusta, tolerante a inibidores, basicamente dcido acético, furfural e HMF

naturalmente presentes no hidrolisado hemiceluldsico.
Verificar o efeitos dos tratamentos térmicos na degradacdo das fra¢des do bagaco

Obter os parametros cinéticos de crescimento do microrganismo selecionado em meio sintético e
meios de cultivo contendo hidrolisados obtidos por diferentes tratamentos (hidrotérmico, enzimatico e

explosdo a vapor).

Estudar a inibicao por xilose na produgdo de acido latico e do crescimento celular de Bacillus

coagulans 162.

Estudar a inibi¢do por 4cido acético, furfural e HMF na produgdo de &cido latico e no

crescimento celular de Bacillus coagulans 162.

Alcancar a concentragdo de produto (4cido latico) maxima em fermenta¢ao continua
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O mercado da cana de aciicar no Brasil e no mundo

Atualmente, o Brasil é o maior produtor de cana de agticar do mundo. Responsavel por mais da
metade de todo o agucar comercializado globalmente, este pais deverd alcancar uma taxa de

crescimento médio de producao igual a 3,25% até 2018/19 (MAPA, 2011).

O crescente interesse pela producdo de cana de acticar se deve essencialmente ao aumento na
demanda pelo etanol combustivel, o qual, aliado a sacarose, desenvolve o papel de importante produto
obtido desta planta. O dlcool, empregado na inddstria quimica, fabricacio de bebidas e como
carburante, € hoje a principal fonte de bioenergia utilizada no mundo. Entre 2000 e 2004, sua producao
mundial cresceu 46,8%, quando atingiu 41 bilhdes de litros, dos quais quase 73% foram usados como
combustivel. Os maiores produtores de dlcool sdo também os maiores consumidores — juntos, Brasil e
Estados Unidos, foram responsdveis por quase 70% da produgdo e do consumo mundial de 2004,
seguidos pela China (8,9%), Unidao Européia (5,3%) e India (4%), que utilizam o biocombustivel
misturado a gasolina em diferentes percentuais (LICHT, 2005). O Brasil, lider na produgdo e consumo
de dlcool, obteve na safra de 2006/07 uma produgao recorde de 17.7 bilhdes de litros, dos quais 80%
foram destinados ao mercado interno e 20% ao externo. O crescimento atual assenta-se, mormente, nas
vendas de veiculos flexiveis (bicombustiveis) (PAULILLO et al, 2007). A producdo de etanol
projetado para 2019 é de 58,8 bilhdes de litros, mais que o dobro do registrado em 2008 (MAPA,
2011).

De acordo com a FAO (2011) foram colhidas 1,74 bilhdes de toneladas de cana de agticar no
mundo em 2008, montante no qual o Brasil foi responsavel por 37,2%, seguido pela India (20%), China
(7,2%), Tailandia (4,2%), Paquistdo (3,7%), México (2,9%), Colombia (2,2%) e Austrdlia (1,9%).
Segundo as estatisticas da Unido da Indistria de Cana-de-actiicar (UNICA 2011), na safra 2008/09 o
Brasil processou cerca de 570 milhdes de toneladas de cana, produzindo ao redor de 160 milhdes de
toneladas de bagaco. Toda cana-de-actcar produzida no Brasil ainda apresenta potencial de mais de
160 milhdes de toneladas de palha e, provavelmente, somente 6% desse material acompanhou os

colmos de cana até a industria sendo que o restante foi queimado ou permaneceu no campo.

A safra mundial de 2010/11 foi de aproximadamente 2 bilhdes de toneladas de cana de agticar e o
Brasil contribuiu com 30% deste montante ou 624.991 mil toneladas de acordo com o terceiro

levantamento da safra divulgado pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) em Janeiro de
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2011, Do total da cana esmagada, 46,2% serdo destinados a producdo de agucar e 53,8% serdo

destinados a producdo de etanol, gerando um volume total de 27,7 bilhdes de litros (CONAB, 2011).

A economia mundial se vé frente a necessidade de se produzir etanol a um preco competitivo. De
acordo com PAULILLO et al. (2007), no panorama atual da agroindustria canavieira, ja no século XXI
e em um contexto de desregulamentacdo setorial, importa estar atento a apuracdo dos custos, ao
desenvolvimento de novas tecnologias e aproveitamento de subprodutos, visando diferenciacdo e
adotando o paradigma tecnolégico como forma de definir o que € relevante para uma situacdo mais

competitiva.

Na industria sucroalcooleira, o caldo de cana pode ter sua utilizacdo direcionada para producdo
de etanol em detrimento da producgdo de sacarose, ou vice versa, conforme interesse dos produtores que
intencionam alcancgar os melhores precos destas commodities praticados pelo mercado. O bagaco, seja
na forma in natura ou como hidrolisado lignocelulésico, utilizado na produgdo de energia elétrica, de
etanol de segunda geracdo e de quimicos via sintese biotecnoldgica poderia ser encarado da mesma

forma.

O enorme esforco em pesquisa para encontrar as melhores alternativas para utilizacdo de fontes
renovaveis de energia se justifica em vista da urgéncia de se produzir combustiveis substitutos daqueles
oriundos da industria petroquimica. Neste contexto, encontrar outras possibilidades para utilizacdo do
bagaco além desta atualmente praticada — exclusivamente produgdo de energia elétrica — justifica o seu
emprego como alternativa na producdo de combustiveis e compostos quimicos de alto valor agregado
que podem ser obtidos biotecnologicamente. Além disso, com o aumento do portifélio das inddstrias
sucroalcoleiras, estas se tornam mais competitivas no mercado globalizado pelo aumento da carta de

produtos que podem oferecer.
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2.2. Bagaco da cana de acticar — caracterizacao

O bagacgo € uma biomassa e apresenta-se como um residuo fibroso resultante da moagem de cana,
possuindo entre 48-52% de umidade, 2-3% de sélidos soliveis (Brix) e 46-48% de sdlidos insoliveis
(fibra). Cada tonelada de cana processada gera aproximadamente 280 kg de bagaco. Esse valor € obtido
pelo principio da tecnologia sucroalcooleira de que toda fibra que entra com a cana na moenda ou
difusor € igual a quantidade de fibra que sai com o bagaco. Em sua composicdo elementar, o bagaco

possui em média 46,4% de Carbono, 6,1% de Hidrogénio, 44,0% de Oxigénio, 0,2% de Nitrogénio e

2,5% de cinzas (CTC, 2011).

A biomassa, constituida por celulose, hemicelulose e lignina, ¢ um meio de armazenar energia
solar e por isso representa uma fonte importante de matéria-prima e energia. Em geral, a parede celular
vegetal € constituida por quantidades que variam entre 40-80% de celulose, 10-40% de hemicelulose e

5-25% de lignina. Os principais componentes da biomassa e sua localiza¢do estdo representados na

Figura 1.

lignina

Microfibrila de
celulose

hemicelulose

As microfibrilas de celuloses se apresentam incorporadas a lignina em um arranjo que confere
resisténcia ao conjunto (CHANDEL er al, 2010). A Tabela 1 apresenta alguns resultados da

composi¢cdo em celulose, hemicelulose, lignina e cinzas encontrados por diferentes autores. Esta

Figura 1. Estrutura dos
principais componentes
do material
lignocelulésico (celulose,
hemicelulose e lignina) e
suas respectivas
localizagdes.

Adaptado de Wyman &
Yang (2009).

composi¢do pode variar de acordo com a variedade, idade e manejo das plantas.
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Tabela 1. Composicio do bagago da cana-de-agticar em base seca (%) (CTC, 2011).

celulose  hemicelulose lignina  cinzas Referéncia
40,2 26,4 25,2 n.d. CHANDEL et al. (2010)
37 28 21 n.d. BOM (2007)
26-47 19-33 14-23 1-5 PATURAU (1989)

TRICKETT & NEYTZELL-DE
WILDE (1982)*

38 33 22

* trabalho citado em WALFORD (2008)

A celulose (Figura 2) ¢ um homopolimero linear formada por unidades de glicose anidra,
unidas por ligacdes B-1,4-glicosidicas. Cuja estrutura original apresenta mais de 10* residuos de
B-glicose anidra, massa molar de aproximadamente 1,5x10° e comprimento de 5 um. A celulose
apresenta regiao desordenada ou amorfa (10-50%) e uma regido ordenada ou cristalina (50-90%).
As cadeias de celulose agregam-se para formar as fibrilas elementares. A biodegradabilidade da
molécula de celulose estd relacionada a distribuicdo e configuracdo destas duas fragdes, bem
como sua associacdo com outros compostos como lignina, hemicelulose, amido, proteinas e

minerais (CHANDEL et al., 2010).

cuzou cuzou
cuzou CH20H

Figura 2. Estrutura da celulose: unidades de B—D—ghcose unidas por ligacdes B-1,4 e
orientadas com os grupos -CH,OH alternados acima e abaixo do plano da molécula
produzindo uma cadeia longa e ndo ramificada. A auséncia de cadeias laterais permite as
moléculas de celulose se alinharem préximas umas as outras formando uma estrutura rigida.
A celulose é o maior componente estrutural das plantas.
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As hemiceluloses (Figura 3) sdo heteropolimeros constituidos por galactose, xilose,
arabinose e 4cidos uronicos. Possuem um esqueleto de unidades de xilose conectado a glicose,
galactose, manose e acucares dcidos. Possuem estrutura amorfa com cadeias de pequeno
comprimento formadas por 2 a 6 residuos de agucares diferentes unidos por ligagdes B-1,4.
Apresentam grau de polimerizacdo de aproximadamente 200 unidades. A forma mais abundante
apresenta D-xilose na cadeia principal e L-arabinose nas cadeias laterais. Depois da celulose, € o
polimero mais abundante e representa aproximadamente 20-35% da biomassa lignoceluldsica

(CHANDEL et al., 2010).

H 0o _ chon
‘< OH 7‘
N
0
H H OH H OH
0
H/u 0 H o— /on H\H
4
OH H OH H H _
H o H Jg°
3
H H H H
H 0 0 H 0 o
OH OH
HOH,C A HOHZW
H OH H OH

Figura 3. Estrutura mais comum da hemicelulose: unidades de xilose unidas por
ligacdes B-1,4 formando esqueleto de xilana com unidades de L-arabinofuranose (L-
arabinose na conformagdo de anel de 5 4tomos) ligadas a cadeia principal por
ligacdes o-1,2 e/ou a-1,3.

A lignina (Figura 4) é um polimero altamente estdvel formado por residuos fenil-
propandicos metoxilados, sintetizado como parte do sistema vascular de plantas e constitui uma
das mais abundantes polimeros organicos no planeta (ERIKSSON & BERMEK, 2009). Estes
monomeros sao distribuidos aleatoriamente, formando uma estrutura tridimensional e é o resultado
da desidratacdo de trés dlcoois monoméricos: trans-p-cumarilico, trans-coniferilico e trans-
sinapilico. A proporcdo entre eles varia podendo ocorrer presenca de diferentes ligninas dentro de

uma mesma planta.

Os teores de lignina nas angiospermas e gimnospermas variam entre 20-25% e 28-32%,

respectivamente. A lignina se apresenta normalmente distribuida com a hemicelulose no espago
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entre as microfibrilas de celulose nas paredes celulares primdria e secunddria, e na lamela média
para adesao celular. A lignina confere a resisténcia mecanica da qual as plantas necessitam para
se erguerem. Ela também tem a fun¢do de auxiliar na conducdo da seiva através dos elementos
vasculares e para defender as plantas contra ataques de microrganismos € insetos. A biossintese
do mondmero de lignina € realizada por uma complexa via de reagdes bioquimicas chamada Via
Cinamato, utilizando glicose, dcido shikimico, L-fenilalanina e 4cido cindmico. Os polimeros de
lignina sdo formados pela oxidagdo de monomeros fendlicos em seus radicais fenoxil
correspondentes pelas enzimas peroxidases e lacases. Estes radicais se polimerizam
espontaneamente e sem o auxilio de nenhuma enzima. Apesar do papel das peroxidases e lacases
no processo de lignificacdo permanecer controverso existe um consenso de que as ligninas sao
sintetizadas pela polimerizacdo de radicais livres dos trés diferentes fenilpropandides

(ERIKSSON & BERMEK, 2009).

OH 3 O/i
o1 HO on
- HO OH
OH
OCH
l O Y !
CHYO OCH, OCH, o
H
o 0 OH
o OH
OH o
OCH,y
HO HO
OCH,
HO
OH
CHO
OCH,

Figura 4. Exemplo da estrutura da lignina. As ligninas sio
sintetizadas pelo acoplamento oxidativo de mondmeros de
alcool p-hidroxicinamilico (VANHOLME et al., 2008).

Na cana de actcar, os teores de glicose, xilose e arabinose no bagaco representam 40%,

22,5% e 2% (em base seca), respectivamente (CHANDEL et al., 2010). Todos os extratos contém

baixas concentracdes de agicar por causa da diluicdo da celulose amorfa de baixo peso molecular e

glucomananas. Algumas industrias tém interesse de preservar a porcao de celulose para produgao
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de polpa (celulose) que possui valores maiores como fibra que como matéria prima para
combustiveis e compostos quimicos (VAN HEININGEN, 2006). Portanto, para ser vidvel
economicamente € importante que todos os acucares derivados da biomassa (glicose, manose,
galactose, xilose e arabinose) sejam utilizados pelo microrganismo com alta eficiéncia (SAHA,
2003). Além disso, a concentracdo do produto no meio fermentado deve ser alta suficiente para

cobrir os custos com 0s processos de recuperacdo e purificagdo (WALTON et al., 2010).

Processos biotecnoldgicos para conversdao de materiais lignocelulésicos tém se tornado mais
vidveis do ponto de vista econdmico. Enzimas que degradam a celulose, por exemplo, sdo
produzidas em larga escala por varios fornecedores e a precos relativamente baixos. Além disso,
outras opcdes de hidrdlise estdo disponiveis, restando decidir qual a técnica adequada a ser

utilizada (ERIKSSON & BERMEK, 2009).

2.3. Hidroélise do material lignocelulésico

De toda a biomassa disponivel no mundo, 75% estd na forma de carboidratos (celulose,
hemicelulose, amido e sacarose), 20% de lignina e 5% de outros compostos (6leos e proteinas)
(KAMM & KAMM, 2004). A susceptibilidade dos residuos lignoceluldsicos ao ataque enzimético
depende essencialmente da facilidade de acesso da enzima a celulose e a hemicelulose, o que por
sua vez depende basicamente de algumas caracteristicas estruturais do material como grau de
inchamento da fibra; grau de cristalinidade; ordenamento molecular, presenca de lignina e
estrutura capilar da fibra de celulose. A biodegradabilidade da celulose varia entre as diferentes
espécies de plantas, e depende da for¢a de associacdo entre a celulose e outros compostos. A
composi¢do e a proporcao entre hemicelulose e lignina sdo estritamente dependentes da natureza
do material. H4 mais lignina em gimnospermas que em angiospermas ou em residuos agricolas
(por exemplo, palha de trigo ou bagaco da cana de agtcar). O maior componente hemiceluldsico
dos residuos agricolas € a xilana (KOVACS et al., 2010). Dependendo do processo € desejdvel que

diferentes fracdes de material lignocelul6sico sejam extraidas e utilizadas separadamente.

Os pré-tratamentos atuam aumentando a susceptibilidade do material lignocelulésico visando
melhorar a bioconversao durante a fermentacao. Eles promovem modificagdes na estrutura amorfa,
provocam mudanca na drea superficial da fibra e diminuem a associacdo protetora da lignina
mantendo, contudo, a estrutura capilar da fibra. Existem vérios pré-tratamentos para hidrélise do

material hemicelulésico: dcido diluido, dlcali, explosdo da fibra com amonia, perdxido de
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hidrogénio, explosdo a vapor, oxidacdo por umidade, d4gua quente, sulfito de s6édio (CHANDEL et
al., 2010; CHANDEL et al., 2007a). De forma geral, estes pré-tratamentos podem ser resumidos

como: bioldgicos, fisicos, quimicos ou uma combinacdo deles.

De acordo com YANG & WYMAN (2008) o pré-tratamento dos materiais lignoceluldsicos é
o ponto critico que define o custo do etanol celulésico. Do ponto de vista de degradagdao da matéria
prima isto também pode ser aplicado a obten¢do de produtos quimicos obtidos via fermentacgdo.
Estes autores afirmam que pré-tratamentos bioldgicos oferecem algumas vantagens conceituais
importantes como a pequena necessidade de uso de compostos quimicos e de energia, porém um
sistema eficientemente controldvel e suficientemente rdpido ainda ndo foi encontrado. O
desempenho de pré-tratamentos fisicos, como a fragmentacdo (moagem, por exemplo) é pobre,
enquanto os custos sio elevados. Usar somente vapor como pré-tratamento possui a vantagem de
ser um sistema muito mais simples, porém os rendimentos sao muito baixos para ser
economicamente vidvel em vdrias aplicacdes. A extracdo com dgua quente tem se mostrado efetiva
na recuperacdo da hemicelulose com altos rendimentos, removendo mais da metade da lignina e
produzindo celulose altamente digerivel, mas os requerimentos de dgua e energia excessivos € um

desafio que necessita ser superado para que este sistema seja vidvel comercialmente.

Processos fisicos em geral visam reduzir o grau de cristalinidade, o grau de polimerizagao, o
tamanho das particulas e aumentar a fracdo soluvel em dgua. Temperaturas na faixa de 150-200°C
levam ao aumento da bioconversio dos materiais lignoceluldsicos pois podem promover o
aumento dos poros da fibra, a auto-hidrdlise e o umedecimento do material permitindo maior

acesso das enzimas a celulose.

Hidrélise térmica, de acordo com DOGARIS er al. (2009), consiste em tratar o material
lignocelulésico com 4gua quente, e possui a vantagem de ndo haver adicio de compostos

quimicos, o0 que torna este processo benéfico ao meio ambiente.

Explosdao a vapor foi definida por JACQUET et al. (2010) como um processo termo-
mecanico-quimico que proporciona a quebra dos componentes estruturais lignoceluldsicos por
aquecimento a vapor, hidrélise das ligacdes glicosidicas por dcidos organicos formados durante o
processo e forca de cisalhamento devido a expansdo da mistura. O processo € composto de dois
estagios: injecdo de vapor e descompressdao explosiva. Efeitos acumulados de ambas as fases
incluem modificacdo das propriedades fisicas do material (drea de superficie especifica,

capacidade de retencdo de dgua, coloracdo, taxa de cristalinidade da celulose), hidrdlise dos
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componentes hemiceluldsicos (liberagdo de mono e oligossacarideos) e modificacdo da estrutura
quimica da lignina. Estes efeitos permitem a abertura das estruturas lignoceluldsicas e aumento da
taxa de hidrdlise enzimdtica dos componentes celulésicos com o objetivo de se obter aguicares
fermentéaveis usados nos processos de producdo de combustiveis de segunda geracdo ou quimicos
de alto valor agregado. Varios trabalhos que utilizaram explos@o a vapor para pré-tratar o material
lignoceluldsico foram reportados. KAAR et al. (1998) relatam a utilizagdo da biomassa lavada

com agua ap0s a explosdo a vapor como forma de remover a fracdo hemiceluldsica.

Processos quimicos como o uso de hidréxido de sédio visam o rompimento da estrutura de
lignina, diminui¢do do grau de cristalinidade, hidratacdo e inchamento da celulose. Quando
combinado com processos térmicos possuem eficiéncia aumentada. A lignocelulose pode ser
tratada quimicamente antes da hidrélise enzimética para aumentar a eficiéncia na sacarificacdo em
acucares fermentdveis. A redugdo da cristalinidade da biomassa torna o material mais acessivel a

reacOes enzimaticas (CHANDEL et al., 2010).

Pré-tratamento 4cido consiste basicamente em hidrélise da fracdo hemiceluldsica. As fracdes
celulose e lignina permanecem praticamente inalteradas. Em geral, 4cido sulfirico (H>SOy), acido
cloridrico (HCl), acido fluoridrico (HF) ou &4cido acético (H3CCOOH) sao empregados como
catalisadores (AGUILAR et al., 2002). A acdo consiste em romper as ligacdes de éter
heterociclicas entre os mondmeros de acticar nas cadeias poliméricas da hemicelulose e celulose
pelos prétons liberados pelos dcidos. Varios compostos sao obtidos principalmente xilose, glicose
e arabinose bem como oligdbmeros, furfural e 4cido acético. Como as liga¢des da cadeia de celulose
sdo mais fortes que as ligagcdes das cadeias de hemicelulose, o residuo sélido obtido € constituido
basicamente por lignina e celulose. A celulose neste caso pode ser levada a producdo exclusiva de
glicose, empregada na producao de polpa de papel ou de quimicos, como etanol ou acido litico via
fermentagdo, por exemplo. A fracdo hemiceluldsica possui potencial para ser empregada, apds
neutralizacdo, na conversdo para xilitol devido ao seu alto teor de xilose. Contudo, hidrolisados
com baixo teor de 4cido acético ou furfural sdo requeridos (AGUILAR et al., 2002). Compostos
quimicos como o 4cido ldtico também sdo vidveis desde que o microrganismo seja capaz de

utilizar xilose com alto rendimento, o que se verifica na espécie Bacillus coagulans.

No entanto, em vista de vérias possibilidades, o mais interessante seria encontrar um método
que produza baixos niveis de inibidores do crescimento microbiano para minimizar os custos do

processo com etapa de remocdo destes compostos. (CHANDEL et al., 2010) relatam que em seus
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estudos com hidrélise dcida de biomassa foram produzidos virios compostos inibidores. Acidos
alifaticos (acético, férmico e levuldnico), furano-derivados e compostos fendlicos foram formados.
Furfural e S5-hidroximetilfurfural (HMF) sdo os furanos mais importantes formados pela
decomposicio de pentoses e hexoses respectivamente. Acido acético é reportado na hidrélise de
grupo acetil das hemiceluloses como consequéncia da desacetilacdo de pentosanas acetiladas.
Virios compostos fendlicos sdo derivados da lignina como a vanilina, o 4cido vanilico, o dlcool
vanilico, o dcido 4-hidroxibenzodico, o 4-hidroxibenzaldeido, o dcido cumadrico, o syringaldeido, o
dcido siringico, o cinamaldeido, o élcool diidroconiferil, a hidroquinona, o catecol, o veratrole, a
acetoguaiacetona, o dcido homovanilico e as cetonas de Hibbert. O HMF € convertido a uma taxa
menor que o furfural, o que pode ser creditado a baixa taxa de permeabilidade da membrana
(CHANDEL et al., 2010), mas ambos provocam o aumento na fase lag de crescimento dos
microrganismos. O mecanismo de a¢do inibidora dos compostos fendlicos deve-se a capacidade
destes de penetrar nas membranas bioldgicas e causarem sua perda de integridade, afetando desta
forma a habilidade da membrana de servir como barreira seletiva. Ja a inibi¢do por 4cido acético é

creditada ao afluxo de 4cido ndo dissociado no citosol (LARSSON er al., 1999).

De uma forma geral, pode-se verificar que a escolha do método mais adequado para pré-
tratamento do residuo lignoceluldsico pode variar de acordo com a finalidade a que este se destina.
Além disso, vérios outros componentes precisam ser avaliados antes de se definir o processo de
pré-tratamento, como demanda/disponibilidade de energia, mdo de obra e estrutura produtiva, e

todos os itens que afetam diretamento o custo do processo e o preco do produto final.
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2.4. Biopolimeros e biorrefinarias

Muito menor em escala, mas potencialmente maior em impacto econdmico, € o uso de
biomassa para produ¢do de bio-materiais. Esta aplicagdo é ha muito utilizada, desde o tempo no
qual a biomassa tem sido usada para construgcdo, vestudrio, produtos industriais, papel e
embalagem. Ao longo do dltimo século, materiais baseados na industria petroquimica se tornaram
rapidamente importantes. Contudo, com o aumento do preco do petréleo e diminui¢ao das reservas
se tornou necessdrio reconsiderar o uso de biomassa para produ¢cdo de uma ampla variedade de
materiais. Vdrias alternativas para energia fossil estdo disponiveis, algumas delas viabilizam o uso

de materiais oriundos de biomassa (SCIENCE FORUM, 2009).

O atual cendrio econdmico parece ser favordvel as biorrefinarias: se por um lado tem-se a
existéncia da crescente demanda por produtos ditos de base biolégica, por outro, hd
disponibilidade de fontes renovaveis que tém sido subutilizadas. A capacidade global para o
mercado de bioplasticos em 2007 foi 0,36 milhdes de toneladas e aumentou aproximadamente 40%
ao ano, entre 2003 e 2007, A potencial substituicdo técnica de plasticos de petréleo por
bioplasticos € estimada em 90% e sua capacidade global € esperada para alcancar 3,45 milhdes de
toneladas métricas em 2020 (SHEN et al., 2010). Enquanto isso, um volume de 17x10" toneladas
métricas de biomassa é produzido pela natureza anualmente, do qual somente 3,3% sao utilizados

pela humanidade (THOEN & BUSCH, 2006).

O tamanho do mercado de quimicos fosseis existente e o mercado potencial para os quimicos
de base bioldgica mostram uma demanda de grande volume no mercado para blocos construtores e
biopolimeros (NOWICKI et al., 2008). Além disso, ambiciosas politicas criadas pela Unido
Européia e pelos Estados Unidos apoiam o desenvolvimento do mercado de produtos “bio-based” .

Os Estados Unidos tinham como meta a substitui¢do de 12% de matérias primas quimicas em 2010

e 25% em 2030 (THOEN & BUSCH, 2006).

A producdo de biopolimeros tem experimentado um rdpido crescimento na tultima década
devido a preocupacdo comum com o meio ambiente, com as mudangas climdticas e com a
deplecdo de combustiveis fosseis. Pldsticos sdo os materiais mais amplamente usados e a
introducdo de bio-plasticos oferecem grandes oportunidades (CAROLE et al, 2004).
Comercialmente interessantes, os poli-ésteres podem ser obtidos de acucar via fermentacdo.
Apesar de o mercado para o Polilactato (PLA), por exemplo, ser ainda pequeno se comparado aos

tradicionais polimeros e biomateriais, este demonstrou forte crescimento entre 2003 e 2007
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(aproximadamente 40% ao ano). Além disso, o PLA compete economicamente com polimeros
fosseis e mostra desempenho igual ou superior a estes, como o polietileno (PET), por exemplo

(SHEN et al., 2010).

Os principais mercados para uso de polimeros € o de producdo de fibras. A matéria-prima
geralmente empregada ainda é o xarope de glicose obtido a partir de milho, cana de agucar, batata
ou trigo (VACA-GARCIA, 2008). Futuramente, espera-se que o PLA seja produzido a partir de
matérias-primas lignoceluldsicas (CAROLE et al., 2004; DORNBURG et al, 2006). Mas
considerando os atuais precos do petréleo, sua produgdo ainda ndo € competitiva (LAZERRI,

2009).

Impactos no aumento da producdo de biomaterias e aplicagdes incluem: redu¢do da demanda
por combustiveis fosseis; aumento do valor agregado da biomassa; reducao das emissdes dos gases
que contribuem ao efeito estufa (Greenhouse Gas, GHG); desenvolvimento industrial; criagao de
oportunidades para as dreas rurais, incluindo aumento do ndmero de empregos; reducdo da

toxicidade com consequente melhora das implicacdes na saide (KAMM & KAMM, 2005).

O conceito de biorrefinaria envolve a missdo de otimizar o uso dos componentes vegetais
disponiveis, utilizando compostos de alto valor agregado e deixando os compostos remanescentes
para geracdo de energia. Desta forma, a produc@o de energia ndo seria apenas prioritdria, mas uma

aplicacdo adicional, acrescentando valor econdmico global a cadeia produtiva.

Valorizagdo das funcionalidades disponiveis e utilizacdo otimizada do potencial que a
biomassa apresenta requer uma selecdo criteriosa da matéria-prima a ser utilizada, bem como
logistica e refinaria. O que requer cadeias “multi-input” e “multi-output” fazendo uso otimizado
das funcionalidades, material e energia disponiveis enquanto oferece 6timas condi¢cdes econOmicas

e oportunidades sociais.
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Figura 5. Preco de mercado versus volume dos “bio-
based” produtos. Adaptado de DE JONG et al. (2009).

As biorrefinarias devem estar baseadas em economias de escala, assim a producdo de co-
produtos de pequeno volume de mercado (de base biotecnoldgica e que nao podem ser produzidos

nas refinarias convencionais) pode alavancar-se com outros de volume maior (LYND ez al., 1999).
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2.5. Acido latico e Polilactato

O 4cido latico € um produto quimico versatil e dentre suas aplicagdes pode-se citar aquelas
nas industrias farmacéuticas, téxteis, de alimentos e de polimeros. Na industria de alimentos, o
acido latico possui aplicagdes na producdo de bebidas (no ajuste do pH de cervejas, vinhos e
cidras), na formulacdo de salmouras (para azeitonas, pepinos e produtos lacteos). Na induistria
farmacéutica e de cosméticos ele € usado na produgdo de logdes para pele, por exemplo. Além
disso, o lactato de célcio é utilizado como fonte de célcio na producdo de formulagdes
farmaceéuticas, em alimentos infantis, em ragdes para animais e em frutas em conservas. O lactato
de sédio pode substituir parcialmente o cloreto de sédio na producdo de salsichas. O lactato de
ferro € uma fonte de ferro prontamente disponivel. O etil-lactato é um solvente excelente para
vernizes (NANNINGA, 1983). Segundo o Departamento de Energia dos Estados Unidos (USDOE,
2012), o 4cido lético, é um dos 30 compostos quimicos com maior potencial de emprego como

blocos construtores produzidos a partir de biomassa (WALTON et al,. 2010).
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Figura 6. Isdmeros L-4cido latico (a
esquerda) e D-4cido l4tico (a direita)

O 4cido latico pode ser obtido sinteticamente a partir da hidrdlise do lactonitrilo, produzindo
uma mistura racémica. Porém, aproximadamente 90% de todo o é&cido latico produzido
mundialmente € obtido via fermentacdo. A vantagem deste ultimo € permitir a escolha do isémero,
L ou D, a ser produzido, o que é definido pela escolha do microrganismo adequado. Via
fermentacgdo € possivel obter 4cido ldtico oticamente puro (pureza quiral préxima de 100%), o que
¢ um atributo desejdvel na inddstria de polimeros (HOFVENDAHL & HAHN-HAGERDAL,
2000).

O 4cido latico é produzido via fermentacdo de diferentes fontes de actcar. Algumas

industrias produzem o 4cido lético a partir de milho (NATURE WORKS) outras da cana de agucar,
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do amido de batata e mandioca (PURAC). Entretanto existe grande expectativa sobre o uso de

matérias-primas celuldsicas para sua producao (SHEN ez al., 2010).

NANNINGA (1983) descreve a etapa de purificacio do 4cido ldtico na indudstria apds
fermentagdo. Nesta etapa, a cal € adicionada e o microrganismo € inativado por aquecimento. Apds
sedimentacdo e filtracao, o 4cido latico € liberado pela adi¢ao de 4cido sulfirico. O gipso obtido é
filtrado e a solucdo de acido l4tico obtida € purificada por resinas de troca-idnica apds tratamento
com carvao ativado. A etapa de concentracdo leva a producdo de &cido ldtico comestivel.
Posteriores etapas de purificagcdo envolvendo esterificacdo, destilacdo e hidrélise fornecem um

reagente de grau analitico.

Dentre as varias aplica¢des do dcido ldtico, aquela que vem experimentando grande atencao
se refere a seu uso na produgdo de biopolimeros ou bioplédsticos. SHEN et al., (2010) definem
bioplasticos como macromoléculas organicas feitas ou processadas pelo homem derivadas de
recursos bioldgicos e utilizados para aplicagdes como plasticos e fibras (sem papel e cartdo). O
polilactato estd entre os principais biopldsticos emergentes ao lado dos polimeros da celulose, do
politrimetileno tereftalato, das poliamidas, dos polihidroxialcanoatos, do polietileno, do
polivinilcloreto, dos poliuretanos e dos termosets. Segundo os autores, hd praticamente um
consenso entre a opinido publica em relacdo ao meio ambiente de que as mudancgas climaticas e a
deplecdo de combustiveis fosseis sdo a principal razdo para o crescimento rdpido neste setor

econdmico-produtivo.

O PLA € um poliéster alifatico, produzido via polimerizacdo do acido latico. Polimerizacdo
de L(+)lactato resulta em PLLA enquanto polimerizacdo de D(-)lactato resulta em PDLA. A
maioria do PLA comercializado € do tipo poli(meso-lactato) que € um mix de L(+)lactato (>95%)
e D(-)lactato (<5%). O poli(meso-lactato) pode ser usado em uma ampla faixa de aplicagdes em
embalagens (filmes, bandejas, copos, garrafas), fraldas, tecidos, talheres. O PLA possui estrutura
altamente amorfa, ndo apresenta rotagdo da luz polarizada sendo oticamente inativa. Tecnologia
em estereocomplexos tem sido descrita com o objetivo de obter PLA termorresistente. A formacao
de estereocomplexo entre PLLA e PDLA ocorre quando sequéncias de unidades L-lactideo e
sequéncias de unidades de D-lactideo coexistem em um sistema. A PURAC descreve a sintese
como um processo de transesterificacdo na presenca de um catalisador. Materiais iniciadores sdo
separadamente polimerizados em L-lactideo e D-lactideo. A estereocomplexacdo de PLA algumas

vezes também é chamada “stereocomplex crystallization” (sc) ou cristaliza¢do racémica. PLLA e
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PDLA misturados a uma razdo de D/L de 1:1 produz cristais sc-PLA com ponto de fusdao (Tm) de
210-240 °C, o que € aproximadamente 30-60°C mais alto que a Tm do PLLA homocristalino
(SHEN et al., 2010).

O PLA nio € indicado para aplicacdes que requerem termorresisténcia, entretanto ha relatos
do uso de tecnologia de estereocomplexacdo para producdo de PLA com melhorias neste aspecto.
Este processo € chamado de cristalizacdo racémica. A formacdo de estereocomplexo ocorre
quando unidades sequenciais de L-lactato e D-lactato coexistem num mesmo sistema. Uma mistura
de PLLA e PDLA na razdo de 1:1 produz cristais de PLA com temperatura de fusdo entre 210-
240°C, o que € 30-60°C mais alto que o PLLA homocristalina. Desta forma, novas aplicacoes ja
sdo vislumbradas para o emprego de polimeros constituidos de blends de PLA como na édrea de

transportes e aparelhos elétricos e eletronicos (SHEN et al., 2010).

Alguns autores sugerem que o PLA € uma alternativa vidvel aos plasticos derivados de
petréleo (DRUMRIGHT et al., 2000), pois compete economicamente com polimeros fésseis e
mostra igual ou superior desempenho que polimeros fosseis como o polietileno (PET). Os
principais mercados sdo os de embalagens e fibras para preenchimento. A matéria-prima € o
xarope de glicose obtida de milho, cana de agucar, batata ou trigo (VACA-GARCIA, 2008).
Futuramente, espera-se que PLA possa ser produzido de matérias-primas lignocelulésicas
(CAROLE et al., 2004; DORNBURG et al., 2004). Para reduzir o custo do acido latico tém se
verificado a possibilidade de utilizacdo de residuos, subprodutos gerados pela industria agricola
(PATEL et al., 2005). Neste contexto, estuda-se a possibilidade da utilizacdo da palha ou bagago
da cana de agicar. O que permite, além de tudo, a ndo competi¢do direta com a producdo de

alimentos, alternativa para a utilizacio otimizada do residuo agricola e ndo geracio de poluentes.
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2.6. Biodegradabilidade do Polilactato
Os polimeros biodegraddaveis sdo concebidos para resistir a um ndmero de factores

ambientais durante a utilizacido, mas para ser biodegraddvel em condi¢des de compostagem.

A maioria dos substitutos dos polimeros sintéticos sdo polimeros biodegradaveis. Os
polimeros biodegraddveis mais comumente utilizados sdo os poliésteres aliféticos, tais como acido
polilactico (PLA), policaprolactona (PCL), 6xido de polietileno (PEO), poli-3-hidroxibutirato
(PHB) e 4cido poliglicélico (PGA).

A biodegradacdo de &4cido polilactico (PLLA) foi estudada em diferentes temperaturas
elevadas em condi¢des de estado, tanto aerdbios e anaerdbios, aquatico e sélido. No teste de
headspace aerdbica/aquatica a mineralizacdo do PLLA foi muito lento a temperatura ambiente,
mas mais rdpido sob condi¢des termofilicas. O efeito claro da temperatura sobre a
biodegradabilidade dos PLLA nos testes aquaticos indica que a sua estrutura de polimero tem de
ser hidrolisado para os microorganismos poderem utilizd-lo como uma fonte nutriente. Em
semelhantes temperaturas elevadas, a biodegradacdo de PLLA foi muito mais rdpida em condicdes
anaerdbicas em estado s6lido do que em condicdes aerdbias aquaticos. O comportamento de PLLA
no processo de compostagem natural mostrou-se semelhante ao que nos ensaios de biodegradacao
aquaticos, a biodegradacdo se iniciou apenas apds o inicio da fase termofilica. Estes resultados
indicam que o PLLA pode ser considerado como um material compostdvel, sendo estavel durante a
utilizacdo a temperaturas mesofilicas, mas degraddvel rapidamente durante a eliminacdo de

residuos em composto ou instalacdes de tratamento anaerébicas ITAVAARA et al., 2002).

Dois homopolimeros, PLLA e PLDA, formam a mistura sintética PLLDA, que € um
polimero semi cristalino. PLLDA € um polimero amorfo tendo uma distribuicao aleatéria de ambas
as formas isoméricas de &4cido latico e, assim, ndo € capaz de prover uma estrutura cristalina
durante o processamento de solidificacdo. A cinética de degradacdo da PLLA € muito mais lenta
do que a de PLLDA. Em alguns estudos a degrada¢do completa de PLLA tem sido relatada como
sendo maior do que 2 anos in vitro e in vivo. Copolimeros de L-lactato com DL-lactideo tem sido
produzidas com o objetivo de romper a cristalinidade de L-lactato e acelerar assim o processo de

biodegradacio.

O processo de biodegradacdo dos polimeros comeca por difusdo de dgua no interior do
material, a hidrélise quebra as cadeias poliméricas, o que resulta em menos resisténcia e

diminui¢do da estabilidade estrutural e quimica. Sinérgica a hidrdlise, as enzimas lisossOmicas e
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encapsulamento fibroso também participam do processo de biodegradacao dos polimeros. A
degradacdo in vivo e in vitro produz 4cido latico e mondémeros de 4cido glicdlico, que sdo
metabolizados em didxido de carbono e 4dgua, e sdo subsequentemente eliminados através do ciclo
do 4cido tricarboxilico. O processo tem uma cinética mais elevadas nas zonas amorfas do

polimero, aumentando a frac¢do de zonas cristalinas, mais resistente ao processo de degradacao.

Grandes esforcos tém sido feitos numa tentativa para melhorar os biomateriais utilizados
para aplicagdes diversas. Estudos com polimeros biodegradaveis t€ém se concentrado na adaptacdo
de suas propriedades mecanicas e cinética de degradacdo para atender as diversas aplicacdes. Os
resultados obtidos nos estudos de COIMBRA et al. (2008) mostraram que a degradacdo do PLA se
iniciou apés 30 dias em simulagdo in vitro, e que o processo continuou até 90 dias de degradacao.
Em geral, verificou-se que a degradacdo se iniciou na regido amorfa do polimero, e resultou na a

exposicao de uma camada cristalina mais profunda.

Pelo fato de a degradacdo dos polimeros acontecerem em uma sequéncia de passos abidticos
e bioldgicos nos testes padronizados, a determinacdo de muitas moléculas pequenas pode ndo ser
realista comparada a biodegradacdo deste polimero na natureza. O teste de regulamentacdao da
“Organisation for Economic Co-operation and Development” (OCDE), por exemplo, denominado
“teste de biodegradabilidade inerente ao solo" acompanha liberagao de CO; durante um periodo de
64 dias como medida de biodegradacdo. Este teste s6 seria relevante quando a degradacdo
abidtica/bidtica da seqiiéncia inteira de um polimero ocorre sob as condicdes especificas do teste.
Reacgdes subseqiientes do mondmero, tais como a sua biodegradacdo e volatilizacdo/degradacao
atmosférica, provavelmente ndo seria percebido, também. Em situagcdes em que unidades
monoméricas de um polimero ndo sdo mineralizadas, mas sdo incorporados a células em
crescimento, um teste simples de evolucdo CO, poderia mostrar este fato. O efeito obtido ao se
tentar forcar ajustar os complexos mecanismos de degradagdo do polimero em um teste simples,
regulamentarmente padronizado, significa que uma informacio enganosa sobre o destino de um

polimero no ambiente poderd ser gerado.
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2.7. Linhagens produtoras de acido latico e rotas metabdélicas

2.7.1. Bactérias laticas e a espécie Bacillus coagulans

De acordo com KANDLER (1983) o termo bactéria acidolatica surgiu em meados do século
XX (cf. INGRAM, 1975). ORLA-JENSEN (1919) definiram este grupo de organismos o qual,
apesar de algumas diferencas, possuem caracteristicas bem definidas: sdo bactérias Gram positivas,
microaerdfilas, ndo esporulantes e produtoras essencialmente de lactato. Mais recentemente,
bactérias 4cido-laticas foram definidas como um grupo que nao possui taxonomia de bactérias
Gram positivas, com baixo teor de GC, ndo motil, caracterizado pela capacidade de fermentar
acuicares a 4cido latico (ZHU et al., 2009). As bactérias 4cido ldticas (LAB) compreendem
microrganismos cocos (Streptococcus, Pediococcus e Leuconostoc) e bacilos (Lactobacillus,
Bifidobacterium) e apresentam rota metabdlica homo e/ou heterofermentativa. Bactérias laticas
estdo naturalmente presentes em matérias-primas, algumas, porém, como as bifidobactérias,
colonizam o intestino de seres humanos e animais e estdao presentes em suas fezes (KANDLER,

1983).

Bactérias 4cido-laticas pertencem a um grupo heterogéneo de microrganismos que
contribuem em vdrias aplicacdes nas industrias de alimentos e bebidas, produg¢do de blocos
construtores e produtos quimicos finos e na industria farmacéutica (como &cido lético, polidis e
vitamina B). Na industria de alimentos e bebidas, especificamente, LAB s@o usadas para
fermentacdo, formacdo de aroma (URBACH, 1995) e na producdo de conservantes (STILES,
1996), aditivos (HUGENHOLTZ, 2007), bacteriocinas (DE VUYST & LEROY, 2007) e
exopolissacarideos (CERNING, 1990; WELMAN & MADDOX, 2003).

Bacillus coagulans apesar de sua capacidade de produzir dcido latico, ndo é considerada uma
bactéria acido-latica. Este organismo cresce entre pH 4,0 e 8,0, sendo pH 6,0 seu 6timo de
crescimento. A temperatura 6tima de crescimento se situa entre 50-55°C, apesar de crescer em uma
faixa bastante ampla. Estudos relatam crescimento de Bacillus coagulans desde 18°C (BECKER &
PEDERSON, 1950) até 55°C (WALTON et al., 2010). Este organismo foi primeiramente isolado e
descrito em 1932 e contribui com a elaboragdo da quinta edi¢do do “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology”. De acordo com versdo mais recente do “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology, 9" edition (1994)”, Bacillus coagulans é uma espécie de bactéria
produtora de 4cido litico contida no género Bacillus. E uma bactéria Gram positiva, Nitrato

redutase negativa, formadora de endosporo, possui hastes méveis (0,9 pm por 3 um a 5 pum de
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tamanho), apresenta-se de aerdbica a microaerdfila. Pode parecer Gram negativa quando entrando
na fase estaciondria de crescimento. Inicialmente, foi considerada como sendo um Lactobacillus
formador de esporos. Uma vez que Bacillus coagulans exibe caracteristicas tipicas de ambos os
geéneros, Lactobacillus e Bacillus, sua posi¢ao taxondmica entre as familias Lactobacillaceae e
Bacillaceae foi exaustivamente discutida. Entretanto, na sétima edicdo do “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology”, ela foi finalmente transferida para o género Bacillus. Tecnologia
baseada em aspectos genéticos foi usada para distinguir os dois géneros de bactéria

morfologicamente similares com caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas parecidas.

Figura 7. Imagem da cepa Bacillus coagulans 162 obtida por
microscopia 6tica, aumento de 500x.

Bacillus coagulans é frequentemente descrita como Lactobacillus sporogenes ou como uma
bactéria probidtica dcido-latica formadora de esporos, mas esta denominagdo j4 estd ultrapassada
desde que sua taxonomia mudou em 1939. Por defini¢do, bactérias laticas (Lactobacillus,
Bifidobacterium) ndo formam esporos. Por isto, utilizar o nome Lactobacillus sporogenes é

cientificamente incorreto.

Alguns estudos mostraram que Bacillus coagulans pode crescer em pH 5,0 e 50°C
produzindo L (+) dcido latico homofermentativamente usando glicose, xilose e arabinose presentes

em hidrolisado hemiceluldsico obtido a partir da hidrélise dcida com H,SO4 do bagaco da cana de
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acucar (LITCHFIELD, 2009). As condicdes de temperatura e pH 6timas para o crescimento de B.
coagulans sdo proximas aquelas de atividade 6tima das enzimas celuloliticas, o que o torna
adequado para sistemas de operagdo do tipo sacarificacdo e fermentacao simultaneos (SSF) (RHEE
et al., 2007). Além disso, organismos termofilicos sdo mais adequados para processos industriais
mais indspitos para a grande maioria de microrganismos provaveis contaminantes. Sua habilidade
em utilizar uma ampla variedade de agucares sob condi¢des termofilicas o faz adequado para
conversdao de biomassa lignocelulésica (WALTON et al., 2010). Hexoses e pentoses podem ser
usadas para producdo de dcido latico, e o rendimento depende estritamente da rota metabdlica
utilizada pelo microrganismo, que pode variar de acordo com as condi¢des do meio no qual o
organismo se desenvolve. Esta linhagem mostrou em vdrios estudos que pode eficientemente
converter pentoses e hexoses, principais acucares do hidrolisado hemicelulésico (ARISTIDOU &

PENTTILA, 2000).

Foram desenvolvidas linhagens recombinantes produtoras de 4cido latico com alta pureza de
quiralidade (>99%) e com requerimentos nutricionais menos complexos que aqueles necessarios as
bactérias lacticas para crescerem e produzirem isdomeros (D ou L) a partir de meio sintético

constituido por agtcar, nitrogénio e nutrientes minerais (LITCHFIELD, 2009).

2.7.2. Fermentacao de hexose em bactérias laticas

Bactérias laticas s@o capazes de usar, na fermentacdo de hexoses, ambas as rotas
metabdlicas, homo ou heterofermentativa. Existem trés maiores rotas metabdlicas para conversiao
de hexoses: Glicélise' , via Bifidus® e via do 6—F0sf0gluconat03’ Elas possuem em comum o fato de
que somente hexoses fosfato com configuracdo de glicose sdo atacadas, diferindo umas das outras
na forma como dividem o esqueleto de carbono conduzindo a diferentes conjuntos de produtos

finais (KANDLER, 1983).

A via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ou glicélise € uma via homofermentativa e ocorre
em Streptococci, Pediococci e Lactobacilli homofermentativos. Por esta via, um mol de glicose

gera dois mols de lactato.

53



Glucose
Fru-16P Fru-6 P Glc-6P
v
be Acetyl-P + Erythrose-4P 6P-Gluconate
—3 Fru-6P &
© =
< H""P”‘P .g Xylulose~5 P+CO>
Pentose~ P X
o
' foe———2—
Triose-3P Acetyl-P +Triose-3P 4 Triose - 3 P+ Acetyl-P
K ADP ADP £ ADP
ATP N ATP ATP
Pyruvate Pyruvate Pyruvate
| | | |
Lactate Acetate Lactate Lactate Acetate (Ethanol)
Glycolysis Bifidus pathway 6 P-Gluconate pathway
Phosphoketolase pathways
{Homofermentation) (Heterofermentation)

Figura 8. Principais rotas fermentativas da glicose em bactérias ldticas (Fonte:
KANDLER, 1983).

De acordo com a via EMP, o rendimento tedrico em acido latico, homofermentativamente

produzido, € 2 mols de cada 1 mol de glicose (equivalentes a 1 g 4cido latico/1 g glicose).

A via Bifidus € uma via heterofermentativa e ocorre em bifido-bactéria. Por esta via, acetato

e lactato s@o formados a uma fracdo molar de 3:2.

A via da 6-Fosfogluconato é uma via heterofermentativa e ocorre em Leuconostocs e
betabacteria. Por esta via, um mol de glicose gera iguais quantidades de CO,, lactato e acetato (ou

etanol), obtendo fracdo molar de 1:1:1.

2.7.3. Fermentacao de pentose em bactérias laticas
Bactérias laticas tém apenas rota heterofermentativa para conversao de pentose: a via 6-P-
gluconato. Existem inclusive algumas linhagens pentose-negativas. Por esta via um mol de pentose

produz um mol de lactato e um mol de acetato, obtendo-se fracdo molar igual a 1:1.

Pela via das Fosfoquetolases (PK), heterofermentativamente, na assimilacdo de pentose,
somente 1 mol de 4cido latico é obtido de 1 mol de xilose ou arabinose (equivalente a 0,6 g de

acido latico por g de xilose ou arabinose).
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Figura 9. Dissimilacdo de pentoses em bactérias laticas. Adaptado de KANDLER (1983).

A D-xilulose-5-fosfato (Figura 9) € o intermedidrio comum da fermentacdo de pentoses e
glicose e a necessidade de fosfoquetolase para a fermentacdo sugere que somente bactérias laticas

heterofermentativas sao capazes de utilizar pentoses.

2.7.4. Fermentacao de hexose e pentoses em Bacillus coagulans
A espécie Bacillus coagulans é capaz de utilizar glicose e pentoses (xilose e arabinose) para

producdo de 4cido latico, ambas por via homofermentativa.

Apesar de utilizar um rota metabdlica ainda ndo completamente explicada, a B. coagulans
162 é um microrganismo capaz de utilizar uma via alternativa para conversdo de pentoses
homofermentativamente convertendo 3 mols de pentose em 5 mols de dcido latico sem formacao
de etanol ou 4cido acético. Esta vantagem, confirmada pelo alto rendimento e produtividade, aliada
a outras caracteristicas como tolerancia a agentes inibidores e nao ser patogénica (ou GRAS) pela
FDA faz com que a linhagem B. coagulans seja uma potencial candidata para uso em aplicacao

industrial.

E possivel resumir o metabolismo de 4cido ltico em relagio a LAB e Bacillus coagulans

pela Tabela 2.

A via das Pentose-fosfato leva a formacdo de dacido homolético, enquanto a via da

Fosfoquetolase produz quantidades molares iguais de lactato e acetato. Desta forma, pela via
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heterofermentativa a maxima eficiéncia tedrica que se pode obter na conversao de pentose em

acido lético € igual a 60%.

Tabela 2. Principais rotas metabdlicas utilizadas por bactérias laticas e pela espécie Bacillus coagulans
envolvidas na conversdo em 4cido lético.

produto
. . . rota
microrganismo fermentacio . substrato . L.
metabolica (rendimento tedrico)
B Lactat
Homo Glicolise hexose a(cljl ©
B Acetato:]lactat
Via Bifidus hexose ce EE ;: 2?0 ato
Bactérias laticas Hetero
. Via 6P- hexose Lactato:acetato/etanol:CO,
(via das gluconato (1:1:1)
fosfoquetolases)
Via 6P- entose Lactato:acetato
L gluconato p (1:1)
[ Glicdlise hexose Lactato
(2)
Bacillus
Homo .
coagulans Via das
Lactato
Pentose- pentose @)
fosfato

D-xilose ndo € prontamente utilizada como a D-glicose para a producdo de compostos
quimicos por microrganismos (JEFFRIES, 1983) e a razdo possivelmente estd na rota bioquimica
usada para metabolismo de pentose e hexose. A maioria das bactérias anaerdbicas converte D-
xilose em D-xilulose-5-fosfato, que € posteriormente catabolizado pela via das pentoses fosfato ou

pela via da fosfoquetolase (TEMUDO et al., 2009).
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Figura 10. Vias metabdlicas presentes em bactérias laticas. Via das Pentoses Fosfato
estd presente em Bacillus coagulans: mecanismo de conversdo de pentoses em 4cido

latico homofermentativamente.

A via das pentoses fosfato engloba uma série de reagdes onde D-xilulose-5-fosfato é

rearranjada e convertida em gliceraldeido-3-fosfato, um intermediario do metabolismos da glicose.

A via das fosfoquetolase cliva a D-xilulose-5-fosfato em gliceraldeido-3-fosfato e acetil

fosfato, este posteriormente convertido em acetato gerando um ATP (TANAKA et al., 2002).

Apesar da via das pentose fosfato ser a mais comum, varias bactérias t€ém a capacidade de

utilizar a via das fosfoquetolases (TEMUDO et al., 2009).
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3. SELECAO DO MICRORGANISMO

3.1. Resumo

Virias linhagens de bactérias, isoladas do meio ambiente (compostagem, silagem e solo) ou
obtidas de bancos de culturas foram testadas quanto a habilidade de produzir 4cido latico a partir
de xilose, glicose e arabinose, principais acucares encontrados no hidrolisado hemiceluldsico do

bagaco da cana de agucar.

Inicialmente, 26 linhagens foram selecionadas com auxilio do API system, um sistema que
permite avaliar quais linhagens possuem a habilidade de utilizar xilose e arabinose em suas rotas
metabdlicas, e ndo somente glicose. Este teste permite reconhecer linhagens capazes de acidificar o
meio em condi¢des anaerdbicas. A vantagem deste método € sua relativa simplicidade e rdpida
resposta. Entretanto, ele possui a limitacdo de ndo fornecer dados suficientes para obtencdo dos
valores de velocidade especifica de formagdo de produtos e/ou consumo de substrato,
produtividade, rendimento e taxas de conversdo. Este teste permitiu a sele¢do de 17 linhagens para

experimentos posteriores em frascos agitados.

O objetivo dos testes em frascos agitados foi identificar as linhagens capazes de utilizar meio
MRS modificado contendo glicose (20 g L"), xilose (20 g L"), arabinose (20 g L") ou os trés
acticares em igual concentragdo (6,7 g L") para produzir dcido latico. A limitagdo deste método
consiste em subestimar a conversdao em d4cidos, uma vez que, em ambiente aerado, o
microrganismo tende a produzir mais células em detrimento do produto final. Além disso, a
amostragem frequente é praticamente invidvel. Contudo o método € simples e fornece respostas
preliminares que norteiam os experimentos seguintes em biorreator. Por meio dos experimentos
com frascos agitados sete linhagens foram selecionadas para prosseguir em testes em regime de
batelada, em biorreator com meio de cultivo sintético: Bacillus coagulans 162, Lactococcus lactis,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei,

ATB49 e ATB34.

Utilizando experimentos em biorreator foi possivel obter os parametros cinéticos necessarios
para escolha do melhor microrganismo produtor de &cido latico em meio sintético visando o
hidrolisado hemicelulésico do bagaco da cana de actcar. O objetivo dos testes em biorreator foi

obter valores de méximo rendimento (Yps) e produtividade volumétrica (Qp) em condigdes de
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crescimento estritamente controladas (pH, aeracdo e temperatura). Além disso, esta etapa permitiu

classificar as linhagens em relagdo a sua habilidade em utilizar a via homo ou heterolatica.

A bactéria Bacillus coagulans 162 alcangou Y igual a 0,95 ¢ Qp igual a 2,13 g h' L' e foi
selecionada para fermentagcdo do hidrolisado hemicelulésico do bagago da cana de agucar, devido

ao seu desempenho no uso de pentoses.
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3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Microrganismos e manutencao

As linhagens Lactobacillus paracasei, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei,
Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis € Bacillus coagulans 162
foram adquiridas do “Deutsche Sammlung von Mikrorganismen und Zellkulturen GmbH”

(DSMZ), Braunschweig, Alemanha.

As linhagens ATB13, ATB14, ATB18, ATB26, ATB27, ATB31, ATB34, ATB41, ATB49,
ATB50, ATBS51, ATBS53, ATB54, ATBS55, ATB59, ATB96, ATBI121 e ATBI122 foram
gentilmente cedidas pelo Departamento de Biotecnologia do Instituto Leibnitz de Engenharia
Agricola — ATB, localizado em Potsdam, Alemanha. As bactérias selvagens foram isoladas de

silos, residuos organicos em compostagem e do solo pelo préprio ATB.

Tabela 3. Microrganismos testados utilizando API system e suas
respectivas temperaturas 6timas de crescimento

Temperatura

Microrganismo . ~
g de incubacao

Lactobacillus paracasei o
. : , 30°C
Lactobacillus coryniformis
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactococcus lactis 37°C
Lactobacillus rhamnosus

Bacillus coagulans162, ATB13, ATB14,
ATBI18, ATB26, ATB27, ATB31, ATB34,
ATB41, ATB49, ATB50, ATB51, ATB53, 52°C
ATB51, ATB53, ATB54, ATB55, ATB59,
ATB96, ATB121, ATB122

Para fins de estocagem, as bactérias laticas foram liofilizadas e armazenadas a -80°C.

Para ativacdo das culturas, as bactérias liofilizadas foram inoculadas em tubos de ensaio (5 mL)
contendo 2 mL de caldo MRS (De Man et al., 1960) composto por: peptona (10 g L™); extrato de carne (10
g L"); extrato de levedura (5 g L") dextrose (20 g Lh: polissorbato 80 (1 g L"); citrato de amdnio (2 g LY
acetato de sédio (5 g L™"); pH 6,4 (medido a 25°C). Os tubos foram incubados adequadamente i temperatura

6tima de crescimento de cada espécie por 24h.

Para manutencdo das bactérias ativadas, uma algada do meio fermentado foi espalhada sobre a

superficie solidificada do meio de cultivo MRS previamente descrito, contendo 4gar (10 g L"), contido em
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tubos de ensaio inclinados. Apds o crescimento das culturas, os tubos de ensaio foram cobertos com

vaselina estéril. Os tubos de ensaio foram estocados a +8°C e sub cultivados mensalmente.
3.2.2.Teste em sistema API

Teste API (Analytical Profile Index Test), bioMerieux, Inc., Hazelwood, MO, USA, é um
sistema que associa 50 testes bioquimicos para o estudo do metabolismo de carboidrato em
microrganismos. Consiste em 50 microtubos usados para estudar a fermentacdo de substratos
pertencentes a familia dos carboidratos e seus derivados (heterosideos, polidlcoois e dacidos
urdnicos). O género Lactobacillus foi cultivado em meio API 50 CHL e o género Bacillus em meio
API 50 CHB/E. Durante a incubacgdo, a producdo de 4cidos € observada pela mudanca de cor na
placa revelada pelo indicador de pH. O primeiro tubo, ndo contendo nenhum ingrediente ativo, é
usado como controle negativo. Cada placa é constituida por 5 placas menores contendo 10 tubos
enumerados, cada tubo contendo um substrato diferente. A suspensao bacteriana foi distribuida nos
tubos usando-se uma pipeta estéril. Apos 24 e 48 h de incubacdo cada tubo foi lido como positivo

(+), negativo (-) ou duvidoso (?) em relacdo a mudanca de cor.
3.2.3. Fermentacao em frascos agitados
3.2.3.1. Microrganismos

Os microrganismos Bacillus coagulans 162, Lactococcus lactis, Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus rhamnosus e as

espécies isoladas ATB13, ATB14, ATB34, ATB41, ATB49, ATB50, ATB51, ATB53, ATBS5S,

ATB59 e ATB96 foram selecionadas para os testes em frascos agitados.
3.2.3.2. Meio de cultivo

As linhagens selecionadas foram cultivadas em meio MRS modificado conforme descrito por
VENUS (2006). O meio de cultivo, denominado meio MRSgax, foi adaptado para conter pentoses
e era composto por: extrato de levedura (15 g L"); fosfato de potdssio monobdsico (2 g L)
sulfato de magnésio (0,1 g L'l); sulfato de manganés (0,05 g L'l); D-glicose (6,7 g L'l); D-xilose
6,7¢g L'l) e L-arabinose (6,7 g L'l).

Paralelamente, também foram preparados meios de cultivos contendo exclusivamente como
fontes de agtcares D-glicose (20 g L), D-xilose (20 g L) ou L-arabinose (20 g L), os quais

foram denominados MRSgr1, MRSx. € MRS Ara, respectivamente.
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Solucdes concentradas de agucares e nutrientes foram esterilizadas individualmente para
evitar reacdes de escurecimento ndo enzimdtico e consequente geracdo de inibidores do
crescimento microbiano. A esterilizacdo ocorreu em autoclave a 118°C por 15 min. O pH dos

meios se situou na faixa de 6,2-6,5.
3.2.3.3. Fermentacao

Alcadas de células jovens de B. coagulans 162 (24 h) cultivado em tubos inclinados foram
inoculadas em frascos Erlenmeyer (500 mL) contendo 100 mL dos meios de cultivo MRSgax,
MRSqgr, MRSk € MRSara. A fermentacdo foi realizada a 150 rpm, e temperatura 6tima de
crescimento especifica de cada microrganismo testado (Tabela 2). Amostras foram retiradas em 0,

24 e 48 h. Todos os testes foram realizados em triplicata.
3.2.3.3. Procedimentos analiticos

Dados sobre consumo de acucares (glicose, xilose e arabinose) e produgdo de dcidos (latico e
acético) foram obtidos do meio fermentado. O meio fermentado foi filtrado em membrana de 0,22
um (Millipore), convenientemente diluido em dgua deionizada degaseificada e levado para andlise
cromatografica. Amostras nao filtradas foram convenientemente diluidas e utilizadas para

contagem celular.
3.2.3.3.1. Determinacao de acticares

Glicose, xilose e arabinose foram determinadas por cromatografia em HPLC equipamento
Ultimate 3000 (Dionex), coluna Eurokat PB (300x8mm, 10 um), usando 4gua bidestilada como
fase movel a um fluxo de 0,8 mL min’l, a temperatura de 75°C e 30 bar de pressao. Foi utilizado
detector RI-71 (Shodex), equipado com injetor automdtico GINA 50T (Dionex). Foi utilizado

volume de injecdo igual a 10 pL.
3.2.3.3.2. Determinacao de acidos

A determinagdo de dcido lético e 4cido acético foi realizada em HPLC equipamento Ultimate
3000 (Dionex), column Eurokat H (300x8mm, 10 um) (Knauer), usando H,SO,4 0,01 N como fase
mével com fluxo de 0,8 mL min™, a temperatura de 35°C e 65 bar de pressdo. Foi utilizado
detector RI-101 (Shodex), equipado com injector automatico WPS-3000TSL Analytical. Foi

utilizado volume de injecao igual a 10 pL.
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3.2.3.3.3. Determinacao de células totais e viaveis

O nuimero de células totais foi obtido por contagem microscopica em camaras de

NEUBAUER.

O numero de células vidveis foi obtido por contagem em placas de Petri contendo MRS édgar
padrdao. Amostras do meio fermentado foram convenientemente diluidas e espalhadas sobre a
superficie solidificada do meio de cultivo. As placas de Petri foram incubadas as respectivas

temperaturas 6timas de crescimento dos microrganismos testados por 24 h.
3.2.4. Fermentacao em Biorreator
3.2.4.1 Microrganismos

Em experimentos usando biorreator foram utilizados os microrganismos Bacillus coagulans
162, Lactococcus lactis, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus paracasei

subsp. paracasei, Lactobacillus rhamnosus e as linhagens isoladas ATB34 e ATB49.
3.2.4.2. Meio de cultivo

Em fermentacdo em biorreator foi utilizado o meio de cultivo MRSgax preparado conforme

descrito no item 3.2.3.2.
3.2.4.3. Inoculo

Uma al¢ada de células jovens (24 h) foi inoculada em 80 mL de meio de cultivo MRSg;
preparado conforme descrito no item 3.2.3.2. O frasco Erlenmeyer (250 mL) foi incubado sob

temperatura 6tima de crescimento do microrganismo (Tabela 3) e agitacdo de 150 rpm por 24h.
3.2.4.4. Fermentacao

O inéculo (80 mL) foi adicionado ao biorreator contendo 720 mL de meio MRSgax estéril. A
fermentacdo foi realizada em biorreator de 2 L. (Newbrunswick BioFlo II, USA) com controle

automético de pH e temperatura (Biostat II, USA).

O pH foi mantido em 6 pela adi¢do de NaOH 20%. Amostras foram retiradas a cada 2 h e
utilizadas para contagem celular, determinacdo de actcares (glicose, xilose e arabinose) e dcidos
(acético e latico). Todas as fermentacdes foram feitas em triplicata e os resultados analisados

estatisticamente utilizando o programa Statistica Release 7 (Statsoft).
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3.2.4.5. Parametros cinéticos

Os parametros cinéticos obtidos em todos os estudos de fermentacdo foram obtidos de

acordo com as equagdes que os definem, e que podem ser visualizadas na tabela abaixo:

Tabela 4. Relacdes matemadticas que definem os parametros cinéticos obtidos nos estudos de

fermentacdo
Parametro Relacdo matematica Unidade
Yxis y A _X-Xo  dxjd ' ,
(rendimento de célulasem "=~ _ A5 §p_5  —dS/ar adimensional
funcdo do substrato)

Yp/s ¥ _ AP _P—PL}_ .riP,r‘aff . )
(rendimento de produto 75T _AS So-S —dS/dr adimensional
em funcdo do substrato)

Qp
(produtividade Cicido 1atico final/ TTotal gL'’
volumética)
MX 1
(coeficiente especifico de (17x) dx/dt h
formacao de biomassa)
.. Hp . -1
(coeficiente especifico de (17x) dP/dt h
formacdo de produto)
Xo o
(Concentracdo inicial de Massa celu} a 1.mc1al g Lt
células) Volume inicial

Kiinal ) Massa celular final 1

(Concentracao final de - gl
células) Volume final
(Taxa de C(r));lversﬁo em Massa celular obtida g h'
células) Atempo
(Taxa de Cg‘;l versio em Massa de produto obtida g Bl
produto) Atempo
(Taxa de _C(r)snsumo de Massa de substrato consumida g B!
substrato) Atempo
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3.2.4.5. Procedimentos analiticos

Amostras retiradas ao longo de todo o processo foram analisadas conforme descrito no item

3.2.3.3.
3.3. Resultados e discussao
3.3.1. API

Este método permitiu identificar linhagens produtoras de acido a partir de glicose, arabinose
e xilose. Todos os microrganismos testados foram capazes de utilizar D-glicose como fonte de
carbono para producao de 4cido. Entretanto apenas linhagens selvagens demonstraram habilidade
de usar D-xilose e L-arabinose concomitantemente (ATB14, ATB41, ATB49, ATB50, ATB51,
ATBS53, ATB55, ATB59 e ATB96), como pode ser visto na Tabela S que se segue:
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Tabela 5. Consumo de diferentes agticares por algumas linhagens de bactérias produtoras de acido
latico obtido pelo teste API System. Os simbolos (+), (-) e (?) significam resultados positivo, negativo
e duvidoso, respectivamente, em relagdo a mudanca da cor do meio.

Microrganismo Temperatu{a tempo D-Gli D-Ara L-Ara D-Xil L-Xil
de Incubacéo (h)
Lactobacillus paracasei 30°C 24 + ) ) ) )
p 48 + - - - -
Lactobacillus paracasei o 24 + - - - -
. 37°C
subsp. paracasei 48 + - - -
Bacillus coagulans162 52°C 24 + ) ? }
g 48 + - + -
, . . o 24 + - ? - +
Lactobacillus coryniformis 30°C 48 N i N ] N
Lactococcus lactis 37°C 24 + ) + ) i}
48 + - + - -
Lactobacillus rhamnosus 37°C 24 + ) + ) B
48 + - + - -
o 24 + - ? - -
ATB13 52°C 48 + i N i )
. ? 9 R
ATB14 50°C 24 + ? 2
48 + - + + -
o 24 + - - + -
ATB18 52°C 43 N ) ) N ]
ATB26 52°C 24 + - - + -
48 + - - + -
ATB27 52°C 24 * - - + -
48 + - - + -
o 24 + - - ? -
ATB31 52°C 48 + i i ? ]
. - 9 -
ATB34 52°C 24 + :
48 + - - + -
ATB41 52°C 24 N - + + -
48 + - + + -
ATB49 52°C 24 + - + + -
48 + - + + -
ATB50 52°C 24 + - + + -
48 + - + + -
B 2 -
ATBS1 52°C 24 * + :
48 + - + + -
ATBS3 52°C 24 + - + + -
48 + - + + -
o 24 + - + - -
ATB54 52°C 43 N ) N 5 )
ATBSS 52°C 24 + - + + -
48 + - + + -
. 9 -
ATB59 52°C 24 + + :
48 + - + + -
ATB96 52°C 24 N - + + -
48 + - + + -
. - 9 -
ATBI121 50°C 24 + ?
48 + - - + -
. - 9 -
ATBI122 5000 24 + :
48 + - - + -

Ap6s 24 h foi verificado que praticamente todos os microrganismos ja haviam produzido
acido no meio de cultivo. Nenhum deles foi capaz de utilizar D-arabinose em sua rota metabdlica,

possivelmente devido ao fato de este agicar ndo ser encontrado na forma livre em abundancia na
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natureza, o que ndo favoreceu a evolucdo adaptativa dos organismos em meios contendo esta
pentose como unica fonte de carbono. O isdmero L foi o unico encontrado nos hidrolisados
lignoceluldsicos, € mesmo assim em quantidades muito inferiores a D-glicose (constituinte da
celulose) e D-xilose (principal componente da fragdo hemiceluldsica). Os organismos que
apresentaram resposta rapida ou em até 24 h na formacdo de acidos foram selecionados para a

subsequente etapa de selecdo.
3.3.2. Fermentacao em frascos agitados

Experimentos realizados em frascos agitados mostraram a habilidade dos microrganismos

em metabolizar acticares convertendo-os em acido latico (Tabela 6).

Experimentos contendo apenas um dos agucares testados (glicose, xilose ou arabinose) na
concentracio de 20 g L' foram importantes para observar a habilidade do microrganismo em
consumi-lo quando em exclusividade no meio. Sabe-se que os microrganismos possuem
preferéncia catabdlica por glicose, uma vez ser este acucar aquele que fornece maior ganho
energético utilizando a glicélise, rota metabdlica ja estabelecida entre estes organismos. Ja o
consumo de pentoses necessita ser induzido, o que ocorre somente quando o teor de glicose do

meio estd baixo e hd presenca de pentose.
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Tabela 6. Fermentacao de diferentes linhagens de bactérias para produgdo de 4cido latico em frascos
agitados e meio contendo inicialmente glicose (6,7 g L, xilose (6,7 g L") e arabinose (6,7 g Lh.

Microorganismos e T Acido Acido Gli Xil Arabi Células
temperatura de empo pH latico acético \cose 1ose rapimnose Yp/s  viaveis
incubacio (h) @LY) LY (%) (%) (%) (log)
Bacillus 0 6,69 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 4,30
coagulans162 24 4,68 5,069 0,000 27,10 6743 80,48 0,61 8,56
(52°C) 48 4,47 14,86 0,000 0,00 0,00 2,65 0,75 7,30
Lactococcus lactis 0 6,70 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 7,30
W4236 24 3,85 4,625 0,000 0,00 100,00 100,00 0,69 9,30
(37°C) 48 3,77 4,903 0,000 0,00 100,00 100,00 0,73 3,30
Lactobacillus 0 6,70 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 6,30
paracasei 24 3,96 2,094 0,313 56,16 98,91 100,00 0,70 8,60
(30°C) 48 3,64 4,809 0,431 14,53 90,80 92,70 0,71 9,39
Lactobacillus 0 6,70 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 6,30
rhamnosus 100 24 3,86 3,114 0,000 0,00 100,00 100,00 0,46 7,30
(37°C) 48 3,78 4,876 0,000 0,00 100,00 100,00 0,73 7,30
Lactobacillus casei 0 6,70 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 6,30
(30°C) 24 3,88 2,564 0,383 56,70 100,00 100,00 0,88 8,90
48 3,64 5,455 0,703 0,00 100,00 100,00 0,81 9,49
Lactobacillus 0 6,69 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 6,30
paracasei subsp. 24 3,54 5,921 0,000 0,00 100,00 100,00 0,38 8,78
paracasei (30°C) 48 3,58 5,957 0,339 0,00 100,00 100,00 0,89 9,23
ATBI3 0 6,69 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 5,30
(52°C) 24 6,31 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 3,30
48 6,08 0,000 0,000 100,00 98,98 98,11 0,00 5,30
ATB14 0 6,73 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 4,30
(52°C) 24 6,37 0,000 0,000 97,76 98,54 99,97 0,00 4,60
48 6,08 0,000 0,000 97,05 97,06 99,60 0,00 3,30
ATB34 0 6,70 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 7,30
(52°C) 24 5,43 0,000 0,984 0,00 86,42 95,58 0,00 8,60
48 4,85 0,000 2,963 0,00 17,91 95,55 0,00 7,60
ATB41 0 6,69 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 5,30
(52°C) 24 6,33 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 5,60
48 6,10 0,000 0,000 100,00 100,00 98,64 0,00 4,30
ATB49 0 6,70 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 5,30
(52°C) 24 4,13 0,000 0,496 0,00 99,27 50,40 0,00 8,98
48 4,15 0,000 3,144 0,00 10,48 0,98 0,00 7,48
ATB50 0 6,69 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 6,30
(52°C) 24 4,22 1,580 0,000 68,00 100,00 100,00 0,73 6,51
48 4,40 2,992 0,000 45,00 99,28 96,19 0,75 6,30
ATBS1 0 6,71 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 5,30
(52°C) 24 4,38 1,554 0,000 40,58 99,74 99,46 0,39 5,30
48 4,29 2,202 0,000 38,54 98,71 99,27 0,47 4,30
ATB53 0 6,68 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 6,30
(52°C) 24 4,18 1,960 0,000 55,33 100,00 100,00 0,65 6,50
48 4,36 2,023 0,000 45,04 100,00 100,00 0,55 6,30
ATBSS 0 6,70 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 6,30
(52°C) 24 4,35 1,918 0,000 41,67 90,46 87,43 0,36 6,11
48 4,35 1,961 0,000 39,67 91,75 90,30 0,38 5,30
ATB59 0 6,69 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 5,30
(52°C) 24 4,35 1,877 0,000 56,12 100,00 100,00 0,64 5,79
48 4,35 1,931 0,000 38,33 95,28 93,71 0,40 5,30
ATBY6 0 6,71 0,000 0,000 100,00 100,00 100,00 0,00 4,30
(520(9:) 24 6,37 0,000 0,000 98,42 100,00 100,00 0,00 1,30
48 6,04 0,000 0,000 98,30 100,00 100,00 0,00 0,00
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Em todos os ensaios foram utilizados 800 mL do meio de cultura, descrito anteriormente,
contendo uma concentracao final de agucares igual a 20 g L' (glicose 6,7 g L, xilose 6,7 g L'e

arabinose 6,7 g L'l).

O rendimento (Y ) foi definido como a massa de 4cido ldtico obtida dividida pela massa de
acucares totais (soma de glicose, xilose e arabinose) consumida durante a fermentacdo. O
rendimento tedrico mdximo foi definido como a massa de 4cido latico méxima possivel de ser
obtida (estequiometricamente) dividida pela massa de acticares totais presentes no meio (ou a soma
de glicose, xilose e arabinose), que neste caso € igual aquele mdximo disponivel para o
microrganismo. Em uma fermenta¢do heterofermentativa o rendimento tedrico maximo (Y
tedrico) em &cido latico nesta composicao de agicares seria 0,73 e homofermentativamente igual a

1, Neste caso, considera-se que o rendimento de biomassa (Yy) seja igual a zero.
3.3.3. Fermentaciao em biorreatores

A partir dos resultados em biorreatores o B. coagulans 162 foi selecionado para ser testado
em biorreator em sistema Fedbatch por ter se mostrado mais eficiente na conversdo dos agicares
em 4cido latico, até obtengdo da concentracio maxima de produto final. As trés linhagens, em
cujas fermentagdes, obtiveram maior consumo de NaOH 20% foram ATB49, B. coagulans 162 e

L. lactis.

A linhagem isolada ATB34 (Figura 11) produziu 6,45 g de 4cido latico e 1,29 g de dcido
acético, consumindo toda glicose (6,7 g), aproximadamente 50% da xilose (3,33 g) e 11% da
arabinose (0,73 g) inicialmente presente no meio, obtendo um rendimento (Y,s) de 0,32, Este
microrganismo obteve, em 24 h, produtividade volumétrica (Qp) igual a 0,268 g L'h'. A
fermentacdo foi interrompida devido a queda no valor da produtividade volumétrica quando
comparado com outras linhagens que se mostraram muito mais eficientes durante este mesmo

periodo de tempo.
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Figura 11. Fermentacdo em biorreator (2 L) utilizando a linhagem ATB34 em meio MRSgax contendo

glicose, xilose e arabinose como fontes primdrias de carbono.
(m 4cido latico, A dcido acético, x arabinose, o glicose, ® xilose)

As linhagens L. paracasei subsp. paracasei (Figura 12) e L. rhamnosus (Figura 13)

apresentaram comportamento bastante semelhantes: ambas utilizaram toda a glicose disponivel no

meio, obtendo massas de 4cido ltico iguais a 5,36 g apds 8 h e 5,77 g apds 6 h, respectivamente.

Os microrganismos L. paracasei subsp. paracasei € L. rhamnosus foram os unicos que nao

apresentaram producao de 4cido acético, porém também nao se mostraram eficientes na conversao

de pentoses em &cido ldtico, consumindo menos de 10% dos agtcares arabinose e xilose. Valores

similares entre estas espécies também foram encontrados para o rendimento (Yp/s) na conversao

de agucares para dcido latico. O Yy € 0 Qp para Lb. rhamnosus foram iguais a 0,29 e 0,962 g L'h’!

e para L. paracasei subsp. paracasei, iguais a 0,27 ¢ 0,669 g L™ h™", respectivamente.
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Figura 12. Fermentag@o em biorreator (2 L) utilizando a linhagem L. paracasei subsp. paracasei em
meio MRSgax contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primérias de carbono.
(m 4cido latico, A 4cido acético, x arabinose, o glicose, ® xilose)
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Figura 13. Fermentacdo em biorreator (2 L) utilizando a linhagem L. rhamnosus em meio MRSgax
contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primdrias de carbono.
(m 4cido latico, A dcido acético, x arabinose, o glicose, ® xilose)
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A linhagem L. paracasei (Figura 14) produziu 5,422 g de 4dcido latico com Y € Qp iguais a
0,27 ¢ 0,361 g L' h™', respectivamente, em aproximadamente 15 h de fermentaco. Porém, mesmo
em 24 h, esta linhagem ndo se mostrou capaz de converter todos os aguicares presentes; quantidade

residual de glicose foi detectada, bem como praticamente toda a xilose e arabinose.
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Figura 14. Fermentagdo em biorreator (2 L) utilizando a linhagem L. paracasei em meio MRSgax
contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primdrias de carbono.
(m 4cido latico, A 4cido acético, x arabinose, o glicose, ® xilose)

O L. lactis apresentou uma fermentacdo essencialmente homolética, atingindo o fim em
aproximadamente 6 h, com produg¢do insignificante de acido acético (menor que 5%) e produgdo
quase que exclusiva de acido latico (12,09 g), fator interessante do ponto de vista econdmico.
Apesar destas vantagens, ndo obteve alto rendimento na conversdo em 4cido latico nem consumo
significativo de xilose, remanescendo 6,65 g (aproximadamente 97% da massa inicial) ao final do
processo (Figura 15). O L. lactis mostrou-se eficiente na conversao de arabinose, porém o mesmo

nao foi observado em relacdo a xilose, acticar mais abundante em hidrolisados lignocelul6sico.
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Figura 15. Fermentacdo em biorreator (2 L) utilizando a linhagem L. lactis em meio MRSgax
contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primdrias de carbono.

(m 4cido latico, A 4cido acético, x arabinose, o glicose, ® xilose)

Apesar de maior consumo de NaOH 20% para neutralizar os dcidos produzidos, a linhagem
ATB49 produziu além do dcido latico (13,75 g), 4cido acético em significativa quantidade (2,58 g)
em 18 h de fermentacdo (Figura 16). Por outro lado, a bactéria B. coagulans 162, que também

produziu 4cido acético (1,27 g), o fez em quantidades bem inferiores ao acido latico (17,06 g) e em
bem menos tempo, apenas 8 h (Figura 17).
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Figura 16. Fermentacdo em biorreator (2 L) utilizando a linhagem ATB49 em meio MRSgax
contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primdrias de carbono.
(m 4cido latico, A 4cido acético, x arabinose, o glicose, ® xilose)
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Figura 17. Fermentacdo em biorreator (2 L) utilizando a linhagem B. coagulans 162 em meio

MRSgax contendo glicose, xilose e arabinose como fontes primdrias de carbono.
(m 4cido latico, A dcido acético, x arabinose, o glicose, ® xilose)
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Assim, em termos de rendimento (Y,;) podemos dizer que no teste em fermentador com
meio sintético a melhor linhagem foi o B. coagulans 162, com Y igual a 0,85, seguido pela
linhagem isolada ATB49 com Y igual a 0,69 e pela bactéria L. lactis atingido Y igual a 0,60,
Os microrganismos B. coagulans 162, ATB49 e L. lactis obtiveram produtividades volumétricas

(Qp) iguais a 2,132,0,764 ¢ 2,015 g Lt h'l, respectivamente.

Em todos os casos, a glicose foi utilizada preferencialmente, quando ndo somente ela e
somente depois disso as pentoses foram catabolizadas. Com relacdo xilose e arabinose ndo foi

observado qualquer relacdo de preferéncia quando ambos eram utilizados.

A fermentacdo em biorreatores foi acompanhada por 24 horas ininterruptas. O pH inicial do
meio de cultivo apds esterilizacdo se situou em 6,50+0,01 e foi reduzido gradativamente a medida
em que o microrganismo produzia dcidos. O pH foi constantemente monitorado e mantido em 6,00

pela adicao de NaOH 20%.

A queda abrupta do nimero de microrganismos vidveis observada nas primeiras duas horas
de fermentac@o em biorreator pode ser creditada a adaptacdo do microrganismo ao meio, tendo em
. ., . . . . -1 . I
vista que o indculo foi cultivado em meio contendo apenas glicose (20 g L") como fonte primdria

de aciicar. O nimero inicial de células vidveis ficou em torno de 10® unidades por mL.
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Tabela 7. Fermentacdo de diferentes linhagens de organismos produtores
de 4cido latico em biorreator de 2 L. e meio de cultivo sintético contendo
glicose (6,7 g L), xilose (6,7 g L") e arabinose (6,7 g L™").

Microrganismo e temperatura Células viaveis
de incubacio Tempo (h) pH (log)
0 6,46 8,1
2 6,00 49
ATB34
4 6,00 7,1
(52°C)
6 6,00 7,0
24 6,00 73
0 6,55 7,8
6,01 3,4
ATB49
6,00 5,4
(52°C)
6,00 5,1
24 6,00 5,2
6,48 8,0
6,00 32
Bacillus coagulans 162
6,00 5,5
(52°C)
6 6,00 7,8
24 6,00 7,9
6,49 8,1
Lactobacillus paracasei subsp. 2 6,00 5.4
paracasei 4 6,00 5,5
(30°C) 6 6,00 6,1
24 6,00 6,0
6,50 8,0
6,36 2,9
Lactobacillus paracasei
6,16 5,5
(30°C)
6,00 5,7
24 6,00 6,0
6,48 8,1
6,00 3,2
Lactococcus lactis
6,00 5,5
(30°C)
6,00 7,1
24 6,00 7,2
6,50 8,2
6,00 39
Lactobacillus rhamnosus
6,00 5,5
(30°C)
6,00 5,7
24 6,00 6,7

O volume de in6culo correspondia a 10% do volume total do meio de fermentacao.
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Figura 18. Consumo de NaOH 20% durante crescimento das linhagens selecionadas em

biorreator 2 L.

Pelos gréficos (Figura 18) & possivel verificar que a linhagem isolada ATB49 e o B.

coagulans 162 foram as linhagens que apresentaram maior producio de dcidos evidenciado pelo

consumo de NaOH 20%. Contudo, ATB49 apresentou maior produgdo de dcido acético (Tabela 5),

0 que contribuiu significativamente para o consumo de base, caracteristica nao desejavel do ponto

de vista de processo ja que implicaria em custos com separacao de produtos e redugdo da eficiéncia

pelo consumo de substrato com produto nao desejdvel.

Tabela 8. Dados obtidos durante crescimento das linhagens selecionadas em biorreator.

Microrganismo Yo H (gllloll)) al (g L(')lph'l)
Bacillus coagulans 162 0,95 3,02 2,13
ATB49 0,69 3,32 0,764
Lactococcus lactis 0,60 3,48 2,010
Lactobacillus rhamnosus 0,29 1,95 0,963
ATB34 0,32 3,54 0,269
Lactobacillus paracasei 0,27 1,16 0,361
Lactobacillus paracasei 0,27 1,49 0,670

subsp paracasei
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Algumas observacdes importantes sao necessdrias para se comparar os resultados
apresentados na Tabela 8. De acordo com os resultados de pp, o microrganismo L. lactis
apresentou o melhor resultado global na taxa de conversdo em d&cido latico. Entretanto, esta
bactéria utilizou apenas glicose e arabinose em sua rota metabdlica. Os valore de u, para glicose e
arabinose foram respectivamente 4,16 e 2,79 h'. Ji o B. coagulans 162, apesar de nao obter o
melhor p, global, foi capaz de utilizar todos os agticares do meio obtendo u, para glicose e
xilose/arabinose respectivamente iguais a 3,62 e 2,72 h!. Esta caracteristica do B. coagulans 162, a
de utilizar todas as fontes de agucar testadas e em especial a xilose, foi fundamental na escolha

deste organismo para testes em hidrolisado hemiceluldsico.

Virios estudos relatados na literatura suportam a decisdo da escolha da linhagem B.
coagulans trazendo consideragdes do ponto de vista de processos. Em geral varias bactérias laticas
mesofilicas sdo usadas para produzir 4dcido lético, principalmente aquelas do género Lactobacillus.
Entretanto, linhagens mesofilicas ndo sdo as mais indicadas para serem empregadas em ambiente
industrial devido ao seu alto risco de contaminacdo. Utilizando linhagens termofilicas, o acido
latico pode ser produzido sob condicdes ndo estéreis, o que reduz o custo do processo. Por isso, em
alguns estudos a espécie termofilica, Bacillus coagulans, tem sido utilizada. A temperatura de
fermentagao deste microrganismo se situa na faixa de 48 a 68°C, situando a temperatura 6tima de
crescimento e produgdo de acido latico entre 50-52°C. Outras vantagens do Bacillus coagulans em
relagdo as conhecidas linhagens de bactérias ldticas € seu requerimento nutricional simples e sua
capacidade de formar esporos, o que simplifica a manuten¢do de culturas e inoculacdo do meio de

fermentacao (MICHELSON et al., 2006).

Além disso, baseando-se nos resultados obtidos neste estudo, B. coagulans 162 mostrou-se
capaz de utilizar pentoses com alto rendimento e produtividade volumétrica na conversao em acido

latico.
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3.4. Conclusao

O método API system se mostrou adequado enquanto método qualitativo e eficaz para
auxiliar na selecdo dos possiveis candidatos a fermentacdo eliminando aqueles que ndo

demonstraram qualquer habilidade na conversdo de agtcares para producao de acido.

Em frascos agitados, nas condi¢des estudadas, foi possivel determinar o maximo rendimento
em dcido l4tico apds 48 h. Além disso, o dcido acético bem como de glicose, xilose e arabinose
consumidos foram determinados. Este experimento permitiu verificar que glicose foi consumida
preferencialmente. Entretanto, limitou-se pelo fato de permitir controle da varidvel pH, que é
importante no desempenho das atividades enzimatico-fermentativas. A concentragdo celular inicial
se situou na ordem de 10° e de células vidveis na ordem de 104, atingindo valores tao altos quanto

10° células por mL ao final do processo.

Na fermentagdo em biorreator, com manuten¢do do pH 6,0 pela adicio de NaOH 20%, foi
possivel manter as condicdes 6timas de pH e temperatura durante fermentacdo. Em regime de
batelada B. coagulans 162 apresentou Yps, Qp € u, iguais a 0,95, 3,02 h' e 2,13 g L' nt!
respectivamente. Verificou-se que a producdo de dcido litico é parcialmente associada ao
crescimento celular, caracterizada pela formagao de produto nas fases de crescimento exponencial

e estacionaria.

Bacillus coagulans 162 mostrou-se o microrganismo com melhor desempenho na producao
do 4cido latico e, portanto selecionado para prosseguir com testes em meio hidrolisado do bagaco

da cana de acgucar e teste com inibidores.
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4. CINETICA DE CRESCIMENTO DE Bacillus coagulans 162 EM MEIO
SINTETICO E REGIME DE BATELADA ALIMENTADA

4.1. Resumo
Este estudo consistiu em descrever a cinética de crescimento do B. coagulans 162 em meio
de cultivo sintético contendo glicose, xilose e arabinose como principais fontes de carbono para

producdo de 4cido latico.

A bactéria B. coagulans 162 mostrou, em estudo prévio, a habilidade de produzir acido latico
homofermentativamente a partir de hexose e pentoses com alto rendimento. O objetivo desde
estudo foi obter concentracio méixima de dcido latico em regime semi-continuo de fermentacao,

bem como os parametros cinéticos produtividade volumétrica e eficiéncia em meio sintético.

O processo foi realizado em duas etapas: a primeira em regime de batelada simples, que se
estendeu até completa exaustdo de todos os agucares e estabilizacdo da concentracdo de acido
latico do meio e a segunda em regime de alimentacdo continua, que se estendeu até decréscimo da
velocidade especifica de conversdo em produtos (up). Durante a primeira etapa, em batelada, a
velocidade especifica de producdo de écido ldtico (up) foi igual a 3,11 h'. A eficiéncia e a
produtividade volumétrica obtidas foram 0,96 e 3,02 g Lt h'l, respectivamente. A fermentagdo se
iniciou com 10° células vidveis por mL, alcancando 10" células vidveis por mL ao fim da batelada

. . . - . 11 e, .
e finalizando a etapa de alimentacdo continua com 10" células vidveis por mL.

Na fase de alimentag@o continua foi obtida velocidade especifica de produgdo de acido latico
igual a 4,02 h™'. A eficiéncia e a produtividade volumétrica obtidas foram iguais a 0,52 ¢ 1,43 g L™
h™', respectivamente.

z

Neste trabalho foi possivel verificar que a produgdo de dcido litico € associada e ndo
associada ao crescimento, e ocorre tanto na fase logaritmica de crescimento quanto na fase
estaciondria. Foi possivel ainda observar crescimento diduxico, caracterizado pelo consumo
preferencial da glicose, tendo o consumo da xilose e da arabinose indistintamente se iniciado

quando a hexose se esgotou do meio.
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4.2. Materiais e métodos
4.2.1. Microrganismo

Neste estudo foi utilizada a bactéria Bacillus coagulans 162, obtida da colecdo de
microrganismos do Departamento de Biotecnologia do Instituto Leibnitz de Engenharia Agricola —

ATB (Potsdam, Alemanha) e conservada de acordo com o descrito no item 3,2,1,
4.2.2. Meio de cultivo

Na fermentacao foi utilizado meio de cultivo MRSgax preparado conforme descrito no item

3.2.3.2.

A solugdo de agucares foi esterilizada separadamente para evitar reagdes de escurecimento

ndo enzimaticas.

A solucdo nutriente adicionada na segunda etapa da fermentagdo foi composta por: extrato de
levedura (15 g L'l); fosfato de potdssio monobdsico (2 g L'l); sulfato de magnésio (0,1 g L'l);
sulfato de manganés (0,05 g L'l); D-glicose (167 g L'l); D-xilose (167 g L'l) e L-arabinose (167 g
L.

4.2.3. Inéculo

Uma algada de células jovens (24 h) foi inoculada em 80 mL de meio de cultivo MRSgax
descrito no item 3,2,3,2, contido em frasco Erlenmeyer (500 mL). O frasco foi submetido a 52°C a

150 rpm por 18 h (quando o meio de cultivo atingiu 10’células mL™).
4.2.4. Fermentacao

A fermentagdo foi realizada em biorreator Newbrunswik (USA), com capacidade de 3,5 L de
volume util. Inicialmente, o indculo (80 mL) foi adicionado a 720 mL de meio estéril contido no
biorreator. O pH foi ajustado para 6,0 e mantido constante pela adi¢cao de solucdo de NaOH 20%.

O sistema foi submetido a agitacao de 150 rpm e temperatura de 52°C.

Ao término da primeira etapa, definido como a paralisacdo da adi¢ao de NaOH 20% ao meio,

iniciou-se o bombeamento de solu¢do nutriente para dentro do biorreator.

Amostras de 2 mL foram retiradas a cada 2 h para obtencdo da cinética de crescimento

microbiano, determinagdo de 4cido latico, dcido acético, acido férmico, glicose, xilose e arabinose.
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4.2.5. Procedimentos analiticos

O meio fermentado foi filtrado em membrana de 0,22 pm (Millipore), convenientemente
diluido e levado para andlise em cromatdgrafo. Meio ndo filtrado foi utilizado para contagem
celular. Amostras retiradas ao longo de todo o processo foram analisadas conforme descrito no

item 3.2.3.3.
4.2.5.1. Determinacao de acicares

Glicose, xilose e arabinose foram determinadas de acordo com metodologia descrita no item
3.233.1.

4.2.5.2 Determinacao de acidos

Acidos litico e acético foram determinados de acordo com metodologia descrita no item
3.2.3.3.2.

4.2.5.3. Determinacao de células totais e viaveis

Células totais e vidveis foram determinadas de acordo com metodologia descrita no item
3.2.3.3.3.
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4.3. Resultados e discussao

O processo de fermentacdo semi-continua foi escolhido para producdo de acido latico em
meio sintético visando maximizar a concentracdo do produto. LITCHFIELD (2009) afirma que
este regime apresenta-se vantajoso em relacdo aos demais em termos alcance de alta produtividade
(grama de 4cido latico por litro por hora). Entretanto, neste regime, observa-se produgdo alta de
biomassa, o que pode comprometer o rendimento em acido latico. A fermentagdo foi monitorada
pela adicdo de NaOH 20% ao meio para manuten¢cdo do pH 6,0, 6timo para crescimento do B.

coagulans 162 e a temperatura foi mantida em 52°C.

O crescimento microbiano foi acentuado durante o consumo de pentoses. Sabe-se que a via
das pentose-fosfato tem como objetivo produzir NADP e ribose. Apesar de o indculo ter sido
preparado em meio contendo os trés agicares, visando adaptacio da linhagem, pequena fase lag foi
observada na curva de biomassa. O nimero de células apresentou crescimento exponencial durante

a segunda metade da etapa de batelada (Figura 20).
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Figura 19. Curva de crescimento de B. coagulans 162 em meio de cultivo
sintético em biorreator Newbrunswik (USA), com capacidade de 3,5 L.

Se considerarmos diferentes velocidades especificas de consumo de hexose e pentoses

podemos encontrar um Wgopal, que seria a média ponderada entre estas velocidades. Dividindo o
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processo em dois estdgios, o primeiro consistindo em uma batelada simples e o segundo
consistindo na alimentacdo continua do biorreator, podemos calcular os parametros cinéticos

apresentados na Tabela 9 abaixo:

Tabela 9. Parametros cinéticos da fermentacdo de B. coagulans 162 em meio sintético e
batelada alimentada: 1* etapa (batelada simples) e 2° etapa (alimentacio continua).

Estdgio (gl:)l;a ) Y, 0,
1* etapa (batelada) 3,11h" 0,96 3,02gL'h!
2% etapa (alimentac@o continua) 4,02h! 0,52 143 ¢ L'n!
Acumulado 327h" 0,54 1,52gL'h’

As duas etapas que ocorreram durante a fermentagdo podem ser visualizadas na Figura 20.
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(2) alimentacdo continua de solucdo nutritiva contendo glicose, xilose e arabinose

Figura 20. Consumo de NaOH 20% durante fermentacdo de B. coagulans 162 em
meio de cultivo sintético em regime de batelada seguido de alimentacdo continua.
As fases la e 1b correspondem a 1* etapa (ou batelada). A fase 2 corresponde a 2°
etapa (alimentacdo continua).
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Foi verificado experimentalmente que a bactéria B. coagulans 162 utiliza preferencialmente
a glicose em sua via catabdlica, apesar de ter sido adaptada em meio contendo pentoses como fonte
de carbono. Este crescimento diduxico (Figura 20) pode ser bem visualizado na etapa de batelada

e pode ser dividido em duas fases: (1a) consumo de glicose e (1b) consumo de pentoses.

A etapa la caracteriza-se pelo consumo exclusivo da glicose com formagao de acido latico
homofermentativamente. Nesta fase, que durou aproximadamente 2,2 h, hi formagdo de acido
latico, mas de nenhum acido acético, e nenhum consumo de xilose ou arabinose foi detectado. O
nimero de microrganismos vidveis parece ter aumentado, contudo nenhum crescimento
significativo da biomassa foi observado. Ao final desta etapa, a produtividade volumétrica (Qp) do

B. coagulans 162 foi igual a 0,505 g L' h"!' com rendimento (Ypss) igual a 0,98.

Na etapa 1b, que durou aproximadamente 4,5 h, toda a glicose j4 havia se exaurido do meio
€ 0 microrganismo iniciou o consumo das pentoses Xilose e arabinose. Neste momento, ha
continuidade da producdo do dcido latico, mas também de dcido acético em baixa concentracao.
Ao final desta fase, ndo havia mais qualquer traco de aguicares e houve um aumento significativo
do nimero de células microbianas (maior que 4x10° células/mL) bem como de biomassa (maior
que 1,5 g L' de meio fermentado). A produtividade volumétrica (Qp) obtida foi igual a 1,081g L~
'h'! e o rendimento igual a 0,796. O rendimento Y, médximo se deu a 8,6 h do inicio do processo
fermentativo e foi igual a 0,96, Neste mesmo momento, a produtividade volumétrica era igual a

1,090 g L! h'l, entrando em declinio a partir de entdo.

De acordo com JOJIMA et al. (2010) a glicose é, nao apenas principal unidade estrutural da
celulose, mas também substrato de fermentacdo para a maioria dos microrganismos, incluindo os
principais microrganismos industriais E. coli, Corynebacterium glutamicum, Bacillus subtilis e
Saccharomyces cerevisiae. Em contraste, as pentoses xilose e arabinose que sdo os principais
componentes da hemicelulose sdo geralmente muito menos susceptiveis a acdo bacteriana. Apenas
alguns poucos microorganismos como E. coli e B. subtilis possuem a capacidade natural para
utiliz-las. Independentemente dessa habilidade natural dos microrganismos para metabolizar
pentoses, a produtividade e o rendimento destes agucares sdo, invariavelmente baixos, mesmo
quando os genes de suas enzimas catabolizantes sdo expressos e sdo totalmente funcionais. Isto
tem sido atribuido a uma variedade de fendmenos incluindo repressao catabdlica (DEUTSCHER,
2008), desequilibrio redox celular no metabolismo das pentoses e absor¢do ineficiente de alguns

acucares (HAHN-HAGERDAL et al., 2007; JEFFRIES & JIN, 2004). A importancia de cada um
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destes fendmenos varia com o microrganismo. A Figura 21 ilustra o processo uptake dos actcares
em dois diferentes microsganismos: aquele com capacidade de utilizar pentoses em suas vias

metabdlicas e o outro incapaz.

A B
Microorganisms with natural ability to Pentose-incompetent microorganism
utilize pentose
Hexose Pentose Hexose Pentose
(i}
U s
) = )
CCR
EMP < Pentose-metabolizing EMP «|-i Pentose-metabolizing !
pathway pathway pathway i pathway
¢ Sequential utilization * Inefficient utilization
of hexose and pentose of pentose
¢ Low productivity ¢ Low yield

Figura 21. Desafios técnicos para desenvolvimento de biocatalisadores para produgio de
compostos quimicos de alto valor agregado e combustiveis a partir de hidrolisados lignoceluldsicas.
Microrganismos do grupo A incluem E. coli e alguns Bacillus. Devido a repressdo catabdlisa
(CCR), a utilizacdo das pentoses se inicia apenas quando as hexoses se esgotam do meio.
Microrganismos do grupo B possuem deficiéncia no uptake de pentoses e/ou na producdo de
enzimas. Fonte: JOJIMA et al. (2010).

As graficos da Figura 22 ilustram a 1* etapa em maior escala € mostram o consumo de
acucares e producdo de 4cido latico. Na etapa de batelada pode-se observar que o consumo das
pentoses se inicia apds deplecdo da glicose. Durante as fases log e estaciondria de crescimento
microbiano foi possivel observar a producdo de 4cido latico. O fim da batelada, foi evidenciada
pela estabilizacdo do pH e ndo necessidade de adicao de NaOH 20% ao meio com o objetivo de

neutralizar os acido formados.
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Figura 22. Reproducdo em maior escala da 1* etapa (regime de batelada) durante
cinética de producao de 4cido latico e consumo de agticares por B. coagulans 162.

A alimentagdo (etapa 2) se iniciou com o bombeamento de solugdo concentrada de acucar
(glicose 133 g L™, xilose 133 g L™ e arabinose 133 g L) num fluxo constante de 20,4 mL h™'. A
principio, os trés acticares foram consumidos continuamente até que a produtividade volumétrica
(Qp) comecou a diminuir apés 21,6 h atingindo o maximo igual a 2,069 g L™ h'' (22,97 mmol L
h'l). Neste ponto, o rendimento Y, foi igual a 0,644. Nesta fase ndo houve crescimento
microbiano, o nimero de células se manteve constante (aproximadamente 5x10° células por mL) e
a biomassa atingiu seu valor maximo de 6,33 ¢ mL™" de meio fermentado. A partir de entdo, a
concentracdo dos agucares no meio comecou a aumentar. O primeiro actcar detectado foi a
arabinose, apds 36 h, seguido pela xilose, ap6s 38 h. Atingido a taxa de conversdo maxima, € com
os trés substratos, glicose, xilose e arabinose, em excesso no meio, tem-se a evidéncia de que o
microrganismo possui preferéncia por catabolizar a glicose, o que provavelmente ocorre pela via

EMP, que € a via de onde ele obtém maior ganho energético.

Os coeficientes produtividade volumétrica e rendimento podem ser visualizados ponto a

ponto no grafico da Figura 23.
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Figura 23. Produtividade volumétrica (Q,) e rendimento (Y ) durante fermentagao
de B. coagulans 162 (150 rpm/52°C/pH 6) para producdo de 4cido litico em
biorreator e meio sintético contendo glicose, xilose e arabinose como fontes
primdrias de carbono em regime de alimentagdo semi continua.

Por muito tempo a producdo do L(+)-dcido latico tem sido testada fermentativamente;
utilizando desde diferentes fonte de agicares e microrganismos até diferentes regimes de processo,
sempre visando otimizar a producdo do 4cido ldtico no sentido de diminuir o custo produtivo e

melhorar o rendimento.

Pela via das pentoses, os agucares L-xilose e L/D-arabinose sdo isomerizados para suas
respectivas pentuloses que sdo subseqiiente fosforiladas. A enzima D-xiluloquinase catalisa a
fosforilacdo de D-xilulose para D-xilulose-5-fosfato. Depois de xilulose-5-P, t€ém-se duas vias
anaerdbicas possiveis: (1) Clivagem das pentoses com formagdo de 3C+2C pela fosfoquetolase ou
(2) formacao de hexose-P, composto de 6C pela via das pentoses-fosfato que entra na via
glicolitica (transaldolase e transquetolase). Em bactérias d4cido-laticas, as pentoses sao
metabolizadas pela via fosfoquetolase. Nesta via, o intermedidrio D-xilulose-5-fosfato € clivado
em gliceraldeido-3-fosfato e acetil fosfato que conduzem a producao de 4cido lético, dcido acético
e/ou etanol. Entretanto de alguns estudos sugerem, para alguns microrganismos, a existéncia de
uma via metabdlica onde toda a pentose seria convertida em dcido latico (TANAKA et al., 2002)

N

levando a obtencdo de um coeficiente de rendimento tedrico em lactato a partir de pentoses
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proximo a 1,0 mol/mol. O segundo caso considerado (PPP) seria o mais interessante do ponto de

vista econdmico uma vez que todo o agticar utilizado é convertido em acido latico.

Muitos trabalhos tém descrito a utilizagdo de meios complexos, compostos por mais de um
substrato, para a producio de compostos quimicos. PATEL et al. (2005) descreveram a utilizagao
de glicose e xilose derivados do hidrolisado hemicelulésico do bagaco da cana de aciicar num
sistema de sacarificacdo e fermentacdo simultdnea (SSF) para a producdo de acido litico com
pureza de 95% por Bacillus sp. No trabalho foi obtida produtividade volumétrica maxima de 6,7
mmol L' (h) ap6s 144 h. Em trabalho posterior, PATEL et al. (2006) verificaram que a xilose
havia sido metabolizada pelo via das pentose-fosfato por uma linhagem isolada de Bacillus
coagulans. Segundo os autores, uma das vantagens em se usar estas linhagens em sistemas do tipo
SSF é que o pH e temperatura 6timos para sacarificacdo sdo similares aqueles requeridos para

fermentacao.

Outro fator importante a se considerar para otimizar a produtividade fermentativa é o regime
a ser empregado. Quando se trata de materiais lignoceluldsico, existem duas opgdes principais de
conducdo do processo fermentativo: em duas etapas separadas com sacarificagdo do material e
posterior fermentacdo (SF) e onde a sacarificacdo ocorre simultaneamente a fermentagao (SSF).
Em relacdo a fermentagdo lética, o processo SSF € vislumbrado com objetivo de reduzir o custo do
processo pela economia de tempo e enzimas utilizadas, entretanto este processo € limitado pelas
celulases fungicas ndo possuirem suas condi¢cdes Otimas de atividade, pH 5,0 e temperatura de
50°C, proximas aquelas de crescimento da bactéria acidoldtica, que em geral se situa em torno de
pH 6,0 (PATEL et al. 2006) e temperatura entre 30 e 52°C. Isto onera o custo pela necessidade de
se aumentar a atividade enzimdtica utilizada. Além disso, as bactérias laticas ndo sdo organismos
potenciais fermentadores de pentoses como xilose e arabinose na conversdo em 4cido latico.
Entretanto vdrios autores tém descrito o isolamento de linhagens com condicdes Otimas de
crescimento proximas aquelas requeridas para atividade das enzimas hemiceluloliticas para
producdo de 4cido latico. PATEL ef al. (2005) relataram o isolamento de uma linhagem,
denominada Bacillus sp. 36D1 capaz de converter glicose e xilose derivadas do bagaco da cana de
acticar em regime de co-fermentagcdo e sacarificagdo simultanea (SSCF) e glicose derivada de
celulose cristalina em SSF, produzindo aproximadamente 45 g L' de L(+)-lactato em ambos os
casos. Posteriormente, PATEL et al. (2006) isolaram trés linhagens identificadas como Bacillus

coagulans capazes de utilizar a via das pentose-fosfato para fermentacdo de xilose.
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As temperaturas da hidrélise enzimética (50°C) e de fermentacdo 6timas do B. coagulans
(52°C) sao préximas viabilizando uma SSF. Entretanto, o pH 6timo de atividade das enzimas
hemiceluloliticas (pH 4,8) € um pouco abaixo daquela para crescimento do microrganismo (pH

6,0).

A possibilidade de estudar o modelo cinético sem a presenca de inibidores naturalmente
presentes em hidrolisado hemiceluldsicos permite entender como 0 microrganismo se comporta no
consumo de agucares em condi¢des ideais. A partir dai resta-nos tentar obter o melhor resultado

em meios reais.

No presente trabalho pode-se observar que a captura da xilose ocorre quando o nivel de
glicose estd baixo. O microrganismo consome preferencialmente a glicose pela via fermentativa
que permite maior ganho energético, a glicdlise. O &cido lactico é produzido durante as fases

primdria e secunddria no processo fermentativo.
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4.4. Conclusao

Neste estudo foi possivel observar crescimento diduxico, caracterizado pelo consumo
preferencial da glicose, tendo o consumo da xilose e da arabinose indistintamente se iniciado

quando a hexose se esgotou do meio.

Durante a primeira etapa, em batelada, a velocidade especifica de producdo de acido latico
(up) foi igual a 3,11 h'. A eficiéncia e a produtividade volumétrica obtidas foram 0,96 ¢ 3,02 g L™
h™', respectivamente. A fermentagdo se iniciou com 10° células vidveis por mL, alcancando 10"
células vidveis por mL ao fim da batelada e finalizando a etapa de alimentacdo continua com 10"

células vidveis por mL.

A taxa de alimentagdo da segunda etapa foi calculada levando-se em conta a velocidade
média de consumo de agucares totais durante a primeira etapa. Nesta etapa foi obtido velocidade
especifica de producdo de 4cido latico igual a 4,02 h™. A eficiéncia e a produtividade volumétrica

obtidas foram iguais a 0,52 e 1,43 g Lt h'l, respectivamente.

O alto rendimento em conversdo de acucares em &dcido latico deveu-se possivelmente ao uso
da rota pentose-fosfato. Para calculo do rendimento na conversdo em dacido latico, um estudo
prévio que considerou o acido latico produzido exclusivamente a partir do extrato de levedura

como fonte de carboidratos foi utilizado.
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5. HIDR()I:ISE TERMICA DO BAGACO DA CANA DE A(;pCAR,
CARACTERIZACAO DO MATERIAL TRATADO E FERMENTACAO DO
HIDROLISADO

5.1. Resumo

O bagago in natura apresentou aproximadamente 43% de celulose, 28% de hemicelulose e
14% de lignina. Durante processo de caracterizacdo € realizada hidrélise com 4cido sulfirico, o
que provoca uma despolimerizagdo do polissacarideo formando oligbmeros e seus agucares
constituintes. Sabe-se que a composi¢do da fibra da cana pode variar entre espécies, manejo,

maturidade da planta e regiao.

Este trabalho visou estudar a hidrélise térmica do bagaco da cana de acucar e fermentacao do

hidrolisado térmico seguido de hidrélise enzimatica.

Os efeitos dos parametros tempo e temperatura sobre a hidrdlise térmica foram investigados
em relacdo a liberac@o de agucares e formagao de acido acético. No hidrolisado obtido a 220°C por
5 minutos contendo aproximadamente 8% de bagaco (base seca) foi encontrado maior
concentracdo de acgucares totais resumidos a xilose (2,15 g LY e glicose (1,23 g L"). Foi

encontrado ainda 2,87 g L' de 4cido acético.

Ap6s hidrélise enzimadtica as fragdes constituintes do bagaco foram despolimerizadas. A
partir da fracdo hemiceluldsica obteve-se xilose, dcido acético e furfural. A partir da celulose,
quantidades predominantes de glicose e o hidroximetilfurfural (HMF) foram liberados. Houve
formacdo de acido férmico, que pode ser encontrado devido a conversio do HMF. O meio de
cultivo utilizado na fermentacdo continha 51,37 g L™ de monossacarideos totais (essencialmente
glicose e xilose). Na fermentacdo foi obtido rendimento de 0,96 e produtividade volumétrica igual

ad4,11gL’ h” na producao de 4cido latico.
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5.2. Materiais e métodos
5.2.1. Obtencao do bagaco in natura

A cana de acucar foi gentilmente cedida pelo Departamento de Fisiologia Vegetal do
instituto Max Plank (Postdam, Alemanha). Plantas sadias da variedade NCO310 e Q117
(CHACRA, Argentina), crescidas em casa de vegetacdo tiveram as folhas e raizes descartadas. Os
caules foram picados, moidos e prensados. O caldo de cana extraido, rico em sacarose, ndao foi
considerado neste estudo, tendo sido descartado. A fracdo sélida, ou o bagaco, foi vigorosamente
lavado com 4gua destilada até que o teor de acticares livres na 4gua de lavagem fosse inferior a 0,1
g L. Ao final do processo o bagaco apresentou aproximadamente 50% de umidade e foi

caracterizado quanto as fracdes celulose, hemicelulose, lignina (solivel e insoldvel) e cinzas.
5.2.2. Hidrdlise térmica

A hidrélise térmica do bagaco consistiu em submeter o bagaco a alta pressdo e diferentes
combinacdes de tempo e temperatura. Foram testadas as temperaturas 180, 200 e 220°C e os
tempos testados foram 5, 10 e 15 min. O procedimento foi realizado em reator equipado com
agitador tipo axial (IKA, USA) e monitorado por software (Figura 24). Uma massa de 40 g de
bagaco timido (50% de umidade) foi colocada no reator com volume completado com &dgua

destilada para 260 mL. Os experimentos foram realizados em duplicata.
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Figura 24. Equipamento utilizado para hidrdlise hidrotérmica. A. Sistema
controlador da temperatura; B. hélice; C. Reator; D. Motor do eixo axial;
E. Sistema de armazenamento de dados.

Os hidrolisados e o bagaco residual foram testados em relacdo as fracOes remanescentes
(celulose, hemicelulose, lignina e cinzas) e compostos produzidos (glicose, xilose, arabinose e

acido acético).

O hidrolisado com maior rendimento em agucares livres foi selecionado para ser hidrolisado

enzimaticamente e utilizado na fermentacao.
5.2.3. Hidrdlise enzimatica

O material hidrolisado obtido a 220°C/5 min seguido de hidrdlise enzimatica foi fermentado
por Bacillus coagulans 162. As enzimas Celulase (15 FPU g de bagaco seco), Celobiase (60 CBU
g'1 de bagaco seco) e Xilanase (300 XU g'1 de bagaco seco) da NOVOZYMES (Dinamarca) foram
utilizadas para hidrolisar o residual de hemicelulose e celulose. No biorreator, ao material pré-
tratado foram adicionados os extratos enzimaticos. A temperatura foi estabilizada em 50°C, em
agitacdo de 50 rpm por 48 h. Ao final deste tempo, a mistura de rea¢do se apresentou como uma
solucdo homogénea, de cor marrom e fluida e foi filtrada em papel Whatman n°4. O hidrolisado foi

esterilizado a 118°C por 15 min e conservado a -8°C.

95



O hidrolisado obtido apds tratamento térmico e enzimdtico foi denominado Hidrolisado
Hidrotérmico (HT), e foi utilizado como fonte de agucares para a fermentacdo por B. coagulans

162 para produgdo de 4cido latico.
5.2.4. Determinacao analitica das fracoes de celulose, hemicelulose e lignina

As principais fragdes constituintes do bagaco foram obtidas de acordo com a metodologia
proposta por VAN SOEST & WINE (1967) utilizando equipamento ANKOM?®, (Ankom
Technology Corp.). Esta metodologia é baseada na sucessiva lavagem do material lignoceluldsico
com detergentes e eliminagdo gradual das fracdes de lignina, hemicelulose e celulose. Os

resultados das fragdes sao obtidos mediante gravimetria.
5.2.4.1 Preparo das amostras

As amostras foram inicialmente liofilizadas para minimizar o risco de crescimento
microbiano durante secagem. Todas as massas foram medidas com aproximacdo de 0,1 g. O
material foi colocado em container e preenchido até menos da metade. O container e a biomassa
foram pesados. O material foi seco até que todos os visiveis tragos de gelo se extinguissem, o qual
durou 96 h. Apés equilibrio com a temperatura ambiente o container e a biomassa foram pesados.
A biomassa seca foi moida usando moinho de facas para reduzir o tamanho das particulas a 1 mm

(20 mesh).

O passo seguinte foi a separacdo das fracdes solivel e insolivel por filtracdo. Nesta etapa
todas as massas foram pesadas com pesadas com aproximacdo de 0,01 g em balanga analitica.
Amostras de 10 g foram adicionadas a 20 mL de dgua deionizada e a mistura foi homogeneizada.
O peso de um funil de Biichner com filtro de papel foi obtido. Todas as andlises foram feitas em
duplicatas. A amostra foi filtrada a vacuo por 5 minutos. Ainda sob vicuo, as amostras receberam
a adi¢do de 20 mL de 4dgua deionizada. As amostras foram agitadas e filtradas. Este processo foi
repetido até que 100 mL de 4dgua deionizada fossem adicionados a biomassa (ou menos de 0,05 g
L de glicose remanescente). A fracdo liquida foi reservada e refrigerada para posterior andlise. As

amostras lavadas, o funil e o papel de filtro foram secos e pesados juntos.

A fragdo sélida ou fracdo insoltivel foi utilizada para determinacdo de celulose, hemicelulose

e lignina.

96



5.2.4.2. Anadlise da frac¢ao insolivel

A determinacao da celulose, da hemicelulose e da lignina, principais componentes da fracao
insoluvel foi realizada em procedimento baseado na extracdo sucessiva com detergentes. O
procedimento foi realizado utilizando-se saquinhos de papel de filtro contendo as amostras
desidratadas, em processo “in-house” por meio do equipamento analizador de fibras ANKOM?**

(Ankom Technology Corp., USA).
5.2.4.2.1. NDF

Determinacao da fracdo NDF ou “Neutral Detergent Fiber” é um procedimento usado para
quantificagcdo fracdo celulose, hemicelulose e lignina. NDF ¢é definido como o procedimento que
permite a obtencao de residuo apds tratamento com solucao acida de detergente (Lauril sulfato de
s6dio e EDTA). Uma solu¢do detergente neutra € usada (30 g de Lauril sulfato de sédio; 18,61 g de
EDTA sal disédico dihidratado; 6,81 g de tetraborato sddico decahidratado; 4,56 g de fosfato de
sodio dibasico anidro; 10 mL de trietileno glicol em 1 L de 4gua destilada. O pH se situou entre 6,9
e 7,1). Neste procedimento foram usados solu¢do de detergente neutra, alfa amilase bacteriana

termoestavel (17 400 Liquefon Units mL'l) e sulfito de sédio anidro (Na,SO3).

Dois litros de detergente neutron foram colocados na camara de extracdo. Os saquinhos de
filtro (F57, 25 um, Ankom Technology Corp.) contendo 0,5 g da amostra teste foram colocadas
nas bandejas plasticas que foram inseridas na cdmara. A camara foi tampada e a solucdo aquecida
a 100°C em 15 minutos. Apds 60 minutos de extra¢do (75 min total) o detergente foi expelido. Os
saquinhos de filtro foram lavados quatro vezes com 2 L de dgua a 80-90°C contida na camara.
Cada lavagem foi realizada por 5 minutos com a tampa da camara tampada, aquecida e agitada.
Ap6s a ultima lavagem, os saquinhos de filtro contendo a amostra foram removidos da camara,

colocados entre papéis absorventes e suavemente pressionados para remog¢ao de dgua.

Os saquinhos de filtro foram entdo colocados em jarra (500 mL) onde 250 mL de acetona
foram adicionados. A jarra foi fechada e agitada trés vezes durante Smin. Apds cada extracdo, o
volume de acetona (250 mL) foi trocado. Ao fim das extragdes, os saquinhos foram submetidos a
secagem em estufa com fluxo de ar a 105°C por pelo menos 8 horas antes de ser pesado. Além
disso, 5 mL de a-amilase termoestdvel foram adicionados nas duas primeiras etapas de lavagem.
Para o método NDF, 20 g de sulfato de sédio e 5 mL de a-amilase termoestavel foram misturados

com solu¢do ND antes de ser adicionado a camara de extragao.
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5.2.4.2.2. ADF

Determinacao da fracdo ADF ou “Acid Detergent Fibre” é um procedimento utilizado para
determinacdo das fracdes de celulose e lignina em fibras vegetais. A Fibra de Detergente Acido é
definida como o residuo obtido apds tratamento com solugdo detergente 4cida (20 g brometo de
cetil trimetilamonia para 1 litro de H,SO,4 1IN previamente padronizada). Dois litros da solug¢do
detergente 4cida foram colocados dentro da camara de extragdo. O processo de extragdo foi
exatamente como o descrito anteriormente para NDF, utilizando-se os saquinhos de filtro contendo

as amostras secas obtidas nesta etapa, sem, contudo utilizar a a-amilase termoestavel.
5.2.4.2.3. ADL

Determinacao da fracdo ADL ou “Acid Detergent Lignin” é um procedimento que permite
determinar a quantidade de lignina (solivel e insolivel) presente no material lignoceluldsico. A
lignina detergente acido é definida como o residuo obtido apds tratamento inicial pelo método
ADF, seguido de remog¢do da fracdo celuldsica usando H,SO4 72%. Foram utilizadas solucdo
detergente acida (20 g de brometo de cetil trimetilamonia para 1 litro de H,SO4 IN previamente
padronizado) e solu¢do H,SO4 70%. Dois litros do detergente dcido foram colocados na cadmara de
extracdo. O procedimento de lavagem com 4gua aquecida é exatamente igual ao citado
anteriormente. Depois de lavados, os saquinhos de filtro foram submetidos ao contato com a
H,SO, aquecido e lavados novamente com 2 L de dgua a 80-90°C. Apds secos, os saquinhos foram
colocados em jarras (500 mL) com 250 mL de acetona e o procedimento de extragdo se realizou

como descrito anteriormente.

5.2.4.2.4. Calculos

Os teores de hemicelulose, celulose e lignina foram obtidos de acordo com os seguintes

calculos:

% NDF = [W3 — (W, * C)]*100 / W, (eq. 1)
% ADF = [Y3 - (Y; * Cp)]*100/ Y, (eq.2)
9% ADL = [Z3 — (Z; * C3)]*100/ Z, (eq. 3)
NDF — ADF = teor de hemicelulose (eq. 4)
ADF — ADL = teor de celulose (eq. 5)
ADL = teor de lignina (eq. 6)
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Onde:

W = peso da tara do saco no método NDF

W, = peso da amostra no método NDF

W3 = peso seco do saco com amostra apds processo de extracdo no método NDF

C, = saco de correcdo “blank” (peso seco final dividido pelo peso do saco “blank” original) no

método NDF

Y, = peso da tara do saco no método ADF

Y, = peso da amostra no método ADF

Y3 = peso seco do saco com amostra apds processo de extracao pelo método ADF

C, = saco de corre¢do “blank” (peso seco final dividido pelo peso do saco “blank” original) no

método ADF

7, = peso da tara do saco no método ADL

7, = peso da amostra no método ADL

Z3 = peso seco do saco com amostra apds processo de extracao no método ADL

C; = saco de corre¢do “blank” (peso seco final dividido pelo peso do saco “blank” original) no

método ADL
5.2.5. Fermentacao do hidrolisado
5.2.5.1. Microrganismo

Neste estudo foi utilizada a bactéria Bacillus coagulans 162, obtida da colecdo de
microrganismos do ATB — Leibnitz Institut for Agricultural Engineering (Potsdam, Alemanha) e

conservada de acordo com o descrito no item 3,2,3,2,
5.2.5.2. Meio de cultivo

O meio de cultivo, composto por extrato de levedura (15 g L'); fosfato de potéssio
monobasico (2 g L'l); sulfato de magnésio (0,1 g L'l); sulfato de manganés (0,05 g L'l) e
hidrolisado HH foi esterilizado em autoclave a 121°C/30min. O hidrolisado HH foi esterilizado

separadamente para evitar reagdes de escurecimento ndo enzimadticas. O meio de cultivo contendo
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hidrolisado do bagago da cana de agucar obtido por hidrélise térmica seguida de hidrélise

enzimatica foi denominado MRSgy.
5.2.5.3. Inéculo

Uma algcada de células jovens (24 h) foi inoculada em 80 mL de meio de cultivo MRS
modificado acima descrito, contido em frasco Erlenmeyer (250 mL). O frasco foi submetido a

52°C a 150 rpm por 24 h.
5.2.5.4. Fermentacao

A fermentagdo foi realizada em biorreator Newbrunswik (USA), com capacidade de 3,5 L de
volume de trabalho. Inicialmente, o indculo (80 mL) foi adicionado a 720 mL de meio estéril
contido no biorreator. O pH 6,0 foi mantido constante pela adi¢do de solucdo de NaOH 20%. O

sistema foi submetido a agitacao de 150 rpm e temperatura de 52°C.

Amostras foram retiradas a cada 2 h para obtencdo da cinética de crescimento microbiano,

determinacdo de 4cido latico, dcido acético, dcido férmico, glicose, xilose e arabinose.
5.2.5.5. Procedimentos analiticos

Amostra do meio fermentado foi filtrado em membrana de 0,22 um (Millipore),
convenientemente diluido e levado para andlise em cromatdgrafo. Meio ndo filtrado foi utilizado
para contagem celular. Amostras retiradas ao longo de todo o processo foram analisadas conforme

descrito no item 3.2.3.3.
5.2.5.5.1, Determinacao de aciicares

Glicose, xilose e arabinose foram determinadas de acordo com metodologia descrita no item

3.2.3.3.1.
5.2.5.5.2. Determinacao de acidos

Acidos lético e acético foram determinados de acordo com metodologia descrita no item

3.2.3.3.2.
5.2.5.5.3. Determinacao de células totais e viaveis

Células totais e vidveis foram determinadas de acordo com metodologia descrita no item
3.23.3.3.
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5.3. Resultados e discussao
5.3.1. Hidrolise térmica

A mistura bagaco in natura e dgua (aproximadamente 8% de bagaco em base seca) contida
no reator antes do tratamento térmico apresentou pH igual a 7,02+0,03, Os parametros rotacao,
pressdo e pH da mistura dentro do reator obtidos durante tratamentos hidrotérmicos podem ser

resumidos de acordo com a Tabela 10, abaixo:

Tabela 10. Resumo dos parametros medidos durante hidrélise hidrotérmica do bagaco de cana de
acucar

180°C 200°C 220°C

320 rpm 336 rpm 345 rpm

5 min 10,2 bar 15,6 bar 24.2 bar
pH 3,78 (12°C) pH 3,38 (11,8°C) pH 3,00 (11,5°C)

330 rpm 342 rpm 334 rpm

10 min 9,8 bar 16,0 bar 24,2 bar
pH 3,52 (11,7°C) pH 3,08 (11,6°C) pH 2,89 (10,8°C)

337 rpm 352 rpm 355 rpm

15 min 9,7 bar 16,1 bar 23,6 bar
pH 3,47 (10,9°C) pH 3,09 (11°C) pH 2,95 (10,6°C)

Pode-se observar que a velocidade de rotagdo da hélice aumentou devido a diminui¢do do
torque dentro do reator, o que ocorreu como consequéncia a diminui¢ao da viscosidade da mistura
de bagaco e dgua durante tratamento térmico. A pressdao aumentou como resposta ao aumento da
temperatura. O pH diminuiu provavelmente devido a liberacdo de compostos quimicos como o

acido acético, por exemplo.

A frac@o residual sélida diminuiu sensivelmente com o aumento do tempo e da temperatura.

A Figura 25 mostra os residuos sélidos secos do bagaco apds tratamento térmico.
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Figura 25. Fracoes sélidas residuais apds tratamento hidrotérmico. Material utilizado para anélise de
celulose, hemicelulose, lignina insoldvel e cinzas.

A fracdo liquida obtida apdés filtragdo do material tratado apresentou coloragcdo amarela,
tipica de hidrolisado rico em compostos coloridos como lignina e furfural (Figura 26).

Figura 26. Filtrados apds
tratamento térmico em diferentes
temperaturas (220, 200 e 180°C)
e tempos (5, 10 e 15 min).
Material utilizado para andlise de
acticares (glicose e xilose),
lignina soldvel e acido acético.

O resultado das fragdes de celulose, hemicelulose e lignina (Tabela 11) apresentaram-se
um pouco acima daquelas obtidas na literatura. Paralelamente, baixo teor de cinzas foi obtido.
Isto pode ser explicado devido ao fato de o bagaco utilizado ter sido obtido em laboratério, ndo
seguindo processo de manuseamento usual da industria. O bagago ndo sofreu contato com solo ou

cinzas oriundas das queimadas nos campos.
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Tabela 11. Componentes remanescentes em 20 g de bagaco da cana de agicar in natura (base seca) apds
tratamento hidrotérmico.

tratamento celulose hemicelulose lignina cinzas
Bagaco in natura 42,93 + 3% 27,76 + 1% 13,49 + 1% 5+0,3%
180°C/5min 40,44 +2,5% 12,54 + 2% 13,06 + 0,9% 5+0,2%
180°C/10min 37,69 + 3% 7,38 +3% 12,84 + 0,8% 4+0,4%
180°C/15min 40,19 + 1,5% 5,72 + 1,5% 12,18+ 1,2% 6+0,3%
200°C/5min 41,18 + 1,2% 3,62 + 0,8% 14.00 + 0,5% 5+ 0,4%
200°C/10min 40,72 + 0,9% 1,04 + 1,2% 13,85+ 0,7% 4+0,5%
200°C/15min 35,32+ 1,3% 1,38 + 1,1% 11,76 + 0,8% 6+0,3%
220°C/5min 3595+ 1,1% 1,84 + 1% 5,46 + 1% 5+0.2%
220°C/10min 30,70 + 1,2% 0 5,19 + 0,8% 5+0,3%
220°C/15min 26,39 + 0,9% 0 3,28+ 1,2% 4+0,5%

Observa-se que a fracdo de hemicelulose foi a mais afetada pelo tratamento hidrotérmico.
Para completa hidrélise do material, enzimas celuldsicas foram necessarias. A celulose foi

reduzida 39% quando tratado a 220°C/15min.

O baixo teor em cinzas ndo corresponde aquele normalmente encontrado pelas industrias
sucroalcooleiras devido ao fato de termos utilizado material colhido em laboratério e nao
submetido ao tratamento de corte € moagem usuais nas inddstrias, onde ha maior contato com o

solo. O teor de cinzas se manteve constante.
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Na Tabela 12 pode-se verificar a concentragdo dos agucares xilose e glicose e do acido
acético na fracdo liquida do material hidrolisado. A glicose parece ser a mais afetada pelo aumento
da temperatura e tempo de exposicdo, hd liberacdo deste agicar mas provavelmente ha também

conversao deste a inibidores por reagdes de escurecimento ndo enzimaético.

Tabela 12. Concentracdo de acgicares e dcido acético
encontrados na fracdo liquida dos hidrolisados hidrotérmicos
obtidos sob diferentes condicdes de tempo e temperatura. O
teor de bagaco (em base seca) foi equivalente a 8%.

xilose glicose acido

Tratamento acético
(g/L) (g/L) (g/L)
180°C/5min 0,50 0 0,99
180°C/10min 1,50 0 1,20
180°C/15min 1,79 0,92 1,17
200°C/5min 1,89 0,60 2,02
200°C/10min 2,00 1,20 2,46
200°C/15min 2,05 1,10 2,00
220°C/5min 2,15 1,23 2,87
220°C/10min 2,10 1,22 2,88
220°C/15min 2,00 1,04 2,30
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Na Figura 27 pode-se observar que a formacgdo de dcido acético aumenta com o aumento da
temperatura e do tempo, entretanto, diminui ao a 220°C/15 min. Este fato pode ter ocorrido devido
a perda por volatilizacdo ou conversdo de dcido acético a outro composto ndo avaliado neste

estudo.
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Figura 27. Valores de 4dcido acético obtidos de 100 g de bagaco da cana de agicar
(base seca) durante tratamentos térmicos.
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Nas fotografias eletronicas de varredura é possivel ver em detalhes caracteristicas do
material in natura e tratado. Na Figura 28, o bagaco in natura se apresenta em estrutura
organizada em fibras, constituidas por longos canais. Ao longo das paredes destes canais € possivel
observar os poros, que permitem a permeacdo de liquidos durante transporte de seiva na planta.
Estes poros sdo importantes durante hidrélise, pois representam os pontos onde se inicia a

desestruturacdo da fibra organizada tal como se apresenta no bagaco.

Iz
27-May-2011 1 10pn  p—roi = 27-May-2011
| LRAC/FEQ/Uni camp LRAC/FEQ/Uni camp

Figura 28. Bagaco de cana de agicar in natura. Fotografia eletronica de varredura. Direita: vista
longitudinal. Esquerda: vista transversal. Ambas em aumento de 2.000x.

Apods tratamento térmico 0s poros vao se abrindo e a estrutura tridimensional da fibra
comega a se desfazer. Tratamento hidrotérmico a 220°C por 5 min causa degradacdo da fibra do
bagaco que pode ser vista na Figura 29. Neste caso, baseando-se nas fotos e nos resultados da
andlise de composi¢do das fracdes do bagaco, pode-se afirmar que houve rompimento das cadeias

amorfas de hemicelulose e desestruturacao das cadeias cristalinas de celulose.
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Figura 29. Bagaco hidrotermicamente tratado a 220°C/5min. Fotografia obtida por microscopia eletronica
de varredura. (a) Aumento de 450x (b) Aumento de 2.000x.

Em tratamento mais dréstico, 220°C por 15 min, o residuo sélido obtido apresenta-se sob a
forma de particulas menores que aquelas do bagaco in natura (Figura 30a) e é constituido
basicamente pela estrutura cristalina de celulose. Neste caso 0s poros ja se apresentam abertos de
tal forma que toda a estrutura da fibra foi praticamente desfeita. Houve liberacdo de toda a
hemicelulose, restando apenas um esqueleto estrutural de celulose (Figura 30b), constatado pelo

teste de determinagdo da fracdo celuldsica.

" ‘
27-May-20114 30pn  ———— Mag= 2.00 K X 27-May-2011

Figura 30. Bagaco hidrotermicamente tratado a 220°C/15min. Fotografia obtida por microscopia
eletronica de varredura. (a) Aumento de 450x (b) Aumento de 2.000x.

Pode-se verificar que o tratamento térmico em presenga de dgua € capaz de remover as

fracdes constituintes do material hemicelulésico. Devido as caracteristicas peculiares a cada
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fracdo, o tratamento pode ser especifico para cada grau de desestruturacdo do material que
pretende-se alcancar a fim de se obter diferentes hidrolisados. Claramente, observou-se que a

estrutura hemicelulésica € mais sensivel 4 hidrélise térmica. O que se deve tanto pela sua

organizacdo estrutural amorfa quanto pela posi¢ao na configuracdo das fibras.
5.3.2. Fermentacao

A concentracdo dos agucares em cada etapa da hidrdlise (bagaco hidrolisado térmica e

enzimaticamente) pode ser verificada na Tabela 13, abaixo:

Tabela 13. Concentracdoes de acucares e 4cido acético encontrados no
hidrolisado obtido a partir de 100 g de bagaco da cana de agucar diluido em
1150 mL de 4gua apds hidrdlise térmica (220°C/5 min/24.2 bar/ 345 rpm)
seguida de hidrdlise enzimdtica por Celulase 15 FPU, Celobiase 60 CBU e
Xilanase 300 XU por grama de matéria seca.

glicose xilose  arabinose acido acético
() (8 () ()
Hidrdlise térmica 12,3 21,5 0,2 3
Hidroélise térmica + 41 25 0.5 5

Hidrdlise enzimatica

No hidrolisado final o teor de agticares livres chegou a 66 g L.

Ap6s hidrélise enzimdtica, nenhuma celulose ou hemicelulose foi detectada. O meio de

cultivo MRSyt continha 51,37 g L de monossacarideos totais (essencialmente glicose e xilose).

Tabela 14. Parametros cinéticos no crescimento de B. coagulans 162 em meio de
cultivo contendo hidrolisado

So(gL™ Ypis Qy(gL'h™ uy (h™)
Xilose (20)
Glicose (31) 0,96 4.11 2,8

Na fermentacdo foi obtido rendimento de 0,96 e produtividade volumétrica igual a 4,11 g L™
h™ na produgio de 4cido latico. Ndo foi detectado residual de agticares ao fim da fermentagio ou

producio de 4cido acético.

B. coagulans 162 mostrou em outros estudos grande potencial para converter os acucares

naturalmente presentes em residuos lignoceluldsicos a dcido latico. PATEL er al. (2004) isolaram
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uma linhagem identificada como B. coagulans 17C5 capaz de converter o hidrolisado da cana de
acucar em dcido latico e concentracdes muito baixas de etanol, dcido acético, dcido férmico e
acido succinico. Mais recentemente, alguns estudos mostraram a habilidade da linhagem Bacillus
coagulans em produzir 4cido latico a partir de hidrolisados lignoceluldsicos ricos em pentoses,

especialmente xilose (MAAS et al., 2008; WALTON et al., 2010).

tempo (h)

Figura 31. Fermentacdo de B. coagulans 162 em meio de cultivo contendo
hidrolisado do bagago da cana de acucar obtido através de hidrdlise
hidrotérmica seguida de hidrdlise enzimatica.

- @--glicose --@--xilose -4 arabinose —©& —acido latico

OU et al. (2010) obtiveram de xilose e glicose, altos niveis de 4cido latico, 160 e 180 g 1!
respectivamente, usando a espécie B. coagulans 36D1 em regime de batelada alimentada. Quando
batelada alimentada foi conduzida simultaneamente com sacarificacdo (SSF) de celulose cristalina
comercial (SOLKA FLOC) por enzimas fungicas (Biocellulase W, KERRY BIOSCIENCES,
Cork, Ireland), foi alcancado 80 g I"' de 4cido ldtico e rendimento préximo a 80%, a 50 °C e pH
6,0, Para evitar a inibi¢ao causada pelo produto, os autores usaram CaCO3 para sequestrar o dcido
latico.

109



WALTON et al. (2010) utilizaram B. coagulans linhagem MXL-9 para conversdao de
extratos hemicelulésicos contendo 45, 21,4 e 15,6 g I de monossacarideos totais. Os autores
obtiveram conversiao de 90% da xilose (20 g 1'1) em 4cido latico (18 g 1'1) em meio controle sem
inibidores. Seus resultados sdo préximos aqueles encontrados em nossos estudos utilizando meio
sintético MRSgax (85%). Eles obtiveram 40,5 g I'! de 4cido latico a partir de 45,8 ¢ 1! de
monossacarideos, alcancando eficiéncia de 88,6% apds 50 h. Em experimentos contendo
inibidores, foi observada fase lag. Ap6s 58 h, 44 g 1" de acucares foi convertidaa 33 g 1" de 4cido

latico alcancando eficiéncia de 75%.

PATEL et al. (2004, 2005, 2006) relataram o uso de espécies isoladas, Bacillus sp. linhagem
17CS, Bacillus sp. Strain 36D1 e Bacillus coagulans para conversdo de agucares contidos em
hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana de aguicar. Os microrganismos mostraram habilidade
em converter hexose e pentose presentes no xarope de hidrolisado da cana de acticar suplementado

com corn steep liquor.

Em nossos estudos, Bacillus coagulans 162 demonstrou preferéncia pelo “uptake” de glicose
em detrimento da xilose ou arabinose em vdrios testes (frascos agitados, batelada e fermentacdo
semi-continua). Diferentemente, TEMUDO et al. (2009) ndo observou distingdo entre a captura de
glicose e xilose em meio de cultivo onde ambos estavam presentes como substrato por cultura

mista composta por duas linhagens de bactérias laticas isoladas.

Dentre vérias caracteristicas desejdveis para um organismo utilizado biotecnologicamente,
Bacillus sp apresenta alta eficiéncia na conversdo de carboidratos, relativa tolerancia a inibidores
naturalmente presentes em hidrolisados hemiceluldsicos, alta temperatura de crescimento
limitando crescimento de competidores e compativel com a temperatura de hidrélise enzimética,
nao necessidade de esterilizagdao em plantas industriais e seguranca a saide humana. Manipulagcdo
genética pode ser explorada; conhecimento do compostamento da linhagem selvagem é o primeiro

passo.
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5.4. Conclusao

A hidrdlise térmica foi mais efetiva na remog¢do da fracdo hemicelulésica do bagaco in
natura. A fragcdo sélida residual do bagago continha essencialmente celulose, que foi hidrolisada

pelo uso das enzimas hidroliticas.

Fermentacdo a partir de meio de cultivo MRSyt contendo aproximadamente 51,37 g L de
acticares totais produziu 49,30 g L™ de 4cido litico, alcangando Y igual 0,96. A fermentagdo em
meio MRSyt ndo apresentou fase lag possivelmente porque o indculo foi adaptado previamente em
meio contendo hidrolisado. Nas concentracdoes de &4cido acético obtidas no meio contendo
hidrolisado hidrotérmico ndo houve inibicdo do crescimento microbiano e na producdo de acido

latico.
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6. CINETICA FERMENTATIVA DE Bacillus coagulans 162 EM MEIO DE
CULTIVO CONTENDO HIDROLISADO DO BAGACO EXPLODIDO A
VAPOR

6.1. Resumo

A explosdo a vapor consiste em aquecer o material imido sobe alta pressdo e trazé-lo para
uma regido de baixa pressao em fracdo de segundos. O efeito da expansao do vapor de dgua entre
as fibras do bagago provoca a ruptura da fracdo hemicelulésica com consequente liberacdo de
oligdmeros e mondmeros. A fragdo celuldsica, como pode ser observada, foi bem menos afetada,
tendo em vista que sua estrutura cristalina garante uma maior rigidez. H4 liberac@o de lignina, bem
como formacdo de inibidores HMF, furfural e acido acético. A dgua de lavagem do bagaco
explodido a vapor é composta essencialmente por xilose, componente principal da fracdo
hemicelulésica, permanecendo a fragdo celuldsica praticamente intacta. Neste tipo de processo,

havendo interesse pela hidrdlise da fracdo celuldsica, € necessdrio lancar mao de processos

enzimaticos.

Este estudo teve o objetivo de verificar o desempenho do B. coagulans 162 em meios de
cultivos contendo hidrolisados do bagaco da cana de agicar explodido a vapor para produgdo de L-
acido l4tico. A partir deste residuo, trés hidrolisados foram obtidos: 1) 4gua de lavagem do bagaco,
contendo essencialmente a fracdo hemiceluldsica do bagaco; 2) d4gua de lavagem concentrada por
rota-evaporagdo e 3) bagaco hidrolisado enzimaticamente, contendo as fracdes hemiceluldsica e

celulosica.

Na fermentacdo da 4gua de lavagem do bagaco explodido a vapor contendo 3,64 g L' de
acucares totais foi obtido rendimento (Yp/s) de 0,9 e produtividade volumétrica (Qp) igual a 0,225
g L h'!. Na fermentacdo da dgua de lavagem do bagaco explodido a vapor concentrado por rota-
evaporacio, contendo 125 g L' de acticares totais foi obtido rendimento (Yp/s) de 0,9 e
produtividade volumétrica (Qp) igual a 0,081 g L' h™'. Na fermentacio do hidrolisado obtido a
partir do bagaco explodido a vapor hidrolisado enzimaticamente contendo 46 g L' de aciicares

totais foi obtido rendimento (Yp/s) de 0,85 e produtividade volumétrica (Qp) igual a 0,095 g L''h™".
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6.2. Materiais e métodos
6.2.1. Obtencao dos hidrolisados

Para obtencdo dos hidrolisados foram utilizados bagaco explodido, gentilmente cedido pelo

Centro de Tecnologia canavieira (CTC), localizado em Piracicaba, SP.
6.2.1.1. Agua de lavagem do bagaco explodido a vapor

O bagaco explodido a vapor e dgua destilada foram misturados numa propor¢do de 1:9 e a
mistura foi agitada a 300 rpm e 50°C por 2 horas. A mistura final foi filtrada e a fracdo liquida

utilizada como fonte de agtcares para fermentacao.
6.2.1.2. Agua de lavagem do bagaco explodido concentrado por rota-evaporacao

A dgua de lavagem obtida no item 6.2.1.1 foi concentrada em rota-evaporador a 30°C. Os

teores de inibidores e agucares foram analisados.
6.2.1.3. Bagaco explodido a vapor seguido de hidrdlise enzimatica

Uma mistura de bagaco explodido e &dgua destilada na propor¢do 1:9 (base seca) foi
estabilizada a temperatura de 50°C. O pH foi ajustado com CaCOj; para 4,8. As enzimas celulase
(15 FPU/g bagaco seco), celobiase (60 CBU/g bagaco seco) e xilanase (300 XU/g bagago seco)
(NOVOZYMES, Dinamarca) foram adicionadas e a mistura de reacao foi agitada a 50 rpm por 48
h. O extrato resultante foi filtrado, a fra¢do sélida foi descartada e a fracdo liquida utilizada como

fonte de acucares para fermentacao.
6.2.2. Caracterizacao do bagaco explodido a vapor

A caracteriza¢do quimica dos bagacgos in natura e explodido a vapor foi feita empregando a
metodologia analitica desenvolvido por ROCHA et al. (1997), validado por GOUVEIA et al.
(2009) e descrito por DA SILVA (2009). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

6.2.2.1. Preparo da amostra — Hidrolise acida com H,SO,

Os bagacgos foram secos em estufa (60°C) até obtengao de peso constante. O material foi
triturado em particulas de 20 mesh. Amostras com 1 g (base seca) foram pesadas em balanga semi-
analitica (0,01 g de precisdo) e transferidas para tubos de ensaio (70 mL) para ser tratadas com 10
mL de acido sulftirico 72% sob agitacdo vigorosa em banho termostatizado a 45,0 + 0,5°C por 7
minutos. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 50 mL de dgua destilada. A amostra foi
quantitativamente transferida para frascos Erlenmeyer (500 mL) que teve seu volume completo
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para 275 mL. Hidrdlise completa dos oligdbmeros remanescentes foi realizada fechando-se os
erlenmeyers com papel aluminio e submetendo-os a autoclave por 30 min a 1 kgf/cm” a 121°C.
Ap6s descompressdo, os Erlenmeyers foram retirados e trazidos para a temperatura ambiente. A
mistura de reagao foi filtrada (Whatman n°4) e o filtrado transferido para um frasco volumétrico
(500 mL) completo com a 4dgua de lavagem do material retido no filtro. A fra¢do sélida foi usada
para determinacao de lignina insoldvel (lignina de Klason) e cinzas. A fragcdo liquida foi usada para
determinacdo de agucares (glicose, xilose, arabinose e celobiose), lignina solivel e inibidores

(acido acético, furfural e HMF).

6.2.2.2. Métodos analiticos

6.2.2.2.1. Determinacao de aciicares

Glicose, xilose e arabinose foram determinadas por cromatégrafo de ions em equipamento
METROHM, composto por bomba Professional IC 850 Anion-MCS-LP Gradient, amostrador com
injecdo automdtica 863 Compact Auto Sampler, detector amperiométrico 871 Advanced Bioscan e
interface 771 IC Compact. Foram usadas duas colunas Metrosep Carb 1-150 (copolimero
poliestireno/divinilbenzeno, tamanho da particula de 5 um; 150 x 4,0 mm) conectadas em série e

NaOH 100 mM como fase mével. Foi utilizado volume de injecao de 20 pL.
6.2.2.2.2. Determinacao de acidos

Os éacidos latico, acético e formico foram determinados por cromatégrafo de fons acima
citado. Foi usada coluna Metrosep Organic Acid (250 x 7,8 mm), METROHM AG CH 9101,

usando H,SO4 0,5 mM como fase mével. Foi usado volume de injecao de 196 pL.
6.2.2.2.3. Determinacao de furfural e HMF

Furfural e HMF foram determinados por HPLC (high-performance anion-exchange
chromatography) em equipamento WATERS (USA) composto por uma coluna C18 modelo Delta
Pak (150 x 3,9mm) 5um, 300A com pré-coluna, estabilizado a temperatura de 25°C. Equipado
com bomba modelo 515 e auto-sampler modelo 717. A detecgdo foi feita por detector UV modelo
486 a 280 nm. Foi utilizado fluxo 0,5 mL min"' e volume de injeg¢do: 10 pL. A andlise foi

monitorada pelo Software Empower 2,
6.2.2.2.4. Determinacao de células totais e viaveis

Células totais e vidveis foram determinadas de acordo com metodologia descrita no item
3.2.3.3.3.
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6.2.2.3. Calculos

6.2.2.3.1. Determinacao do teor de acuicares
O teor de agucares foi calculado de acordo com o descrito por RABELO (2010) através da

equagao

(%) = (C x f, x Vy) x 100% (eq. 7)

M;
Onde:
C = concentracao de acticar na amostra (g LY
F. = fator de correcao do método
V¢ = volume final do hidrolisado (0,285 L)

Mg = peso seco da amostra (g)

6.2.2.5.2. Determinacao do teor de celulose

O teor de celulose foi determinado baseando-se no teor de celulose e glicose de acordo com a

equagao:

Celulose (%) = M((0,95) + M(0.90) x 100% (eq. 8)
Mg

Onde:

Mc = teor de celulose
Mg = teor de glicose

Mg = peso da amostra

6.2.2.5.3. Determinacao do teor de hemicelulose
O teor de hemicelulose foi determinado utilizando-se os teores de xylose e arabinose

multiplicados pello fato 0,88 de acordo com a equagdo que se segue:

Hemicelulose (%) = (Mx + M)*0,88%100% (eq. 9)
Onde:

M, = teor de xilose

My = teor de arabinose
116



6.2.2.5.4. Determinacao do teor de lignina solivel
A lignina soluvel foi medida utilizando-se espectrofotometria. Amostra diluida

convenientemente foi lida a 220nm e a quantificacdo foi feita mediante curva padrao.

6.2.2.5.5. Determinacao do teor de lignina insolivel

O material remanescente no filtro foi lavado com 41 de 4gua destilada (até aproximadamente
pH 7,0) para completa remocgao de 4cido residual. Os filtros foram secos em estufa a 80°C até peso
constante. A porcentagem de lignina insolivel foi calculada em relacdo ao material lignoceluldsico

descontando o peso das cinzas. A lignina de Klason foi determinada de acordo com FUENTES

(2009):

Lignina de Klason (%) = M — (m¢ + m,) x 100% (eq. 10)
Mg
Onde:

M = peso seco filtro + lignina insoldvel + cinzas (g)
mg = peso do filtro seco (g)
m, = peso das cinzas (g)

Mg = peso das amostras secas (g)

6.2.2.5.6. Determinacao dos teores de cinzas
O material seco remanescente nos filtros foi colocado em cadinhos de porcelana previamente

tarados e calcinados. Os cadinhos foram entdo pré-calcinados a 400°C por 1 h e entdo calcinados a

800°C por 2 h. O residuo obtido foi pesado.

6.2.3. Fermentacao

6.2.3.1. Microrganismo
Neste estudo foi utilizada a bactéria Bacillus coagulans 162, obtida da colecdo de
microrganismos do ATB — Leibnitz Institute for Agricultural Engineering (Potsdam, Alemanha) e

conservada de acordo com o descrito no item 3.2.3.2.

6.2.3.2. Meios de cultivo
Foram preparados trés meios de cultivo contendo os hidrolisados obtidos da 4gua de lavagem
(1), 4gua de lavagem concentrado por rota-evaporacao (2) e bagago explodido a vapor hidrolisado

enzimaticamente (3). Os meios de cultivo contendo hidrolisado do bagagco da cana de acticar
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explodido a vapor foram denominados MRSsg1, MRSgE2 € MRSgE3, respectivamente. Os meios de
cultivo continham extrato de levedura (15 g L'l); fosfato de potdssio monobdsico (2 g L'l); sulfato
de magnésio (0,1 g L™); sulfato de manganés (0,05 g L") e hidrolisado. Os hidrolisados foram
esterilizados separadamente (118°C/15min) para evitar reacdes de escurecimento nao enzimaticas
e, para preparo do meio de cultivo, foram adicionados a solu¢do concentrada de nutrientes na

proporcao de 1:3 (solu¢do nutriente concentrada:hidrolisado).

6.2.3.3. Inéculo
Uma algcada de células jovens (24 h) foi inoculada em 80 mL de meio de cultivo MRS

modificado acima descrito, contido em frasco Erlenmeyer (250 mL). O frasco foi submetido a

52°C a 150 rpm por 18 h.

6.2.3.4. Experimento

A fermentacdo foi realizada em batelada em biorreator Newbrunswik (USA), com
capacidade de 2 L de volume qtil. Inicialmente, o in6culo (80 mL) foi adicionado a 720 mL de
meio estéril contido no biorreator. O pH 6,0 foi mantido constante pela adicio de solucdo de

NaOH 20%. O sistema foi submetido a agitacao de 150 rpm e temperatura de 52°C.

Amostras foram retiradas a cada 2 h para obtencdo da cinética de crescimento microbiano,

determinacao de 4cido latico, dcido acético, dcido férmico, glicose, xilose e arabinose.

6.2.3.5. Procedimentos analiticos
O meio fermentado foi filtrado em membrana de 0,22 um Millipore, convenientemente

diluido e levado para andlise em cromatdgrafo.

6.2.3.5.1. Determinacao de acdicares

Glicose, xilose e arabinose foram determinadas conforme metodologia descrita no item

6.2.2.2.1.

6.2,3,5.2, Determinacao de acidos

Os 4acidos latico, acético e férmico foram determinados conforme metodologia descrita no

item 6.2.2.2.2.

6.2,3,5.3, Determinacao de células totais e viaveis

O numero de células totais e vidveis foi determinado conforme metodologia descrita no item
3.2.3.3.3.
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6.2.3.5.4. Quiralidade do acido latico
A quiralidade do acidp latico foi determinada utilizando-se kit D-lactic acid / L-lactic acid

BOEHRINGER MANNHEIM (fabricante Boehringer Mannheim GmbH, Germany).

6.2.3.5.5. Determinacao de furfural e HMF

Furfural e HMF foram determinados de acordo com metodologia descrita no item 6.2.2.2.3.

6.3. Resultados e discussao

6.3.1. Caracterizacio do bagaco

Apés tratamento de explosdo a vapor pode-se verificar que grande parte da fracdo
hemicelulésica foi liberada para o meio sob a forma de oligdmeros e mondmeros. A fracdo
celulosica também sofreu perda parcial, mas em quantidade significativamente inferior a de

hemicelulose (Tabela 15).

Tabela 15. Fracdes obtidas do bagaco antes e apds
tratamento de explosdo a vapor

Bagaco Bagaco
in natura explodido a vapor
celulose 30 27
hemicelulose 23 4

Com a remocdo da fragdo de hemicelulose, a estrutura de celulose fica enfraquecida, uma
vez que estas duas estruturas se apresentam intimamente ligadas, o que torna a estrutura cristalina
da celulose mais acessivel ao ataque de enzimas liticas, empregadas numa posterior etapa de

hidrélise enzimatica.
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6.3.2. Obtencao dos hidrolisados
A concentragdo dos principais componentes encontrados nos hidrolisados do bagaco

explodido a vapor podem ser vistos Tabela 16, abaixo:

Tabela 16. Concentracdes encontradas nos diferentes hidrolisados obtidos a partir do bagago da cana
de agucar explodido a vapor (100 g de bagaco seco/900 g de dgua destilada).

Xilose Glicose Arabinose HMF Furfural ;tg?c(;
(gL ®L" &L)  (pm)  (ppm) 1
(gL?)
Agua de lavagem 3,62 1,04 0,30 363 497 1,89
Agua de lavagem
concentrada por rota- 134 25 8 12 406 2620 15
evaporagao
Bagacgo explodido seguido )1 36 4 390 500 3

de hidrdlise enzimdtica

Na dgua de lavagem do bagaco explodido a vapor pode-se verificar maior concentragao de

xilose que glicose, devido a degradacgao essencialmente da fragdo hemicelulésica.

Durante concentracdo da dgua de lavagem por rota-evaporagdo, houve particio do furfural
para a fracdo evaporada, o que € desejdvel do ponto de vista de processo fermentativo. Entretanto,

0 mesmo ndo ocorreu com o HMF, que permaneceu no concentrado.

A hidrélise enzimética do bagaco explodido a vapor ndo gerou estatisticamente significativo
furfural e HMF no hidrolisado. Toda a fragc@o celuldsica e hemiceluldsica foi degradada liberando

0s monOmeros de acucares.

Devido ao alto teor de inibidores encontrado no hidrolisado concentrado por rota-
evaporacdo, o processo de detoxificacdo foi realizado. Foi utilizado carvao ativado na
concentracdo de 5% em relacdao a massa de bagaco. A mistura foi agitada por 2 h a temperatura

ambiente em agitador orbital e filtrado em papel WHATMAN n°4.
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O efeito que o tratamento por explosao a vapor provoca na estrutura da fibra do bagaco pode
ser visualizado comparando-se as Figuras 32 e 33, Quando a fracdo hemicelulésica se degrada, a
fracdo celuldsica fica mais exposta e acessivel a acdo de enzimas celuloliticas. Além disso, hd

liberagdo de oligdmeros e mondmeros (xilose e arabinose, essencialmente).

27-May-2011
LRAC/FEQ/Uni camp

27-May-2011
LRAC/FEQ/Unicanp

27-May-2011 = 27-May-2011
LRAC/FEQ/Unicanp LRAC/FEQ/Unicamp

Figura 33. Fotografia eletronica de varredura do bagaco explodido a vapor. Aumento de 5 000x.

Comparando-se as imagens do bagago antes eapds tratamento por explosdo a vapor pode-se
observar claramente o efeito que este exerce sobre as fibras do material lignocelulésico. Além do
efeito de fragmentacdo do material, pode-se verificar que a fragcdo celul6sica fica mais exposta e hd
liberacdo de mondmeros e oligdmeros constituintes da fracdo hemiceluldsica. A estrutura fibrosa,

antes organizada longitudinalmente , apds tratamento de explosao a vapor, rompe-se € contorce-se
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sob seu proprio eixo. Porém, associado a liberacdo de acuicares, pode-se observar também a
conversdo destes em compostos de coloragdo escura, ocasionados por reagdes de escurecimento
nao enzimdtico como o furfural e o hidroximetilfurfural. Além disso, pode-se verificar em anélises

cromatograficas a formacao de dcido acético, pela liberagao de grupos acetil das pentosanas.

6.3.3. Fermentacao

Como o extrato de levedura fornece carboidratos para fermentacao além de fatores de
crescimento, foi preciso considerar a quantidade de 4cido latico e biomassa foram produzidos a
partir deste substrato como fonte exclusiva de carbono nos cdlculos de rendimento em produto e
células. Foi feito um teste em agitador orbital para determinar qual a quantidade de biomassa e
dcido latico foram produzidos a partir somente do extrato de levedura que estava presente no meio.
Observou-se que 4 g L' de biomassa e 5 g L™ de 4cido ldtico sdo obtidos a partir de 15 g L' de

extrato de levedura.

Os meios de cultivo obtidos a partir dos hidrolisados continham menor concentracdo de
acucares devido a dilui¢ao ocasionada pela adicdo de compostos nutrientes essenciais como fatores
de crescimento microbiano. Na Tabela 17 pode-se visualizar a concentracdo dos principais

componentes do hidrolisado no meio de cultivo:

Tabela 17. Concentragcdes encontradas nos diferentes meios de cultivo obtidos a partir dos
hidrolisados do bagaco da cana de agucar explodido a vapor

Xilose Glicose Arabinose HMF Furfural Ac}nslo
1 1 1 aceético
(gL™) (gL™) (gL™) (ppm) (ppm) 1
(gL
MRSgp1 2,7 0,75 0,22 0,275 0,370 1,40
MRSge2 100 19 6 <10 <10 5
MRSgg3 16 27 3 300 375 2,25

Na fermentacdo da dgua de lavagem do bagaco explodido a vapor contendo 3,64 g L' de
acucares totais (MRSg1) foi obtido rendimento (Yp/s) de 0,9 e produtividade volumétrica (Qp)
igual a 0,225 ¢ L' h™!. A fermentacdo finalizou em 4 h produzindo predominantemente dcido latico

(Figura 34).
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Figura 34. Fermentacdo do meio de cultivo MRSgg1 contendo dgua de lavagem
do bagaco de cana de actcar explodido a vapor

Na fermentacdo da dgua de lavagem do bagaco explodido a vapor concentrado por rota-
evaporacio, contendo 125 g L' de agticares totais (MRSs:2) foi obtido rendimento (Yp/s) de 0,9 e
produtividade volumétrica (Qp) igual a 0,081 g L' h'. A fermentacio finalizou em 11 h
produzindo predominantemente acido latico (Figura 35). Houve presenca de fase lag devido
provavelmente a maior concentracdo de acucares e/ou dcido acético inicialmente no meio.

Contudo, o rendimento parece nido ter sido comprometido.
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Figura 35. Fermentacdo do meio de cultivo MRSgg2 contendo dgua de lavagem
do bagaco de cana de agtcar explodido a vapor concentrado por rota-evaporagao
e detoxificado.
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Na fermentacdo do hidrolisado obtido a partir do bagaco explodido a vapor hidrolisado
enzimaticamente contendo 46 g L' de aclcares totais (MRSg:3) foi obtido rendimento (Yp/s) de
0,85 e produtividade volumétrica (Qp) igual a 0,095 g L'h™. A fermentagdo finalizou em 9 h

produzindo predominantemente 4cido latico (Figura 36).
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Figura 36. Fermentacdo do meio de cultivo MRSgg3 contendo bagago de
cana de agticar explodido a vapor seguido por hidrélise enzimatica.

Como verificado anteriormente em meio sintético, B. coagulans 162 utilizou
preferencialmente a glicose em sua via fermentativa. Alguns autores atribuem o consumo da
glicose a via EMP. Somente quando a glicose se esgota do meio, o microrganismo se adapta para
consumir as pentoses disponiveis, neste caso, xilose e arabinose, e provavelmente o faz pela via
das Pentose-fosfato, tendo em vista o alto rendimento em dcido latico. Pequena quantidade de
dcido acético é produzida, mas nao suficiente para caracterizar esta como uma fermentacao

heterolatica.
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O ndmero de células totais aumentou com o aumento da concentragdo de agiicares no meio
(Figura 37). No meio com maior concentracio de agtcares (125 g L') pode-se observar presenca

de fase lag. A bactéria precisou de algum tempo para se adaptar ao meio de cultivo.
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Figura 37. Curva de crescimento de B. coagulans 162 em meio de cultivo
contendo diferentes hidrolisados do bagaco da cana de acucar explodido a
vapor.
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Parece claro o potencial do B. coagulans 162 para conversdo dos agucares naturalmente
presentes nos residuos lignocelulésicos em 4cido latico. Outras bactérias pertencentes a mesma
espécie também mostraram esta caracteristica. PATEL et al. (2004) isolaram a linhagem B.
coagulans 17C5 capaz de converter o hidrolisado do bagaco da cana de agicar em acido ltico e
quantidade muito baixa de etanol, 4cido acético, 4cido férmico e 4cido succinico. Mais
recentemente, alguns estudos mostraram a habilidade de linhagens de Bacillus coagulans na
producdo de acido latico de hidrolisados lignoceluldsicos ricos em pentoses, especialmente xilose

(MAAS et al., 2008; WALTON et al., 2010).

OU et al. (2010) obtiveram de xilose e glicose altos niveis de acido lético, 160 e 180 g L!
respectivamente, usando o microrganismo B. coagulans 36D1 em batelada alimentada. Quando o
processo de batelada alimentada foi combinada com sacarificagdo simultanea de celulose cristalina

comercial por enzimas fungicas foi alcancada concentracdo de 80 g L' de 4cido latico e
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rendimento préximo a 80%, a 50°C e pH 6,0, Para superar a inibicdo causada pelo produto, os

autores utilizaram CaCQOj3 para sequestrar o dcido latico.

A Tabela 18 mostra os dados cinéticos obtidos durante a fermentacdo. Em todas as
fermentagdes foram observadas a formacdo essencialmente L-4dcido latico (99% pureza), utilizando

meio hidrolisado ou sintético.

Tabela 18. Dados cinéticos obtidos na fermentacdo de hidrolisados por B. coagulans 162.

Meio de cultivo So (g L'l) Ypss Qp(g L?! h'l) Hx (h'l)
Arabinose (0,22)
MRSg1 Xilose (2,7) 0,90 0,225 0,8
Glicose (0,75)

Arabinose (6)
MRSgE2 Xilose (100) 0,90 0,081 1,25
Glicose (19)

Arabinose (3)
MRSgE3 Xilose (16) 0,85 0,095 1,3
Glicose (27)

Quando se trabalha com hidrolisado lignocelulésico alguns obstaculos precisam ser
superados. Dentre os vdrios componentes no processo fermentativo como O microrganismo
selecionado, o substrato utilizado, as enzimas necessdria, 0 custo com o substrato aparece como
fator chave para determinacdo da viabilidade econdomica do processo. Entretanto, quando se fala
em conversao de materiais lignoceluldsicos este fator chave passa a ser o custo com a hidrélise, o
que pode ser interpretado como custo com enzimas celuloliticas ou energia gasta em processos
térmicos. Entre estes dois, com certeza o custo com enzimas € o limitante. Entdo, a inviabilidade
da utilizagdo de matérias primas lignocelulésicas é devida ao custo elevado das enzimas
necessdrias para a hidrdlise, o que onera a producdo em escala industrial. Outro problema
enfrentado na utilizacdo de hidrolisados de residuos € a dificuldade de se concentrar os acucares
uma vez que a eficiéncia do tratamento térmico na hidrélise depende do contato das fibras com a
dgua. Com pouca quantidade de dgua o tratamento pode ndo ser efetivo e haver desperdicio do
potencial energético empregado na lise das cadeias hemiceluloliticas. Entretanto, com excesso de
agua, o hidrolisado se torna mais diluido onerando o custo pela necessidade de volume maior

durante processamento.
126



Quando se utiliza residuos como substrato para qualquer processo fermentativo, seja para a
producdo de bioetanol, dcido latico ou qualquer outro quimico biotecnologicamente, um pré-
tratamento se faz necessdrio para aumentar a extragdo dos agucares com potencial fermentativo.
Ou ainda para aumentar a acessibilidade das ligacdes glicosidicas para agdo das enzimas
lignoceluldsicas pela remocdo essencialmente da fracdo de lignina. Varios pré-tratamentos tém
sido testados como o emprego de dcidos organicos (XU et al., 2009), amodnia e dgua quente (KIM

& LEE, 2005), oxidagdo umida (VARGA et al., 2004) e explosdo a vapor (KOVACS et al., 2009).

Para definir o melhor pré-tratamento o custo precisa ser avaliado uma vez que enzimas sao
caras comparadas ao dcido sulfurico, por outro lado o alto nivel de fons inorganicos apds
tratamento 4cido complica a etapa de separacdo. Por isto, 0 impacto no custo em posteriores etapas

de separacgdo e purificacdo precisa ser considerado (GARDE et al., 2002).

O que € evidente, e 0 que vdarios autores tém feito mencao (LEE, 1997), a necessidade de
melhorar o processo tecnoldgico visando a utilizacdo de matérias primas de baixo custo e
utilizacdo de fontes alternativas de energia como o etanol em detrimento de combustiveis fosseis,

por exemplo.

A engenharia genética desempenha atualmente um importante papel na busca de alternativas
biotecnolégicas para producdo de compostos quimicos. Varios microrganismos tém sido
desenvolvidos para converter acticares de hidrolisados hemiceluldsicos em quimicos. ZHANG et.
al. (1995) adicionaram com sucesso genes de Zymomonas mobilis para producdo de etanol em
Escherichia coli e Klebsiella oxytoca, uma vez que Zymomonas mobilis ndo tem a habilidade de

usar pentoses apesar de seu enorme potencial para conversao de glicose.

Apesar de todos os obstaculos enfrentados, ndo se pode ignorar a importancia do uso da
biotecnologia como alternativa para solucionar os problemas para substituicdo dos produtos
quimicos obtido por fontes fosseis por aqueles obtidos de fontes renovaveis de energia. No cendrio
mundial, os bioplésticos compreendem uma soma de 10 a 15% de toda a producdo de polimeros
atualmente, um mercado que se projeta para aumentar para 25-30% até 2020 segundo alguns
estudos. Num contexto onde o setor de plastico ainda € o maior no mercado da industria

petroquimica (WALTZ, 2008).

Desde que os mercados de biocombustiveis e biomateriais se apresentam como
competidores, cada vez mais se pode afirmar que eles sdo, na verdade parceiros. E apesar de
atualmente quase todos os incentivos para pesquisa € desenvolvimento serem legitimadas em prol
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dos biocombustiveis, € indiscutivel a necessidade e o crescimento, ainda que lento, do interesse no
mercado mundial para o desenvolvimento de tecnologias que viabilizem a producdo de
bioplasticos. Sabe-se que para haver uma mudanca de comportamento econdmico por parte dos
investidores, € preciso também que haja a criacdo de regulamentacdo que suporte estes avangos.
Neste contexto, a Europa parece ter despertado mais cedo para este aspecto uma vez que, desde a
década de 90, sua legislacdo tem sido revista e novas leis criadas com o objetivo de abrigar e dar

suporte a essas novas tecnologias vindouras.

6.4. Conclusao

Acido 1itico com rendimento de 0,90, 0,90 e 0,86 foi obtido da fermentagao utilizando B.
coagulans 162 em meios de cultivo contendo, respectivamente, dgua de lavagem do bagaco
explodido a vapor, dgua de lavagem do bagaco explodido a vapor concentrado por rota-evaporacao
e bagaco da cana de agucar explodido a vapor hidrolisado enzimaticamente. A produtividade
volumétrica foi menor no meio com maior concentracdo de agtcares (Qp igual a 0,081 g L™ h™")

devido a fase lag que se estabeleceu no processo.

Como foi observada, a presenca de inibidores no hidrolisado do bagaco da cana de aguicar
explodido a vapor € constante. Nas fermentacOes realizadas, dentro da faixa de concentragdes de

inibidores no meio de cultivo, foi possivel produzir dcido latico com alto rendimento.

Entretanto, visando aumentar a produtividade, concentrar a dgua de lavagem pode
representar aumento de custo ao processo e a inclusdo de pelo menos duas etapas a ele:
concentracdo do caldo e detoxificacdo. Encontrar uma linhagem tolerante aos inibidores é

interessante do ponto de vista de processos, mas na pratica nao é algo simples.

Embora o microrganismo tenha necessitado de algum tempo para se adaptar ao meio contendo
hidrolisado foi possivel obter eficiéncias similares entre os trés meios. Foi possivel ainda verificar
a presencga de crescimento diduxico, onde o microrganismo apresenta preferéncia pelo consumo da

glicose em detrimento das pentoses, xilose e arabinose.
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7. ESTUDO DE INIBICAO NA PRODUCAO DE ACIDO LATICO E
NO CRESCIMENTO DE Bacillus coagulans 162 POR:

e XILOSE

e ACIDO ACETICO, FURFURAL E HMF

7.1. Resumo

Materiais lignoceluldsicos contém acgucares polimerizados na forma de celulose e
hemicelulose que podem ser liberados por hidrdlise, e, subsequentemente, fermentados para
producido de dcido latico por microrganismos, como por exemplo, Bacillus coagulans sp. Xilose e
glicose sdo os principais agucares obtidos de hidrolisados hemicelulésicos. Entretanto, o
rendimento e produtividade do &4cido latico podem ser prejudicados devido a presenca de
compostos inibidores, tais como 4cidos fracos, furano derivados e compostos fendlicos gerados

durante a hidrélise da lignocelulose.

Neste estudo, a habilidade do Bacillus coagulans 162 em diferentes concentracdes de xilose
foi avaliada. Otimas condi¢des de crescimento e nenhuma condi¢do limitante além da
concentracdo de xilose foram empregadas. A xilose foi escolhida para realizacdo do experimento
devido a sua presenga predominante no hidrolisado hemiceluldsico. O estudo de inibi¢do por xilose
foi realizado como o objetivo de explorar sua potencialidade na conversdo em 4cido latico em

meios com alta concentragdo de agucar, viabilizando sua aplica¢do industrial.

O estudo de inibi¢do provocada por compostos naturalmente presentes nos hidrolisados
lignoceluldsicos € util na medida em que fornece a faixa de concentragdo tolerada pelo
microrganismo, tanto para multiplicacdo celular quanto para obtencdo de produtos, fornecendo
informacdes para se conhecer a necessidade da etapa de detoxificagdo, posteriormente a obtenc¢ao

do hidrolisado e antes da fermentacdo.

Bacillus coagulans 162 apresentou em meio contendo apenas xilose rendimento méaximo
(Yys) igual a 0,95 quando 140 g L™ de aciicar inicial foi utilizado. Foi observada uma queda no
crescimento em concentracdes maiores que 150 g L', O inéculo foi preparado em meio contendo
xilose visando adaptacdo da cepa. O microrganismo adaptado mostrou habilidade de crescer sem

fase lag.

Neste capitulo, os resultados da inibicdio causada por dcido acético, furfural e

hidroximetilfurfural na fermentagdo por Bacillus coagulans 162 também sao apresentados. Foi
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possivel avaliar o efeito que cada composto causou individualmente na multiplicacdo celular e na
produgdo de 4cido latico. Compostos fendlicos, como o dcido cumarilico, coniferilico e sinapilico,
liberados da fragdo de lignina ndo foram considerados neste estudo de inibi¢do. A lignina insoltvel

também nao foi considerada.

O efeito causado por cada inibidor foi avaliado variando-se a concentracdo de cada um deles
tendo por base a concentracdo encontrada apds cinco etapas sucessivas de extracdo do bagaco

explodido a vapor.

Os ensaios foram realizados em frascos agitados contendo meio de cultivo com glicose (20 g
L") como principal fonte de carbono. O 4cido acético foi testado nas concentragdes de 0 a 10 g L™,
o furfural e o HMF foram testados nas concentracdes de 0 a 2 g L. Dentro da faixa testada, o
acido acético apresentou forte acdo inibitdria, tanto na produgdo de biomassa quanto de acido
litico. O furfural e o HMF apresentaram efeito inibitério em concentra¢des acima de 1,5 g L' na

producdo de biomassa, mas nenhuma reducao significativa no rendimento em 4cido latico.
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7.2. Introducio

Materiais lignoceluldsicos sdo constituidos por celulose, hemicelulose e lignina e incluem

grama, madeira, residuos florestais, residuos agricolas e sélidos urbanos.

A celulose ¢ um polimero linear de elevada massa molar composto por unidades de -1,4-D-
glicose ligadas e se apresenta como um material altamente cristalino (FAN er al., 1982). As
hemiceluloses sao polissacarideos ramificados, constituidos basicamente pelas pentoses D-xilose e
L-arabinose, e as hexoses D-manose, D-glicose, D-galactose e dcidos. A estrutura ramificada da
hemicelulose torna-a mais facilmente hidrolisdvel do que a celulose. Madeiras macias (por
exemplo, abetos e pinheiros) e folhosas (por exemplo, salgueiro, faia e carvalho) diferem na
estrutura e composicdo da hemicelulose (SAKA, 1991). A hemicelulose de madeiras macias tem
uma maior propor¢do de unidades de manose e glicose que a hemicelulose da madeira de lei, que
normalmente contém uma maior proporcdo de unidades de xilose. Além disso, a fracdo

hemiceluldsica € mais altamente acetilada em madeiras macias (FENGEL & WENGER, 1989).

A lignina é um polimero aromadtico sintetizado a partir de precursores fenilpropandide
(ADLER, 1977). As ligninas sdo divididas em duas classes: "ligninas guaiacil" e "ligninas
guaiacil-siringil", que diferem nos substituintes do esqueleto fenilpropandide. As ligninas guaiacil
possuem um grupo metoxi na posi¢ao carbono-3, enquanto as ligninas siringil possuem um grupo
metoxi-3 tanto no carbono-3 quanto no carbono-5. As madeiras macias e as madeiras de lei
pertencem as duas categorias respectivamente. As madeiras macias contém geralmente mais
lignina que as madeiras de lei (SAKA, 1991). A cana de agicar possui em média 30% de celulose,

25% de hemicelulose e 20% de lignina (soldvel e insolivel) (CHANDEL et al., 2012).

Procedimentos de hidrélise que consistem no tratamento do material lignoceluldsico a alta
temperatura podem levar a formacdo e liberacdo de varios compostos, desejaveis e indesejiveis.

As principais vias de degradagdo estdo esquematicamente apresentadas na Figura 38 abaixo:
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Residuos lignoceluldsicos
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Figura 38. Principais vias de degradacdo de materiais lignocelulésicos,
exemplificado a partir de madeira de Abeto. Adaptado de PALMQVIST &
HAHN-HAGERDAL (2000).

A hemicelulose ao ser degradada libera xilose, manose, dcido acético, galactose e glicose
(Figura 38, n° 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente). A celulose € hidrolisada em glicose. Altas
temperaturas e pressdes favorecem a conversao da xilose em furfural (Figura 38, n° 6) (DUNLOP,
1948). Da mesma forma, 5-hidroximetil furfural (HMF) (Figura 38, n° 7) é formado a partir da
degradacdo de hexose (ULBRICHT et al., 1984). Acido férmico (Figura 38, n° 8) é formado
quando furfural e HMF sdao decompostos (DUNLOP, 1948; ULBRICHT et al., 1984). Acido
levulinico (Figura 38, n° 9) é formado pela degradacdo do HMF (ULBRICHT et al., 1984). Os
compostos fendlicos sdo gerados a partir de decomposi¢ao parcial da lignina (BARDET et al.,
1985; LAPIERRE et al., 1983; SEARS et al., 1971), mas ha também relatos de sua formacao
durante a degradagdo de carboidratos (POPOFF & THEANDER, 1976; SUORTTI, 1983). No
hidrolisado hemicelul6sico do bagago da cana de aguicar obtido por explosdo a vapor os compostos

encontrados em maior quantidade sao furfural, HMF e 4cido acético (AGUILAR et al., 2002).

Nao hd estudos sobre a inibi¢ao causada por 4dcido acético, furfural e HMF no crescimento de

Bacillus sp na producao de 4cido lético. Entretanto, existem estudos que tentam explicar a inibi¢dao
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causada por estes compostos em outros microrganismos como a levedura S. cerevisiae, por

exemplo.

O mecanismo de inibicdo provocado pelo dcido acético € o mesmo atribuido a todos os
acidos fracos. Os dcidos sdo classificados como fortes ou fracos, dependendo da sua constante de
dissociacdo, K, (ATKINS, 1990). O pKa ¢é definido como o logaritmo negativo de K, e em
solucdes contendo o acido fraco em que o pH for igual ao pK,, as concentracdes entre as formas
ndo dissociada e dissociada do 4cido sdo iguais, e € onde, consequentemente, a capacidade de
tamponamento do 4cido € mais elevada. A concentragdao de acido ndo dissociado é uma funcao do
pH e do pK,, e aumenta com o decréscimo do pH (equacdo de Henderson-Hasselbach (ATKINS,
1990)). Os 4cidos fracos tém valores muito elevados de pK,. Os valores de pK,, por exemplo, a
forca i0nica zero para os dcidos acético, férmico, octandico e levulinico sdao 4,75 (25°C), 3,75
(20°C), 4,89 (25°C) (WEAST, 1975 e 1976) e 4,66 (25°C) (SONI et al., 1982), respectivamente. A
concentracdo de 4cidos ndo dissociados em hidrolisados lignocelulésicos €, portanto, muito

sensivel a pequenos desvios de pH préximos a pH 5.5.

Devido a sua capacidade de inibir o crescimento celular, os 4cidos fracos sdo utilizados como
conservantes de alimentos (BROWN & BOOTH, 1991). Acidos organicos fracos ndo dissociados
s@o lipossoluveis e podem difundir através da membrana plasmatica. A capacidade de inibi¢dao tem
sido atribuida a esta habilidade de influxo do acido ndo dissociado para o interior do citosol (AXE
& BAILEY, 1995; STOUTHAMER, 1979; VERDUYN et al., 1990; VERDUYN et al. , 1992;
WARTH, 1988). No citosol, a dissociacdo do 4cido ocorre devido ao pH intracelular neutro,
diminuindo o pH citosélico (PAMPULHA & LOUREIRO-DIAS, 1989). Assim, a concentracdo de
acidos ndo dissociados em hidrolisados lignocelul6sicos € muito dependente do pH sendo este,

portanto, um parametro importante durante a fermentacgao.

O pH baixo durante fermentacdo inibe a proliferacdo e a viabilidade celular também na
auséncia de 4cidos fracos, devido ao aumento do gradiente de prétons através da membrana
plasmdtica, o que resulta em um aumento na taxa de absorcdo passiva destes ions (VERDUYN et
al., 1990). A manutencao de um pH neutro intracelular € crucial para a viabilidade celular. Foi
observado que a atividade de multiplicagdo celular diminui linearmente com a reduc¢do do pH
intracelular (IMAI & OHONO, 1995). A faixa 6tima de pH para o crescimento B. coagulans 5,5-
6,5.
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Dois mecanismos tém sido propostos para explicar o efeito inibitério de 4cidos fracos:
desacoplamento e actimulo intracelular de anions (RUSSELL, 1992). De acordo com a teoria de
desacoplamento, a queda do pH intracelular resultante de fluxo de entrada de 4cidos fracos é
neutralizada pela acdo da ATPase da membrana plasmatica, que bombeia prétons para fora da
célula, a custa da hidrélise do ATP (STOUTHAMER, 1979; VERDUYN et al., 1992). ATP
adicional deve ser gerado, a fim de manter o pH intracelular, e sob condi¢des anaerdbicas isto é
conseguido por aumento da producdo de lactato, a custa da formacdo de biomassa. Em
concentracdes de 4cido elevadas, a capacidade de bombeamento de prétons da célula é esgotado,
resultando na deplecdo do teor de ATP, dissipa¢do da for¢ca motriz de prétons e acidificagdo do
citoplasma (IMAI & OHONO, 1995). No entanto, as formas anidnicas dos &4cidos acético,
propidnico e férmico sdo lipofébicos e ndo atravessam a membrana plasmdtica durante o
crescimento em glicose (CASAL et al., 1996). A dissipac¢ao da for¢ca motriz de prétons por dcidos
fracos tem sido questionada uma vez que cada molécula de dcido ndo dissociado conduz para a
importacdo de apenas um préton (RUSSELL, 1992). Isto estd em desacordo com desacopladores
sintéticos, tais como dinitrofenol, que podem atravessar a membrana plasmdtica em ambas as
formas, dissociada e nao dissociada, provocando uma taxa de importacdo de prétons. Tem sido
sugerido em vez disso, que a toxicidade dos 4acidos fracos € devido a acumulagdo de anion

intracelular (REFERENCIA).

De acordo com a teoria de acimulo de anions, o 4cido sob a forma anidnica é capturado e o
dcido ndo dissociado ird difundir para dentro da célula até que o equilibrio seja alcancado
(ROTTENBERG, 1979). Uma vez que a concentragdo de equilibrio do dcido nao dissociado é uma
funcdo do pH, a extensdo do actimulo intracelular serd uma fun¢do do gradiente de pH através da
membrana plasmadtica (RUSSELL, 1992). Em pH extracelular baixo, o actimulo intracelular de
anions atinge niveis elevados no microrganismo, pois ele mantém um pH intracelular neutro. Em
meios com misturas de glicose e 4dcido acético em pH baixo, a razdo do acimulo de anions foi
demonstrado com aumento 10-1000 vezes quando o pH foi diminuido de 6,0 para 3,5 (CASAL et
al., 1996). A atividade de enzimas glicoliticas, na presenga de dcido acético foi investigada,
mostrando que enolase foi a enzima mais sensivel, e que a inibi¢do era devido tanto a acidifica¢do

interna quanto pela interferéncia directa com o dcido (PAMPULHA & LOUREIRO-DIAS, 1989).

Nao hé estudos sobre a inibi¢do causada por furfural e HMF no crescimento de Bacillus sp
na producdo de &cido latico. Entretanto, o efeito inibitério causado por furfural e HMF foi

estudado na levedura S. cerevisiae na producdo de etanol, de onde se pode fazer algumas
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observagdes com base em suas rotas metabdlicas. O furfural pode ser metabolizado por S.
cerevisiae aerobicamente (TAHERZADEH et al., 1998), com oxigénio limitado (FIREOVED &
MUTHARASAN, 1986; NAVARRO, 1994) e sob condi¢des anaerébicas (PALMQVIST et al.,
1999). Durante a fermentacdo a reducdo do furfural a dlcool furfurilico ocorre com rendimentos
elevados (DIAZ DE VILLEGAS et al., 1992; PALMQVIST et al., 1999; TAHERZADEH et al.,
1998; VILLA, 1992). A inibi¢do do crescimento aerdbio de Pichia stipitis pelo 4lcool furfurilico
também foi relatada (WEIGERT ez al., 1988), enquanto que apenas ligeira inibicao do crescimento
anaerdbio de S. cerevisiae foi detectada (PALMQVIST et al., 1999). A oxidacdo do furfural a
acido furdico por S. cerevisiae ocorre principalmente sob condicdes aerdbicas (PALMQVIST et
al., 1999; TAHERZADEH et al., 1998). Um metabdlito identificado como um produto de reacdo
entre piruvato e furfural foi recentemente descoberto durante a fermentagdo na presenca de furfural
(TAHERZADEH et al., 1998). A taxa de reducdo do furfural aumentou com o aumento do
tamanho do inéculo (BOYER et al., 1992; CHUNG & LEE, 1984; NAVARRO, 1994), e com
aumento da taxa especifica de crescimento especifico em cultivo continuo (FIREOVED &
MUTHARASAN, 1986) e batelada (TAHERZADEH et al., 1998). A taxa de redugcdo em
fermentacdo anaerébia em batelada aumentou com o aumento da concentracdo de furfural até
aproximadamente 84 mmol g', diminuindo logo em seguida, devido provavelmente a morte

celular em concentragdes elevadas de furfural (PALMQVIST et al., 1999).

Ha estudos com S. cerevisiae que relatam que o furfural reduz sua taxa de crescimento
especifico (AZHAR et al., 1981; BOYER et al., 1992; NAVARRO, 1994), o rendimento de massa
celular em ATP (PALMQVIST et al., 1999) e a produtividade volumétrica (AZHAR et al., 1981;
NAVARRO, 1994). O crescimento microbiano mostrou-se mais sensivel ao furfural que a

producdo de etanol (PALMQVIST et al., 1999).

A enzima dlcool desidrogenase (ADH) ¢ NADH-dependente e acredita-se que seja
responsdvel pela redu¢do do furfural em leveduras (DIAZ DE VILLEGAS et al., 1992;
TAHERZADEH et al., 1998; WEIGERT et al., 1988). Em condi¢des anaerdbicas, o glicerol é
normalmente produzido para regenerar NADH em excesso formado na biossintese (OURA, 1977).
A producdo de glicerol mostrou-se significativamente inibida durante a reducdo furfural, sugerindo
que a reducdo de furfural regenera NAD + (PALMQVIST et al., 1999). Pelo fato de menos
quantidade de carbono ter sido consumido para a produgdo de glicerol na presenca de furfural, um
aumento no rendimento de etanol na presenca de 29 mmol I"" deste inibidor foi observado quando

comparado com a fermentacdo em sua auséncia. Elevadas concentracdes de acetaldeido foram
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excretadas no inicio da fermentacdo, sugerindo uma diminuicdo na concentracdo de NADH na
célula durante reducdo do furfural (PALMQVIST et al., 1999). Inibicdo de enzimas glicoliticas
pelo furfural in vitro tem sido relatada (BANERJEE er al., 1981), e inibicdo direta de ADH pode
ter contribuido para a excrecdo de acetaldeido. Actimulo intracelular de acetaldeido tem sido
sugerido como a razdo pela presenca de fase lag no crescimento celular em presenca de furfural

(PALMQVIST et al., 1999).

Um modelo matemdtico descrevendo as taxas especificas de crescimento, consumo de
glicose, producdo de etanol, formacdo de glicerol e reducdo do furfural em fermentacdo em
batelada foi desenvolvido baseado nas seguintes premissas: (i) a reducdo de furfural a dlcool
furfurilico por NADH desidrogenases dependentes possuia prioridade maior do que a redugdo de
dihidroxiacetona-fosfato a glicerol, e (ii) furfural causaria inativacdo de replicacdo celular

(PALMQVIST et al., 1999).

Ha relatos que propdem que HMF é convertido a uma taxa inferior quando comparado ao
furfural, o que € creditado a baixa permeabilidade de membrana, provocando uma maior fase lag
durante crescimento microbiano (LARSSON et al., 1998). O principal produto de conversao 5-
hidroximetil furfural foi o dlcool furfurilico (TAHERZADEH et al., 1999), sugerindo mecanismos

similares para inibi¢ao por HMF e furfural.

A adaptacdo de microrganismos em presenca de inibidores tem sido descrito na literatura
com o objetivo de levar ao aumento do crescimento e produtividade volumétrica. A adaptacio
pode ser devido a sintese de novas enzimas ou co-enzimas que reduzem o furfural (BOYER et al.,
1992). Ha relatos de que a atividade de ADH em fermentac@o anaerdbia para produgdo de etanol
apresentou um aumento de 78% apds 48 h de fermentacdo com uma concentra¢do inicial de

furfural 2 g L' (BANERJEE et al., 1981).

Dentre os principais objetivos deste trabalho pode-se citar a verificacdio do efeito de
diferentes concentracdes de xilose, dcido acético, furfural e HMF no crescimento de Bacillus
coagulans sp. e na producdo de 4cido litico. Além disso, foi possivel obter a faixa de tolerancia a
presenca de inibidores e se esta faixa de concentragdo coincide em alguma extensdao com aquela de
compostos inibidores naturalmente presente no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de
acucar. Finalmente, pode-se verificar a necessidade de se realizar a detoxificacdo do meio de

cultivo onde o hidrolisado hemicelulésico € utilizado com fonte de agticares.
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7.3. Materiais e métodos

7.3.1. Microrganismo

Bacillus coagulans 162 foi obtido da colecdo particular do ATB - Leibnitz Instituto de
Engenharia Agricola (Potsdam, Alemanha). A bactéria foi cultivada em MRS &gar padrao (DE
MAN et al., 1960) e conservada a +8°C.

7.3.2. Meio de cultivo
O meio de cultivo utilizado no experimento foi composto por extrato de levedura (15 g L™);

fosfato de potdssio monobdsico (2 g L'™"); sulfato de magnésio (0,1 g L") e sulfato de manganés

(0,05gL™).

Os ensaios de inibicdo por xilose foram realizados utilizando diferentes concentra¢des do
actcar: de 20 a 200 g L', Uma solucdo estoque contendo 400 g L' de xilose foi preparada com
agua destilada e esterilizada a 118°C por 15 min. A solu¢do de agucar foi assepticamente
adicionada aos frascos Erlenmeyer contendo a solu¢do nutriente. O volume final foi corrigido com

dgua destilada.

7.3.3. Inéculo

Uma al¢ada da cultura, cultivada em meio inclinado, foi inoculada em 100 mL de meio MRS
modificado contendo (g L'l): glicose (20); extrato de levedura (15); KH,PO4 (2); MgSO4 (0,1) e
MnSOy (0,05). O frasco Erlenmeyer (250 mL) foi agitado a 150 rpm por 18 h a 52°C.
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7.3.4. Experimentos

7.3.4.1. Inibicao por xilose

A fermentacdo ocorreu em frascos Erlenmeyer (50 mL) contendo 18 mL de meio de cultivo.
Um volume de 2 mL de in6culo foi adicionado aos frascos de Erlenmeyers. A fermentacdo foi
realizada em agitador orbital a 150 rpm, temperatura de 52°C e pH inicial igual a 6,0. A Tabela 19

descreve a concentragdo de xilose nos ensaios.

Tabela 19. Concentra¢do de xilose no meio
de cultivo MRS modificado para
fermentacdo de B. coagulans 162

(150rpm/52°C/48h).
. Xilose
ensaio
(gL’
1 0
2 20
3 40
4 60
5 80
6 100
7 125
8 150
9 175
10 200

Foram feitas andlises para determinacdo de glicose, xilose, 4cido ldtico, 4cido acético e

contagem microbiana. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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7.3.4.2. Inibicao por furfural, HMF e acido acético

A frascos Erlenmeyer (50 mL) contendo 18 mL de meio de cultivo MRS modificado
(glicose 20 g L', extrato de levedura 15 g L', KH,PO, 2 g L, MgSO,4 0,01 g L e MnSO, 0,05 g
L") foram acrescentados os compostos furfural, HMF e acido acético nas concentragdes teste de

acordo com a Tabela 20, abaixo:
Tabela 20. Concentragdo dos compostos furfural,

HMF e 4cido acético no meio de cultivo MRS
modificado contendo 20 g L' de glicose para

fermentacgao de B. coagulans 162
(150rpm/52°C/48h).
Furfural HMF Acido
ensaio B B acetico
€LY (@@L L
1 - - -
2 0,25 - -
3 0,50 - -
4 1,00 - -
5 1,50 - -
6 2,00 - -
7 - 0,25 -
8 - 0,50 -
9 - 1,00 -
10 - 1,50 -
11 - 2,00 -
12 - - 2
13 - - 4
14 - - 6
15 - - 8
16 - - 10

Os sais nutrientes, a glicose e os compostos testados foram esterilizados separadamente para
evitar possivel geracdo de outros compostos inibidores via reacdes ndo enzimaticas. Aliquotas de 2
mL de indéculo preparado de acordo com o item 8.2,2 foram adicionadas aos frascos erlenmeyer

contendo o meio de cultivo pronto.

Foram feitas andlises para determinagdo de glicose, dcido latico, dcido acético e contagem

microbiana. O experimento foi realizado em triplicata.
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7.3.5. Fermentacao
Os frascos inoculados foram agitados a 150 rpm em agitador orbital por 48 h a 52°C. A
concentracdo celular inicial nos meios de fermentacdo foi padronizada em 0,3 g L' (em peso

Seco).

7.3.6. Métodos analiticos

Amostras do meio fermentado foram centrifugadas 4500rpm/10min/10°C. O sobrenadante
foi filtrado em membrana de 0,22 um (Millipore), convenientemente diluido e levado para andlise
em cromatdgrafo. O decantado foi utilizado para determinacdo de biomassa. Amostragem foi feita

em triplicata.

7.3.6.1. Determinacao de glicose

Glicose foi determinada conforme metodologia descrita no item 6.2.2.2.1.

7.3.6.2. Determinacio de xilose

Xilose foi determinada de acordo com metodologia descrita no item 6.2.2.2.1.

7.3.6.3. Determinacao de acido latico e acido acético

Acidos litico e acético foram determinados conforme metodologia descrita no item 6.2.2.2.2.

7.3.6.4. Determinacio de furfural e HMF

Furfural e HMF foram determinados conforme metodologia descrita no item 6.2.2.2.3.

7.3.6.5. Biomassa e contagem microbiana

A biomassa (ou densidade celular) foi obtida indiretamente mediante curva padrio utilizando
cultura celular liofilizada. Células de Bacillus coagulans 162 foram cultivadas em meio MRSxy.
(descrito no item 3.2.3.2) composto por 20 g L' de xilose por 24 h (107 células iniciais por mL). O
meio de cultivo foi centrifugado a 4 500 rpm por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspensas em igual volume com dgua destilada. Este procedimento de lavagem
foi repetido cinco vezes. As células decantadas foram armazenadas a -40°C durante 24 h
previamente ao processo de liofilizagdao. As células congeladas foram liofilizadas -30°C e 61 pHg
em processo que durou 24 h (equipmento L101, Mod. Liotop, Fab. Liobras, Brasil). A biomassa
seca foi pesada e apropriadamente diluida em 4dgua destilada para obtencao da curva padrdo. A
leitura da densidade 6tica foi feita em espectrofotdmetro a 600 nm na faixa de 0,1 — 0,6 unidades

de absorbancia usando 4dgua destilada como referéncia de calibragdo.
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O numero de células totais foi obtido por camaras de NEUBAUER. O nimero de células
vidveis foi obtido por contagem em placas de Petri contendo MRS 4gar padrdo. Amostra do meio
fermentado foi convenientemente diluida e espalhada sob a superficie solidificada do meio de

cultivo. As placas de Petri foram incubadas a temperatura 6tima de crescimento (Tabela 2) por 24
h.

7.3.6.6. Estatistica
Andlises estatisticas foram realizadas utilizando Teste Tukei para obtencdo das diferencas

significativas. Os ensaios foram realizados em triplicata e avaliados a 95% de confianca.
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7.4. Resultados e discussao

7.4.1. Inibicao por xilose

A producio de biomassa foi inibida em concentracdes de xilose acima de 150 g L (Figura
38). A partir deste valor, a biomassa final obtida na fermentacdo de B. coagulans 162 decresceu.
No presente estudo, a faixa de concentracdo estudada nao abrangeu o ponto em que a inibi¢do foi
maxima, onde nenhuma célula foi produzida. Contudo, como a producdo do 4cido latico é
associada e ndo associada ao crescimento, a multiplicagdo celular interfere diretamente na
quantidade de dcido latico produzido, mas ndo define a produtividade do processo. A fase
estaciondria € também importante € o nimero de células vidveis concomitantemente. Na realidade,

quanto menos biomassa for produzida para se alcancar uma mesma produtividade, maior serd a

eficiéncia do sistema.

A concentracdo celular mdxima se deu em meio contendo 125 g L™ de xilose. A partir de

150 g L™ de xilose a producdo de biomassa foi inibida sensivelmente (Figura 39).
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Figura 39. Biomassa final obtida durante fermentacdo de B. coagulans 162 em
meios de cultivo contendo diferentes concentragdes de xilose durante estudo de
inibi¢d@o por substrato.

O rendimento de 4cido latico permaneceu constante e igual a 0,90 em meios de cultivo com

concentracdes de xilose de até 125 g L™ A partir de 150 g L™ o rendimento diminuiu (Figura 40).
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Figura 40. Rendimento de 4cido litico obtido durante fermentacdo de B.
coagulans 162 em meios de cultivo contendo diferentes concentracdes de xilose
durante estudo de inibicao por substrato.

Segundo a velocidade especifica de crescimento € possivel utilizar concentragdes iniciais de
xilose de até 125 g L' a partir de 150 g L' h4 importante repressao no crescimento, que continua

a diminuir a partir deste ponto (Figura 41).
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Figura 41. Velocidades especificas de crescimento obtidas durante
fermentagdo de B. coagulans 162 em meios de cultivo contendo diferentes
concentracdes de xilose durante estudo de inibicao por substrato.
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7.4.2. Inibicao por furfural, HMF e acido acético
Na fermentacdo de Bacillus coagulans 162 a concentragdo celular inicial foi de 0,3 g de
biomassa/l em meio de cultivo contendo 20 g L™ de glicose como fonte principal de carbono. Os

resultados da producdo de biomassa em meios de cultivo contendo furfural ou HMF podem ser

vistos nos gréficos abaixo (Figura 42):
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Figura 42. Biomassa obtida em fermentagdo de B. coagulans 162 em meios de
cultivo contendo furfural ou HMF apés 48h a 150rpm e 52°C.
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E interessante observar que a concentracdo de biomassa aumenta com o aumento da
concentracio de furfural até 1,5 g L™ atingindo maximo de 7,58 g de biomassa por litro. O mesmo
se observa com o HMF para a mesma concentracio atingindo 5,25 g de biomassa por litro de meio
fermentado. Estas concentracdes sdo altas se compararmos estes resultados com o meio de cultivo
sem qualquer inibidor, o qual obteve concentracdo de biomassa igual a 3,29 g L™ ao final da
fermentacdo. Para ambos compostos inibidores, a concentracdo de 2 g L™ mostrou uma queda na
producdo de biomassa. Do ponto de vista de produtividade em 4cido l4tico, ndo € interessante que
se obtenha maior concentragdo de biomassa, uma vez que a fonte de carbono que poderia estra
sendo utilizada para produzi-lo estard desviada para a multiplicacao celular. Um sistema com estas
concentracoes de inibidores somente se justificaria se o processo de detoxificacdo do meio de
cultivo fosse tdo caro que sobrepujasse a perda de acucar que estd implicado. Entretanto uma
andlise unilateral, que considera apenas a produc¢do de biomassa pode ser equivocada. O
rendimento em &cido latico e a produtividade volumétrica do sistema se fazem necessarios para se

avaliar todo o sistema.
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Figura 43. Biomassa e acido latico obtidos em fermentagéo de B. coagulans 162
em meios de cultivo contendo furfural ou HMF apés 48h a 150rpm e 52°C.

Com relacdo a producdo de acido latico pode-se verificar que ela ndo € prejudicada pela
presenca dos inibidores furfural e HMF dentro da faixa estudada. Apesar de a producdo de
biomassa ter sido afetada, a producdo de 4cido ldtico foi estatisticamente igual em todas as
concentracdes consideradas para HMF. Este fato pode ter ocorrido devido ao fato de a producao de
acido l4tico ocorrer tanto na fase de crescimento celular quanto na fase estaciondria, caracterizando
um comportamento associado e nao associado. No estudo de furfural a producdo de 4cido latico foi

prejudicada apesar do aumento da concentracao de biomassa.
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Nas andlises de glicose residual foi verificado que na fermentacdo contendo HMF todo o
actucar foi consumido, mas que nos estudos com furfural, um total de 1,69 g L' de glicose residual

foi obtido no ensaio contendo 2 g L deste composto, mesmo apds 48h de fermentacao.

Com relacdo ao 4cido acético, concentracdes acima de 2 g L' inibiram fortemente a
producdo de biomassa. O 4cido acético permeia a membrana celular do microrganismo causando
desequilibrio de pH no interior celular comprometendo suas funcdes vitais. Considerando que a
concentracdo de biomassa no tempo zero de fermentacio foi de aproximadamente 0,3 g L', pode-
se dizer que dentro da faixa de concentracdo de 4cido acético estudada nao houve crescimento

celular.
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Figura 44. Biomassa obtida em fermentacdo de B. coagulans 162 em meio de
cultivo contendo 4cido acético ap6s 48h a 150rpm e 52°C. Andlise estatistica com
95% de confianca.

Houve producdo de dcido latico, mas aproximadamente 50% de toda a glicose presente
inicialmente no meio permaneceram até o fim do processo, em todas as concentragdes de acido

acético testadas, o que comprometeu tanto o rendimento quanto a produtividade.
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Figura 45. Biomassa e 4cido latico obtidos na fermentacido de B. coagulans 162 em
meio de cultivo contendo 4cido acético apds 48h a 150rpm e 52°C.

Organizando as concentragdes de inibidores em nivel como observado na Tabela 21 abaixo,

pode-se obter um gréfico (Figura 46) que compara o rendimento de cada um dos ensaios.

Tabela 21. Niveis experimentais utilizados nos testes de inibig¢do
causado por furfural, HMF e 4cido acético no cultivo de B. coagulans

162.
nivel Furfural (g L) HMF (g L) Acido acético (g L)
1 0 0 0
2 0,2 0,2 2
3 0,5 0,5 4
4 1,0 1,0 6
5 1,5 1,5 8
6 2,0 2,0 10

No nivel 1 onde ndo h4 inibidores, o rendimento € igual a 0,84. A partir deste ponto (niveis
2,3,4,5 e 6) o composto que demonstrou maior influéncia na producgao de acido léatico foi o dcido
acético. O HMF, apesar de mostrar uma influéncia na producdo de biomassa e produ¢do de acido
latico, ndo afetou significativamente o rendimento. E possivel que o HMF e o furfural tenham tido
influéncia no aumento da fase lag durante crescimento microbiano, entretanto estes valores nao

foram possiveis de serem obtidos neste estudo.
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Figura 46. Rendimento obtido nos experimentos de inibi¢do por furfural, HMF e
dcido acético na fermentacdo de B. coagulans 162 em meio de cultivo contendo 20
g L' de glicose ap6s 48h a 150rpm e 52°C.

Alguns trabalhos discorrem sobre a habilidade de linhagens Bacillus coagulans de crescerem
em presenca de inibidores como 4cido acético, que sdo compostos naturalmente encontrados em
extratos hemiceluldsicos (Walton ef al. 2010). Segundo estes autores, a fermentacdo nestes meio
pode requerer um pouco mais de tempo, com uma fase lag maior que naquele meio onde ndao hi

compostos inibidores, porém o rendimento em 4cido ldtico ndo € afetado por isso.

Nesse trabalho foi utilizado experimento em agitador orbital onde o pH nédo é controlado. Em
fermentador, onde hd adicdo de base para manuten¢do do pH nas condi¢gdes 6timas de crescimento
do microrganismo, espera-se que o dacido acético tenha menor influéncia no crescimento

microbiano.
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7.5. Conclusao
Nos estudos de inibi¢do por xilose, verificou-se que a producdo de biomassa foi inibida em
concentracdes acima de 150 g L™, porém a concentragio celular maxima se deu em meio contendo
125 g L™ de xilose. O rendimento de 4cido ldtico permaneceu constante e igual a 0,90 em meios de

cultivo com concentracdes de xilose de até 125 ¢ L™, diminuindo a partir de 150 g L™

Nos estudos de inibi¢do por furfural e HMF, a concentracdo de biomassa aumentou nos
ensaios contendo 1,5 g L' de Furfural ou HMF, obtendo concentracoes de biomassa iguais a 7,58 e
5,25 g L', respectivamente. Entretanto, em relacdo a producdo de dcido latico pode-se verificar
que ela ndo € prejudicada pela presencga destes compostos dentro da faixa estudada e o rendimento

se situa em torno de 0,84.

Acido acético em concentracdes superiores a 2 g L foram inibitérias ao crescimento celular
de Bacillus coagulans 162 em frascos agitados. Foi produzido 4cido latico, mas aproximadamente
50% de todo o agucar presente no meio originalmente, remanesceu apds 48h de fermentacdo. O
rendimento em meio contendo inibidor neste estudo se situou entre 0,52 (2 g de acido acético por

litro) e 0,39 (10 g de acido acético por litro).

Comparando os resultados obtidos na inibicdo de B. coagulans 162, pode-se constatar que
uma etapa de detoxificacdo previamente a fermentacdo seria interessante no intuito de se aumentar

a efici€éncia no processo.
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8. FERMENTACAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO DE
BAGACO DE CANA EXPLODIDO A VAPOR E DE

MEIO SIMULADO POR Bacillus coagulans 162
UM ESTUDO COMPARATIVO

8.1. Resumo

A bactéria Bacillus coagulans 162 foi fermentada em meio de cultivo contendo hidrolisado
hemicelulésico do bagago da cana de acticar explodido a vapor utilizando xilose e glicose como
principais fontes de carbono. O hidrolisado hemicelul6sico foi obtido pela extragdao sucessiva dos
sOlidos soluveis contidos no bagago pré-tratado por explosdo a vapor em cinco etapas. O
experimento foi realizado em trés meios de cultivo: 1) Meio MRS; ou Controle (meio MRS
modificado sintético contendo xilose e glicose sem inibidores); 2) Meio MRS, (meio MRS
modificado sintético contendo xilose, glicose e inibidores) e 3) Meio MRS; (meio MRS
modificado contendo Hidrolisado Hemicelulésico Detoxificado). As fermentagdes foram
realizadas em biorreator (2 L) com controle automético de pH e temperatura. O sistema foi
conduzido em regime de batelada alimentada e interrompido quando os acticares xilose e glicose
haviam se exaurido. As fermentagdes em paralelo permitiram observar o potencial de conversao
dos acucares no hidrolisado hemiceluldsico e compara-lo aquele em meio sintético. Em todos os
experimentos todo o agticar foi consumido e o rendimento (Y) se situou em torno de 0,94. No
meio de cultivo contendo inibidores, o processo se verificou mais lento, finalizando-se em 17h,

enquanto a fermentag¢ao nos demais meios terminou em 12 h.
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8.2. Materiais e métodos

8.2.1. Microrganismo

Bacillus coagulans 162 foi gentilmente cedido pelo Departamento de biotecnologia do
Instituto Leibnitz de Engenharia Agricola — ATB (Potsdam, Alemanha). A bactéria foi cultivada
em tubos de ensaio inclinados contendo MRS dgar padrio constituido por glicose (20 g L™,
peptona de caseina (10 g L'l), extrato de carne (8 g L'l), acetado de soédio (5 g L'l), extrato de
levedura (4 g L'l), fosfato de potdssio monobasico (2 g L'l), citrato de amonio dibasico (2 g L'l),
tween 80 (1 g L'l), sulfato de magnésio (0,2 g L'l) e sulfato de manganés (0,04 g L'l). Os tubos
foram incubados a 52°C por 24 h, recobertos por uma camada de vaselina liquida estéril e

conservados a temperatura de +8°C.

8.2.2. Preparo do hidrolisado hemicelulésico detoxificado

O hidrolisado hemicelulésico foi preparado através de extragdo sucessiva dos solidos
soliveis contidos no bagaco explodido a vapor com dgua destilada. A uma amostra de 100 g de
bagaco (50% de umidade) foram acrescentados 400 mL de dgua destilada (mistura de 10% em
peso seco). A mistura foi agitada a 300 rpm (agitador axial) por 30 min a temperatura ambiente e
filtrada em papel Whatman n°4. O residuo s6lido retido no filtro foi prensado manualmente e toda
a fracdo liquida foi reutilizada em posterior extragdo com nova massa de bagaco. Este processo foi
realizado cinco vezes. Amostras de 1 mL foram retiradas em cada etapa para quantificacdo dos
acucares e inibidores extraidos. A fracdo liquida obtida ao final das cinco extra¢des sucessivas foi

denominada Hidrolisado Hemicelulsico (HH).

A detoxificacdo do HH foi realizada utilizando-se carvao ativado, com tamanho de particula
de 1-2mm (SYNTH, Brazil). Uma concentracdo de 5% (base seca) de carvao ativado em relacio
ao peso seco do bagaco foi utilizada. A mistura foi realizada em Erlenmeyers de 500 mL colocados
em agitador orbital (SHEL LAB, USA). O processo de detoxificacdo ocorreu a 250 rpm e
temperatura ambiente por 2 h. A mistura foi filtrada (papel WHATMAN n° 4) e o filtrado
denominado Hidrolisado Hemicelul6sico Detoxificado (HHD). Testes preliminares foram

realizados para determinar a eficiéncia do uso do carvao.
8.2.3. Meios de cultivo

Foram testados trés meio de cultivo: (1) MRS; ou Controle, meio sintético, onde ndo ha
quaisquer inibidores, servindo como referéncia para fermentacdo em condi¢cdes ideias; (2) Meio

MRS,, meio sintético contendo inibidores nas mesmas concentragdes encontradas no Hidrolisado
152



Hemicelul6sico (HH) e (3) Meio MRS3, meio contendo Hidrolisado Hemiceluldsico Detoxificado

(HHD). A Tabela 18 ilustra a concentracdo dos principais componentes em cada meio.

Tabela 22. Meios de cultivo utilizados no teste de fermentagdo contendo hidrolisado
hemicelulésico do bagago explodido a vapor preparado de acordo com Venus (2006). Os
acucares do meio de cultivo Sintético foram adicionados. Os aguicares dos meios de cultivo
contendo hidrolisados foram provenientes da fra¢do liquida extraida do bagaco.

Meio de cultivo 1: Meio de cultivo 2: Meio de cultivo 3:
Controle Sintético com Hidrolisado
inibidores Detoxificado
L") L") gL"
Glicose 2,45 2,45 2,30
Xilose 8,05 8,05 7,99
Extrato de levedura 15 15 15
KH,PO, 2 2 2
MgSO, 0,1 0,1 0,1
MnSO, 0,05 0,05 0,05
Furfural 0 2,42 0,08
HMF 0 1,53 0,13
Acido acético 0 9,60 5,17

8.2.4. Inéculo

Para produgdo do inéculo, uma alcada de células jovens (24 h) de B. coagulans 162 foi
adicionada a 80 mL de meio de cultivo constituido por extrato de levedura (15 g L); fosfato de
potdssio monobdsico (2 g I'); sulfato de magnésio (0,1 g L™); sulfato de manganés (0,05 g L™);

glicose (2,45 g L) e xilose (20 g L.

Os frascos inoculados foram incubados a 52°C, agitados a 150 rpm por 24 h. Nestas

condigdes, o inéculo atingiu uma concentracdo de 10° células vidveis por mL (aproximadamente 3
-1

gLh).

8.2.5. Fermentacao

No preparo do meio de cultivo, uma solucdo contendo os sais e nutrientes concentrada foi

esterilizada separadamente para evitar reagdes de escurecimento ndo enzimdtico quando em
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contato com os acucares. Esta solu¢do concentrada foi misturada ao hidrolisado estéril na

proporcao de 1:3.

O iné6culo (80 mL) foi adicionado ao reator contendo 720 mL de meio de cultivo esterilizado
(121°C/30min). O sistema foi operado em regime de batelada alimentada. Além do volume inicial
de 800 mL o sistema foi alimentado com trés pulsos de 400 mL de meio de cultivo estéril. A

concentracdo inicial de células vidveis no biorreator foi de 10° unidades por mL (0,3 g LY.

A fermentacdo foi realizada em bioreactor de 2 L, Modelo BIOFLO/CELLIGEN® 115,
Marca Newbrunswick, USA. O pH 6,0 foi mantido pela adi¢io de NaOH 20%, monitorado pelo
software Biocommand . O meio de fermentacao foi agitado a 150 rpm e a temperatura mantida em
52°C. Amostras de 2 mL foram retiradas a cada 2 h para determinagdo de biomassa, contagem de

células vidveis e totais e para determinacao de 4cido lético, dcido acético, xilose e glicose.

Todas as fermentacdes foram realizadas em duplicata.
8.2.6. Métodos analiticos
8.2.6.1. Determinacio de glicose e xilose

Glicose e xilose foram determinadas conforme metodologia descrita no item 6.2.2.2.1.
8.2.6.2. Determinacao de acido latico e acido acético

Acidos litico e acético foram determinados conforme metodologia descrita no item 6.2.2.2.2.
8.2.6.3. Determinaciao de furfural e hidroximetil furfural

Furfural e HMF foram determinados conforme metodologia descrita no item 6.2.2.2.3.
8.2.6.4. Determinacao de biomassa

A biomassa foi determinada conforme metodologia descrita no item 7.2.4.4.
8.2.6.5. Determinacio de microrganismos totais

A contagem de microrganismos totais foi realizada utilizando-se cdmaras de Neubauer.
8.2.6.6. Analise estatistica

Andlises estatisticas foram realizadas utilizando Teste Tukei para obten¢do das diferencas

significativas. Os ensaios foram realizados em triplicata e avaliados a 95% de confianca.
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8.3. Resultados e discussao

8.3.1. Preparo do hidrolisado em cinco etapas de extracao

Ap0s cinco lavagens sucessivas do bagaco da cana de agucar ndo se verificou significativo
aumento do teor de actcares que justificasse o emprego de mais etapas. Entretanto, o teor de dcido
acético aumentou linearmente com o aumento do nimero de extracdes. Os resultados podem ser

observados na Tabela 19.

Tabela 23. Obtencdo de sélidos soliveis extraidos do bagagco da cana de agicar com dgua
destilada. Concentracio de bagaco igual a 10% (em base seca).

Etapa de Xilose Glicose Arabinose Furfural HMF izi(ilc(:)

extragdio gL™ L™ gL™ L™ L™ @ L)
1° 4,67 1,28 0,35 0,54 0,23 1,89
2¢ 5,43 2,31 0,83 1,01 0,50 3,99
3¢ 8,05 2,54 1,21 1,70 0,80 6,70
44 9,74 2,89 1,55 2,47 1,50 8,45
5¢ 10,73 3,27 1,78 3,22 2,04 12,80

A maior concentracdo de furfural pode ser creditada a presenca de maior quantidade de
xilose livre no meio, tendo esta sido convertida durante processo de hidrdlise térmica por explosao
a vapor. Considerando todo o furfural proveniente da xilose pode-se estimar uma perda de 23%
deste acucar extraido. Analogamente, em relacdo ao HMF e a glicose, observa-se uma perda de

38% do potencial de hexose extraido durante explosdo a vapor.

8.3.2. Detoxificaciao do hidrolisado
A composi¢do do hidrolisado antes e posteriormente a detoxificacdo pode ser vista na

Tabela 24, A detoxificagdo mostrou-se eficiente principalmente na reducao do HMF e do furfural.

Tabela 24. Quantidades médias de inibidores encontradas no hidrolisado do bagago explodido a
vapor antes e apds detoxificacdo com carvao ativado (5% em relagdo a massa seca de bagaco)

HMF Eficiéncia Furfural Eficiéncia = Acido acético  Eficiéncia
gL™h remocao (gLh remocao (gL™h remocao
HH antes da adi¢do
do carvdo ativado 2,04 3,22 12,80
92% 97% 47%
HH detoxificado 0,17 0,10 6,89
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Apés cinco etapas de lavagem, a concentragdo de monossacarideos, definido pela soma das

L-l

concentracdes de glicose, xilose e arabinose encontradas na dgua de lavagem, foi de aproximadamente 16 g

Tabela 25. Quantidades médias de monossacarideos livres (xilose e glicose) encontradas no
hidrolisado do bagaco explodido a vapor antes e apds uso de carvao ativado (5% em relagao

a massa seca de bagaco)

Xilose  Glicose | Acucares totais Perda de
(gL™ (gL™h (gLh actcares totais pH
HH antes da adi¢do
do carvdo ativado 10,73 3,27 14,00 2,73
1,85%
HH detoxificado 10,66 3,06 13,74 3,05

Negligenciando a fracdo de arabinose, por ser, neste experimento, ndo relevante, o estudo do uso de

carvao ativado mostrou que a quantidade de monossacarideos livres totais ndo foi grandemente afetada,

acarretando em perda de aproximadamente 1,85% da soma de xilose e glicose (Tabela 25).

156



8.3.3. Fermentacao

O potencial de utilizagdo de hidrolisado hemicelulésico por B. coagulans 162 limita-se
basicamente a dois pontos a serem considerados: sua capacidade de se utilizar pentoses com alta
eficiéncia na conversdo para acido latico e na sua resisténcia a inibidores naturalmente presentes
no meio. Em estudos prévios, foi possivel verificar que este microrganismo apresentou um
comportamento notdvel no que se refere obtengdo de alto rendimento e produtividade volumétrica
utilizando pentoses como fonte de carbono. Entretanto, apesar de sua relativa resisténcia a
inibidores, a remoc¢do destes do meio se faz necessdria para garantir condi¢des 6timas para o

crescimento microbiano, nao comprometendo a produtividade volumétrica do processo.

Na fermentacdo do B. coagulans 162 em meio MRS, (controle) o microrganismo apresentou

produtividade volumétrica igual a 0,831 g L™ h™ e rendimento igual a 0,95.

Na fermentacdo do B. coagulans 162 em meio MRS, (meio de cultivo sintético contendo
inibidores), rendimento estatisticamente igual ao controle foi obtido, sendo igual a 0,94.
Entretanto, uma fase de retardamento de aproximadamente 4h na producdo foi observada,

comprometendo a produtividade, se situando em 0,615 g L'h'.

Utilizando-se meio MRS; (meio de cultivo contendo hidrolisado hemiceluldsico
detoxificado), o microrganismo se comportou similarmente ao experimento em meio controle.
Rendimento de 0,93 e produtividade volumétrica de 0,812 g L' h' foram alcancados. O 4cido
acético, remanescente no Hidrolisado Hemiceluldsico Detoxificado, ndo representou obstdculo ao

crescimento B. coagulans 162. Os desvios podem ser observados na Figura 47.
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Figura 47. Fermentacdo de B. coagulans 162 em regime de batelada alimentada

utilizando-se: 1) Meio de cultivo 1 ou Controle (meio MRS modificado
contendo xilose e glicose sem inibidores); 2) Meio 2 (meio sintético, MRS
modificado, contendo acicares e inibidores e 3) Meio 3 (meio MRS modificado
contendo Hidrolisado Hemicelul6sico Detoxificado).

O meio contendo hidrolisado detoxificado obteve produtividade préxima ao controle, porém
rendimento inferior. Isto pode ter ocorrido devido a presenca de outros componentes presentes no
hidrolisado que possam estar interferindo na producdo de &cido latico, mas que ndo foram

considerados neste estudo ou removidoa durante processo de detoxificacao.
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Figura 48. Fermentacdo de B. coagulans 162 em regime de batelada alimentada
utilizando-se meio MRS, (Controle).
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Figura 49. Fermentacdo de B. coagulans 162 em regime de batelada alimentada
utilizando-se meio de cultivo 2, MRS modificado, contendo inibidores furfural,
HMF e acido acético.

Nesta fermentacdo também nao foi observada fase lag, possivelmente pelo fato de ter sido o

microrganismo, no inéculo, adaptado ao meio de cultivo contendo xilose como fonte de carbono.

Tabela 26. Parametros cinéticos obtidos na fermentacdo de B. coagulans 162
em meio MRS, (controle).

Etapa Se(gL™ Yo uy (h)
Batelada (800mL) 8,40 0,95 3,581

1* alimentagdo (400mL) 4,20 0,95 2,708
2% alimentacdo (400mL) 4,20 0,95 2,028
3" alimentagéo (400mL) 4,20 0,95 1,624

Tabela 27. Parametros cinéticos obtidos na fermentacdo de B. coagulans 162
em meio MRS, ( meio de cultivo sintético contendo inibidores).

Etapa So(gL ™) Yois py(h)
Batelada (800mL) 8,40 0,94 2,381
1* alimentagdo (400mL) 4,20 0,94 2,701
2% alimentagéo (400mL) 4.20 0,94 2,028
3" alimentacdo (400mL) 4,20 0,94 1,624
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Tabela 28. Parametros cinéticos obtidos na fermentacdo de B. coagulans 162
em meio de MRS; (meio de cultivo contendo HHD).

Etapa So(g1™) Yois e (b
Batelada (800mL) 8,23 0,93 3,550
1* alimentagdo (400mL) 4,12 0,93 2,702
2% alimentac¢do (400mL) 4,12 0,93 2,015
3" alimentacéo (400mL) 4,12 0,93 1,623

Um fato importante a ser considerado é que os valores de dcido latico sdo superiores aqueles
realmente obtido a partir de glicose e xilose porque uma pequena fracdo deste composto foi obtida
a partir de outras fontes de carbono como o extrato de levedura, também presente no meio. Estudo
preliminar mostrou que 4 g L' de é4cido latico sdo produzidas a partir de 15 g L™ de extrato de

levedura.

Outro ponto a ser observado foi a producdo de dcido acético no meio contendo hidrolisado,
em quantidade maior que aquela obtida no meio sintético. Nos nossos estudos, consideramos
apenas as variaveis xilose e glicose, dcido acético, furfural e HMF. Por se tratar de ser um meio de
cultivo bem mais complexo que o sintético, o meio hidrolisado pode apresentar outros fatores ndao

avaliados neste estudo e que talvez meregam especial aten¢do numa produgdo em escala industrial.

E importante destacar que as fontes de dcido acético neste experimento sdo: 1) o hidrolisado
hemicelulésico do qual ndo foi removido totalmente o acido acético pelo carvao ativado e 2)
aquele produzido pelo microrganismo. A quantidade de 0,82 g de acido litico detectado no inicio o

processo (TO) deveu-se aquele produzido no inéculo.

Existem vérios estudos utilizando linhagens de Bacillus coagulans para produgao de acido
latico descritos na literatura. Porém nenhum foi ainda descrito utilizando hidrolisado do bagaco de

cana explodido a vapor.

OU et al. (2010) utilizaram a linhagem B. coagulans 36D1 para produzir 4cido latico em
concentracdes tdo altas quanto 150-180 g L™ a partir de xilose e glicose em meio sintético. Para
atingir tais concentragdes, foi realizado experimento de sacarificacdo de celulose cristalina
utilizando enzima fingicas e fermentacdo simultineas. Neste estudo foram obtidos 80 g L' de
acido latico e eficiéncia proxima a 80%. Entretanto utilizou-se apenas meios sintéticos em
condig¢des ideais simulando o meio hidrolisado lignoceluldsico. No hidrolisado lignoceluldsico

outras varidveis implicam no crescimento microbiano e na conversao em produtos.
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PAYOT et al. (1999) otimizaram um meio de cultivo contendo sacarose e extrato de
levedura com sais e fatores de crescimento para producdo de &4cido latico pela bactéria B.
coagulans TB/04, O experimento foi realizado em batelada e em regime continuo para verificar a
potencialidade e desempenho do microrganismo. Os autores verificaram que em condig¢des
aerébicas a biomassa aumentava, mas a concentracdo de 4cido latico diminuia dramaticamente.
Eles também identificaram um efeito inibitério pelo aumento da concentracdo de acucares no
meio. Os autores relatam ainda que a fonte de nitrogénio é o parametro mais importante para
producdo de 4cido latico e que o uso de extrato de levedura é fundamental para um bom

desempenho do microrganismo, pois fornece ainda vitaminas e cofatores de crescimento.

PATEL et al. (2004) utilizaram a fracdo hemicelulésica do bagaco da cana de agucar
suplementado com sais minerais e xarope de milho para produzir dcido latico por Bacillus sp.,
linhagem 17C5. A concentracdo de acticares no hidrolisado foi de 81,3 g L™ (68,6 ¢ L' de xilose,
11,5 g L' de glicose e 1,2 g L™ de arabinose). Os autores testaram diferentes concentracdes
iniciais de agtcar: 40, 60 e 72 g L. A fermentacdo foi inibida em concentracdes superiores a 0,4
M @36g L'l) de lactato e ndo passou de 0,6 M (54 g L'l), mesmo nos meios de cultivo com altas
concentracdes de acucares. O microrganismo produziu L(+)-4dcido latico com pureza Gtica superior

a99%.

Além da fragdo hemicelul6sica, a fragcdo celuldsica do bagaco também tem sido investigada.
Tal fracdo gera basicamente glicose e celobiose apds hidrélise. ADSUL et al. (2007) utilizaram
hidrolisado celulésico para produgdo de L(+)-4cido latico por Lactobacillus delbrueckii mutante

UC-3 obtendo alta eficiéncia.

Outras fontes de carboidratos lignoceluldsicos para producao de acido litico por Bacillus sp.
também tém sido investigadas. WALTON er al. (2010) estudaram a viabilidade de obtencdo de
dcido latico por B. coagulans MXL-9 a partir de extratos hemicelulésicos de Bordo, Faia, Alamo e
Vidoeiro da producdo de polpa de papel. Os estudos mostraram que o microrganismo foi capaz de
crescer utilizando todos os principais monossacarideos encontrados no hidrolisado. Além disso,
demonstrou alta tolerancia a inibidores como o acido acético. O estudo mostrou ainda que a
fermentacio de meio contendo 20 g L de xilose na presenca de 30 g L de 4cido acético
apresentou fase lag maior sem, contudo reduzir o rendimento em 4cido latico. Pequenas
quantidades de co-produtos foram identificados como 4cido férmico, etanol e dcido acético. Em

um de seus melhores resultados, os autores obtiveram eficiéncia de 94% na conversao em acido
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latico. NEUREITER et al. (2004) testaram a fermentacao de Bacillus linhagem BS121, isolado de
compostagem e silagem, em hidrolisado lignocelulésico de palha e madeira detoxificado. Neste
estudo, foi verificada a incapacidade de metabolismo da arabinose pela linhagem testada. O acido
acético, ja presente desde o inicio do processo, teve sua concentracdo aumentada para valores
préximos a 3-4 g L. MAAS et al. (2008) utilizaram hidrolisado de palha de trigo para
fermentacdo pela espécie Bacillus coagulans DSM 2314. Neste trabalho, foram obtidos 40,7g L'

de 4cido latico com eficiéncia de 81% na conversdo dos acticares e pureza 6tica de 97,2%.

Nossos estudos mostraram que o Bacillus coagulans 162 testado produziu acido latico com
pureza Gtica proxima a 99% do isomero L(+). E diferentemente da linhagem testada por
NEUREITER et al. (2004), verificou-se que Bacillus coagulans 162 foi capaz de utilizar arabinose
presente no hidrolisado hemicelul6sico. Entretanto, nenhuma consideragao foi tecidas em relacio a
esta caracteristica tendo em vista ndo se tratar de ser, a arabinose, principal expoente da

composi¢ao de sacarideos do substrato hemiceluldsico extraido do bagago da cana de agucar.
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8.4. Conclusao

Durante concentracao do hidrolisado hemiceluldsico do bagago da cana de aguicar explodido
a vapor, apés cinco lavagens sucessivas do material tratado ndo se verificou significativo aumento
do teor de acticares que justificasse o emprego de mais etapas, alcangando-se concentracdes de
xilose, glicose e arabinose iguais a 10,73, 3,27 ¢ 1,78 g L'l, respectivamente. Os compostos
inibidores furfural, HMF e 4cido acético foram encontrados nas concentragdes de 3,22, 2,04 e 12,8
apés a quinta etapa, respectivamente. A etapa de detoxificagdo conseguiu remover 97% do
furfural, 92% do HMF e 47% do acido acético. Houve relativa pequena perda de aguicares neste

processo, apenas 1,85% do teor total.

No meio MRS, (controle) o microrganismo apresentou produtividade volumétrica igual a
0,831 gL h' e rendimento igual a 0,95. Na fermentacdo em meio 2, contendo inibidores obteve-
se produtividade volumétrica igual a 0,615 g L h™' e rendimento igual a 0,94, onde uma fase lag
de 5h na produgcdo foi observada. Na fermentacio em meio 3, contendo Hidrolisado
Hemicelulésico Detoxificado, obteve-se produtividade volumétrica igual a 0,812 g L™ h' e

rendimento igual a 0,93,

Bacillus coagulans 162 produziu essencialmente L(+) dcido latico, obtendo pureza de 99%

deste isOmero.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Bacillus coagulans 162 se mostrou um microrganismo bastante eficiente na conversao dos
acucares presentes no hidrolisado hemicelulésico em &4cido latico. Entretanto, encontrar um
microrganismo eficiente ndo € o Unico quesito para tornd-lo aplicdvel industrialmente. Vdarios
fatores necessitam ser avaliados e melhorias sempre podem ser adotadas. De uma forma geral
pode-se verificar que o Bacillus coagulans 162 possui caracteristicas muito interessantes do ponto

de vista industrial:

e Relativa tolerancia a inibidores naturalmente presente em hidrolisados hemicelulésicos;

e Temperatura 6tima de crescimento relativamente alta (entre 50-60°C), o que diminui o
numero de potencial contaminantes em produc¢io em grande escala;

e Temperatura de crescimento proxima aquela da atividade das enzimas fungicas para
hidrdlise de biomassa, o que permite o uso de sistema do tipo SSF (Fermentagao simultanea
a sacarificacdo);

e Habilidade de utilizagao de pentoses em suas principais vias metabdlicas para producdo de
acido latico;

® Alta eficiéncia na conversao de pentoses em acido latico;

e Relativa baixa produ¢do de biomassa, o que melhora seu desempenho em conversido em

produtos em detrimento do nimero de células.

Além disto, embora organismos nativos sejam capazes de produzir determinados compostos
de interesse industrial, eles normalmente regulam a produgao estritamente para a seu crescimento e
sobrevivéncia. Portanto, a manipulacdo de um microrganismo selvagem para fins de producado
pode enfrentar desafios que limitam a melhoria do processo. A transferéncia para larga escala e
modificacdo de vias metabdlicas tém se tornado uma poderosa abordagem para a producdo de
metabolitos a partir de fontes renovaveis. Como tal, os engenheiros biotecnélogos podem projetar
sistemas metabolicos que combinam genes de diferentes organismos para a producdo de

combustiveis e compostos quimicos (YAN & LIAO, 2009).

A busca por linhagens com aplicabilidade industrial se faz constante. Um fato conhecido
ocorre com linhagens industriais de S. cerevisiae, que sd@o geralmente superiores produtoras de
etanol em razao sua alta tolerancia a inibidores e capacidade de obtencao de alta produtividade sob

condig¢des industriais. Apesar de intensiva pesquisa na conversao de pentoses por leveduras nos
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ultimos 20 anos, até recentemente, apenas um limitado nimero de linhagens de S. cerevisiae
industriais capazes de fermentar xilose tem sido geradas por modificagdes genéticas
(MATSUSHIKA et al., 2009). A producao de compostos quimicos de alto valor agregado, como o

acido latico, pode vislumbrar uma trajetéria semelhante.
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