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RESUMO

Na presente dissertacdo, descreve-se a sintese do acido acrilico por
método semi-sintético. Na primeira etapa, produz-se acido lactico por fermentacéo
de melagco de cana-de-agucar, em biorreator BioFlo 415, usando as bactérias
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus plantarum e Leuconostoc mesenteroides,
com estudo prévio, em Shaker, da temperatura, concentragcdo de sacarose e
concentragdo de extrato de levedura usadas com cada bactéria. Na fermentacao
com Lactobacillus delbrueckii, obteve-se o acido lactico de concentracéao de 50,21
g/L e produtividade final de 1,26 g/L.h. Com Leuconostoc mesenteroides se
produz uma concentracdo maxima de acido lactico de 14,57 g/L com produtividade
final de 0,41 g/L.h; e usando Lactobacillus plantarum se obteve uma concentragao
de acido lactico de 50,59 g/L com produtividade final de 1.09 g/L.h. Na segunda
etapa, sintetizou-se acido acrilico por desidratacdo catalitica do acido lactico
comercial e do acido lactico obtido da fermentagdo com Lactobacillus plantarum
em reator tubular, a 300 °C e fluxo continuo de CO.. Para isso, foram preparados,
caraterizados e testados catalisadores suportados em zedlita basica do tipo NaY
(KBr/NaY, KI/NaY e Cas(Pos)2/NaY). Como resultado, quando o acido lactico
comercial foi usado, a maior seletividade obtida foi de 25,66 % com uso de
KBr/NaY; ja com o &cido lactico obtido por fermentacdo, a maior seletividade
obtida foi de 16,65 % com uso de KI/NaY. Durante o presente projeto, os produtos
tanto das fermentagdes como das desidratacbes foram caraterizados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Palavras chaves: Acido lactico, acido acrilico, fermentacdo, desidratacédo
catalitica.
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ABSTRACT

The present work deals whit the synthesis of acrylic acid by semi-synthetic
method. In the first step, lactic acid was produced by fermentation of sugarcane
molasses, in bioreactor BioFlo 415, using the bacteria Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus plantarum and Leuconostoc mesenteroides with a previous study, in
Shaker, of the temperature, sucrose and yeast extract concentration used to each
bacterium. In the fermentation with Lactobacillus delbrueckii, it was produced lactic
acid with concentration of 50.21 g/L and final productivity of 1.26 g/L.h; with the
Leuconostoc mesenteroides, it was produced lactic acid with concentration of
14.57 g/L and final productivity of 0.41 g/L.h; and using Lactobacillus plantarum, it
was obtained a concentration of lactic acid of 50.59 g/L with final productivity of
1.09 g/L.h. In the second stage, acrylic acid was synthesized by catalytic
dehydration of commercial and fermented lactic acid in a tubular reactor at 300 °C
and continuous flow of CO,. For this, the catalyst support on NaY Zeolite basic
(KBr/NaY, KI/NaY and Cas(POa)2/NaY) were prepared, characterized and tested.
As results, when the commercial lactic acid was used, the largest selectivity was of
25.66% with use of KBr/NaY; whereas with lactic acid obtained by fermentation,
the largest selectivity was of 16.65% using KI/NaY. In this design, all products were
characterized by high performance liquid chromatography (HPLC).

Key words: Lactic acid, acrylic acid, fermentation, catalytic dehydration
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Capitulo 1: Introducéo

1.1 INTRODUCAO

Com a crise energética, apds a segunda guerra mundial, o preco do barril
de petroleo se elevou abruptamente e, como consequéncia, mudou a dependéncia
total do recurso fossil e desencadeou pesquisas tecnoldgicas baseadas no uso da
biomassa vegetal como substrato. Além disso, a preocupacao atual com as
mudancas climaticas causadas pelo aquecimento da atmosfera, o esgotamento
das reservas de petroleo e o desenvolvimento socioeconémico estimularam a
pesquisa de produtos renovaveis, capazes de substituirem os recursos fosseis
(ATALA, 2004; DANNER; BRAUN, 1999; GIMENES, 2010).

No Brasil, usa-se a cana-de-agucar como fonte de carbono. Uso que
aumentou com a criacdo do Instituto de Aclcar e Alcool (IAA) em 1930 e se
fortaleceu com o Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL) em 1975
(SILVEIRA, 2005). Em 2008, a Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo (FAPESP) com o objetivo de “Promover uma maior consciéncia sobre o
valor da biodiversidade, para estimular a sua conservagdo e melhorar a qualidade
de vida do homem” langcou o Programa FAPESP de Pesquisa em Bioenergia
(BIOEN), o qual estimula atividades de pesquisa e desenvolvimento para o avanco
do conhecimento e sua aplicacdo em areas relacionadas a producédo de
Bioenergia no Brasil (BIOEN-FAPESP, 2013). No mesmo ano, assinou o acordo
de cooperacdo FAPESP-BRASKEM para dar apoio aos projetos de pesquisa
cientifica e tecnoldgica nas areas de: Processos de sintese de intermediarios,
monémeros e polimeros a partir de matérias primas renovaveis; Captura,
armazenamento e conversdo de COy; Estudos e desenvolvimento de materiais
que atribuam aos polimeros (obtidos a partir de matérias primas renovaveis, ou
nao) as propriedades fisico-quimicas que possibilitam sua utilizagao nas diferentes
aplicac6es demandadas pelo mercado; Poliolefinas (catalise, modificagdo quimica,
outros); Formacdo de recursos humanos altamente qualificados nos itens

descritos.
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Dentro deste contexto, no Laboratério de Bioenergia (BIOEN) do

Laboratério de Otimizacao, Projetos e Controle Avangcado (LOPCA) vinculado a
Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP e dirigido pelo Professor Dr.
Rubens Maciel Filho, se desenvolve o projeto tematico “Um processo integrado
para producdo total de bioetanol e emissdo zero de CO.,’. Paralelamente,
desenvolvem-se rotas para a producdo do acido acrilico e propandico pelo

processo fermentativo de agucares, do qual faz parte este trabalho.

Portanto, na presente pesquisa se desenvolveu uma metodologia
alternativa para a producado de acido acrilico a partir de fontes renvaveis. Neste
conceito, melaco de cana-de-agucar foi usado como subtrato de partida.

1.2 OBJETIVO GERAL

Sintetizar acido acrilico via semissintese a partir da fermentacdo de melaco
de cana-de-agUcar para acido lactico e sua posterior desidratacdo. Demostra-se,
assim, a viabilidade da cana-de-agucar como fonte renovavel e promissoria na

producgéo de acidos organicos derivados do petréleo.

1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v |dentificar espécies de micro-organismos que produzem &cido lactico a
partir de fontes renovaveis.

v" Produzir acido lactico a partir da fermentacao dos acucares redutores de
melaco de cana-de-agucar

v' |dentificar rotas de obtencao do acido acrilico a partir do acido lactico ou
seu éster.

v Sintetizar acido acrilico a partir do 4cido lactico obtido por fermentacao de
melaco de cana-de-agucar.

4 John Hervin Bermudez Jaimes



Capitulo 1: Introducéo

1.3 ORGANIZACAO DO TRABALHO

A presente dissertacdo de mestrado esta dividida em oito capitulos.

No Capitulo 1, apresenta-se a introdugcdo, dando a conhecer a importancia
do tema, a justificativa. Além disso, apresentam-se os objetivos e a organizacao
do trabalho.

No capitulo 2, apresenta-se o estado da arte. Nela, descreve-se uma
revisdo bibliografica dos topicos mais relevante da presente pesquisa como cana-

de-acucar, acido lactico e acido acrilico.

No Capitulo 3, apresenta-se a metodologia. Na primeira parte, descreve-se
a metodologia relacionada a produgéo do &cido lactico a partir da fermentacao do
melaco de cana-de-agucar; ressaltando o substrato, os micro-organismos e a fonte
de nitrogénio, os estudo prévios, a fermentacdo e os métodos analiticos. Na
segunda parte, descrevem-se a metodologia empregada na producdo do acido
acrilico a partir da desidratagédo catalitica do acido lactico; destacando a selecéo e
preparacao dos catalisadores, 0s ensaios realizados e a caracterizagao tanto dos

produtos como dos catalisadores.

No Capitulo 4, sdo apresentados os resultados obtidos segundo a

metodologia estabelecida no Capitulo 3.

No Capitulo 5, apresentam-se as conclusdes e sugestées para trabalhos
futuros segundo os resultados obtidos.

No Capitulo 6, apresenta-se a bibliografia levada em conta para o
desenvolvimento da presente dissertagéo.

No Capitulo 7, apresentam-se os anexos. Nele, amostra-se a folha usada

para descarte de residuos quimicos.

O Capitulo 8 compreende trés apéndices. Nele, apresentam—se as curvas
de calibracao dos métodos cromatograficos usados na quantificagdo dos principais
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produtos da fermentacdo, na desidratacdo do &cido lactico e os trabalhos
publicados até o momento.
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Capitulo 2: Estado da arte
No presente capitulo, descrevem-se os Ultimos avangos cientificos tomados

como base para o desenvolvimento da presente pesquisa.

2.1 CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-aglicar € uma planta originaria do sudeste da Asia e cultivada
nas regides tropicais e subtropicais do globo terrestre (CEBALLOS-SCHIAVONE,
2009). Pertence ao género Saccharum, da familia Poaceae com pelo menos seis
espécies; S. officinarum S. Spontaneum, S. barberi, S. Sinense, S. Robustum, S.
Edule (JAMES, 2004). A familia Saccharum officinarum (Figura 1) foi trazida pelos
Portugueses ao Brasil no inicio do século XV (LUNELLI et al., 2010).

Figura 1. Cana-de-agucar (Saccharum officinarum) (“Maravilhoso Mundo da Nutrigdo: Sabor Doce”, 2011).

A cultura produz em curto periodo um alto rendimento de matéria verde,
energia e fibras, sendo considerada uma das plantas com maior eficiéncia
fotossintética (LIMA et al., 2001). A sua contribuicdo socioeconémica é de grande
interesse devido a capacidade da planta de sintetizar sacarose, alta resisténcia a
doencas e pragas, facil adaptacao a terra e ao clima; qualidades estas que foram
conseguidas por meio de modificagdes genéticas da mesma (JAMES, 2004; LIMA
et al., 2001).

Por outro lado, a avaliagdo ambiental do ciclo de vida da cana-de-agucar
tem mostrado vantagens em comparacao a outras fontes renovaveis de acucar
tais como milho e beterraba, em fung¢do da energia consumida, emissoes de gases
de efeito estufa, seu possivel potencial de acidificacdo devido ao seu alto

conteudo de agucar e ao deslocamento de combustiveis fésseis por energia
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renovavel a partir da fibra da cana-de-acucar (RENOUF; WEGENER; NIELSEN,

2008).

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations
Statistical Database (FAOSTAT), o Brasil € o maior produtor de cana-de-acgucar no
mundo. No ultimo relatério em 2011, o Brasil registrou uma producdo maior a 734
milhdes de toneladas de cana-de-agucar (Tabela 1), superando a producédo da
india, China, Tailandia, Paquistdo, México e Filipinas (FAOSTAT, 2013).

Tabela 1. Producdo de cana-de-aglUcar (FAOSTAT, 2013).

Producéao (Toneladas)

2011 2010 2009 2008 2007 2006
Brasil 734006000 719157000 672157000 645300000 549707000 477411000
India 342382000 277750000 285029000 348188000 355520000 281172000
China 115123560 197212010 116251272 124917502 113731917 93306257
Tailandia 95950400 68807800 66816446 73501600 64365500 47658100
Paquistdo 55308500 49372900 50045000 63920000 54741600 44665500
México 49735300 50421600 49492700 51106900 52089400 50675800
Filipinas 34000000 34000000 22932800 26601400 22235000 24345100

Pais

Embora o Brasil seja produtor de cana-de-acucar ha séculos, a sua
importancia no Pais s6 aumentou com a criacdo do Instituto de Aclcar e Alcool
(IAA) pelo presidente Vargas em 1930; posteriormente, em 1975, o cultivo se
expandiu pelo Pais com o Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL), sendo o
produto agricola mais cultivado no Brasil, superando a producao de soja e milho,
cuja producdo vem crescendo gradualmente nos ultimos anos (JAMES, 2004;
SILVEIRA, 2005).

2.1.1 Subprodutos principais da cana-de-acucar

A partir da cana-de-acucar sdo obtidos o caldo, o bagaco e o melaco. Trés
subprodutos naturais usados como matéria-prima na industria de agucar, alcool,
energia, bebidas, couros, papel e produtos quimicos biodegradaveis como o &cido
lactico (AMALRAJ et al., 2008; AQUINO et al., 2008; DUMBREPATIL et al., 2007;
HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000). Isto mostra a importancia desta
planta na economia e no desenvolvimento do Pais, razao pela qual é alvo de
constantes pesquisas (LUNELLI, 2010).
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2111 Caldo de cana-de-acucar

O caldo é um liquido amarelo obtido a partir da moenda da cana-de-agucar
(Figura 2). Considerado o principal subproduto da cana-de-agucar por ter a maior
porcentagem de acucar da mesma. O caldo de cana-de-agucar tem
aproximadamente 80% de agua, 19% de acUcares além de outros componentes
em baixas quantidades (Tabela 2). Dos acucares presentes no caldo, a sacarose
representa a maior quantidade com aproximadamente 18%, seguido de glicose e
frutose, com aproximadamente 0,5% cada um (UMEBARA, 2010).

Figura 2. Caldo de cana-de-aglcar (VEGGIE IN SAMPA, 2012).

Tabela 2. Composigao do caldo de cana-de-agucar (UMEBARA, 2010).

Componentes Porcentagem (%)
Agua +80,0
Aclcares +19,0
- Sacarose +18,0
- Glicose +0,5
- Frutose +0,5
Sais 0,4
Matéria organica 1,2
Proteinas 0,2
Acidos combinados 0,5
Acidos livres 0,03
Pectinas 0,04
Gomas 0,05
Gorduras 0,01
Ceras 0,03
Materlgls cprantes e 0,04
vitaminas

Embora o caldo de cana-de-agucar seja empregado como refresco natural e
producao de acucar (BHATTACHARYA et al., 2001), seu alto teor de aglcares faz

dele uma matéria-prima vital nos processos fermentativos, nos quais se produz
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etanol, bebidas alcodlicas e produtos quimicos renovaveis (AQUINO et al., 2008;

LIMTONG; SRINGIEW; YONGMANITCHAI, 2007; TIMBUNTAM; SRIROTH;
TOKIWA, 2006).

21.1.2 Bagaco de cana-de-acucar

O bagaco é um material fiboroso de cor bege, obtido como subproduto
abundante na industria de acucar e alcool, no processo de moenda da cana-de-
acucar (Figura 3). Nos ultimos anos, o interesse da industria pelos residuos da
agricultura como matérias-primas tém incrementado o apego para o bagaco
(CTBE, [s.d.]).

Figura 3. Bagago de cana-de-aglicar (BIOMASSA BR ENERGIAS RENOVAVEIS, 2012).

A sua composi¢ao quimica em porcentagem em base seca (Tabela 3) é de
aproximadamente 43,6% de celulose, 33,5% de hemicelulose, 18,1% de lignina e
uma porcentagem remanente de cinzas, cera e minerais (SOLIMAN; AHMED;
FADL, 2011; SUN et al., 2004); composi¢ao que faz do bagaco uma boa fonte de
carbono de baixo custo.

Tabela 3. Composigao do bagago de cana-de-aglcar em base seca (%,w/w) (SUN et al., 2004).

Polissacarideo % W/w
Celulose 43,6
Hemicelulose 33,5
Lignina 18,1
QOutros 4.8

O bagaco tem sido principalmente usado como fonte de energia (GRIFFIN,

2011), geralmente usado nas caldeiras das usinas de producao de agucar e etanol

z

e como precursor de celulose na fabricacdo de papel (AMALRAJ et al., 2008). E
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empregado como fonte de alimento para bovinos; obtencédo de produtos quimicos
renovaveis, entre outros (GRIFFIN, 2011; HUANG et al., 2009; LAOPAIBOON et
al., 2010; PANDEY et al.,, 2000; SOLIMAN; AHMED; FADL, 2011; TEXEIRA;
PIRES; NASCIMENTO, 2007). Atualmente, é alvo de diversas pesquisas na
bioconversdao em etanol de segunda geracao (ANDRADE, 2012; BAYONA, 2012;
RABELO, 2010).

2113 Melaco de cana-de-acucar

O melago de cana-de-agucar é uma massa viscosa de cor marrom (Figura
4) obtido como subproduto da industria agucareira, no processo de cristalizacao e
decantacgéo, na fabricacdo de acucar e alcool (CHAUHAN et al., 2011; LI et al.,
2010; LUNELLI, 2010), com uma producao entre 40 kg a 60 kg por tonelada de
cana-de-aglicar processada (AGENCIA EMBRAPA DE INFORMAGCAO
TECNOLOGICA, [s.d.]).

Figura 4. Melago de cana-de-agtiicar (OUTRA MEDICINA, 2010).

A sua composicao quimica € principalmente sacarose seguido por glicose e
frutose, em um total de aproximadamente 61,04% de acUcares redutores totais
(ART) (Tabela 4) (LUNELLI, 2010). Contém minerais como calcio, cobalto, cobre,
ferro, fosforo, magnésio, manganés, potassio, selénio, sdédio, zinco e sulfitos

(MELACOS BRASILEIROS, [s.d.]).

Tabela 4. Composigdo do melago de cana-de-agucar (LUNELLI, 2010).

Acucar  Porcentagem (%)

Sacarose 54,50
Glicose 3,46
Frutose 3,08

ART 61,04
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A sua importancia como matéria-prima é cada dia maior na industria devido

ao seu baixo custo, alto teor de minerais e acucares (BRETHAUER; WYMAN,
2010; CAZETTA et al., 2007), e nado precisa de pré-tratamentos para liberar o
acucar, ja que a sua maioria estd na forma de sacarose, o que o torna 6timo para
processos de fermentacdo (GHORBANI et al., 2011; LUNELLI, 2010). Seu uso
tem incrementado, passando pela fabricagcdo de rapadura, doces, alimento para
animais e producéao de etanol (GHORBANI et al., 2011; SILVA et al., 2011). Além
disso, estudos recentes tém mostrado a importancia da biomassa vegetal como
fonte de carbono na producédo de produtos quimicos de alto valor agregado por
fermentacdo; obtendo como resultado a penicilina e acido lactico (CALABIA;
TOKIWA, 2007; HASSANI; YEGANI; HASSANI, 2011).

Levando em conta os aspectos mencionados anteriormente, escolheu-se o
melaco de cana-de-acucar como fonte principal de matéria-prima na obtencéao do

acido lactico via fermentativa, na presente pesquisa.

2.2 ACIDO LACTICO

O é&cido lactico, também conhecido como &acido 2-hidroxipropandico, é o
acido organico com maior ocorréncia na natureza dos carboidratos (DATTA;
HENRY, 2006). Desempenho atribuido ao fato de ser um composto viavel, por ser
obtido a partir de uma variedade de bioprodutos agroindustriais de baixo custo; e
polivalente, porque tem uma ampla faixa de aplicagées na industria; além de ser
ecoamigavel (JOHN et al., 2009). Ademais, o isbmero L-acido lactico é aceito
como uma sustancia segura para o consumo humano (LIU; HAN; ZHOU, 2011).

O acido lactico é o acido organico mais importante. Descoberto por Swedish
Scientist C.W. Scheele em 1780 a partir do leite azedo (REDDY et al., 2008). Em
1989, Lavoisier o considerou componente do leite e o chamou “acide lactique’,
que se tornou a possivel origem da terminologia atual do acido lactico. Em 1857,
Pasteur descobriu que ndo era o componente do leite, mas era um metabolito da

fermentacdo gerado por alguns micro-organismos (WEE; KIM; RYU, 2006). Em
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1881, foi comercializado por Avery em Littleton, USA (JOHN et al., 2009). No inicio
dos anos 60, foi desenvolvido um método para sintetizar quimicamente o &cido
lactico (WEE; KIM; RYU, 2006). Foi identificado como matéria-prima para a
sintese de plasticos biodegradaveis na década de 40 e inicio dos anos. Desde
1982, 0 mercado de consumo do &cido lactico € dominado pelo setor de alimentos
e bebidas 50. Em 1999, Hepner avaliou o aumento na producao do acido lactico
para 5-8% anual (REDDY et al., 2008). Finalmente, em 2012, estimou-se uma
demanda global do acido lactico de 367,3 mil toneladas devido ao crescimento de

catalisadores primarios na industria e novas aplicagées (PRWEB, 2012).

2.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas do acido lactico

O acido lactico é uma molécula bifuncional de caracteristica acido-alcool e
com um atomo de carbono quiral que Ihe confere isomeria espacial ética. Portanto,
existem dois enantibmeros (L)- e (D)-acido lactico (Figura 5) os quais diferem no
efeito de polarizar a luz; e uma mistura racémica DL que é opticamente inativa
(LASPRILLA et al., 2012). Dos isdmeros do &cido lactico, o isbmero L-acido lactico
é considerado como GRAS (Generally Recognized as Safe) pela FDA (Food and
Drug Administration), o isémero D-&cido lactico nao € metabolizado pelos animais,
causando acidose e descalcificacao (ADSUL; VARMA; GOKHALE, 2007).

COOH COOH
H — (-3 —== OH HO i é —t H
GHy H,
D-4cido lactico L-4cido lactico

Figura 5. Enantidmeros do acido lactico (REDDY et al., 2008).

Quimicamente, pode ser considerado como um &cido de Brgnsted,
monoprotico, fraco, de carater acido e basico; puro € um sélido branco cristalino
com baixo ponto de fusdo, miscivel em agua, alcool, glicerol e furfural e insolavel

em cloroférmio (LUNELLI, 2010), comercializado em solugcédo aquosa de 85%-90%
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(SIGMA-ALDRICH, [s.d.]), sua densidade varia linearmente com a concentragao

do acido lactico na solucdo e com a temperatura (LUNELLI, 2010). Na Tabela 5,
apresentam-se algumas propriedades fisicas do acido lactico (NARAYANAN;
ROYCHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2004).

Tabela 5. Propriedades fisicas do &cido lactico (NARAYANAN; ROYCHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2004).

Propriedade Valor
Férmula molecular C,oHgO3
Massa molar 90,08 g/mol

~ L:53°C
Ponto de fuséo D: 53 °C
Ponto de ebulicao 122 °C, 12 mmHg
Constante de dissociagao, K, a 25°C 1,37x10*
Calor de combustao 1361 Kg/mol
Calor especifico 190 J/mol/°C

Sua caracteristica de alcool e acido carboxilico lhe confere alta reatividade,
participando em reacdes de desidratacdo, descarboxilagdo, condensacéo,
reducéo, desidrogenacao, esterificacdo e polimerizacao (Figura 6) (ZHANG; LIN;
CEN, 2008). No entanto, a rota de interesse, neste trabalho, é a desidratacdo do

acido lactico para acido acrilico.

(o]
\)kOH + HO
(0] "
Hy + COz =+ )L Acido acrilico
HO + CO + H Q \/\OH
Acetaldeido €, & + HO
O@ ‘90@ E OH
Xy 78, o »O _ ;
OM 3 6‘)& 1,2-propanodiol
N &
O/)//.Q .Céo [=] Q\ H2
Vs
o (0]
€O, /ﬁﬁk Deshidrogenagéo %OH + Hp
Hgo 0 (0]
2,3-pentadiona & Acido piruvico

»O
?160(?
</ H,
(0]
Hgo + \)'LOH

Acido propanoico

oedeziswiod

Lactato de etila

r_ A
oo of * MO

Dilactida n
Poliacido lactico

9!

Figura 6. Possiveis reagbes do acido lactico (Zhang, Lin e Cen, 2008; Zhang et al., 2008).
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2.2.2 Obtencao de acido lactico

De forma geral, o acido lactico pode ser obtido por via sintética a partir de
derivados do petréleo e por via fermentativa a partir de fontes renovaveis como a
cana-de-agucar (LUNELLI, 2010). Embora a via sintética seja industrialmente mais
antiga, atualmente se estima que 90% do acido lactico produzido € obtido por via
fermentativa (ADSUL; VARMA; GOKHALE, 2007).

2221 Via sintética

A produgdo do &cido lactico via sintética baseia-se na producdo do
correspondente acido a partir de fontes petroquimicas, geralmente (Figura 7).

Fontes petroquimicas

J
Acetaldeido + HCN

Iopeareed

| =
Lactonitrila

Fogtm)
S0 IPTH

A

Acido lactico + Sal de amonio

v

Mistura racémica
DL - acido lactico

Figura 7. Produgéao de &cido lactico por sintese quimica (LUNELLI, 2010).

Neste processo, o acetaldeido e o cianeto de hidrogénio, em meio basico e
em alta pressdo sdo usados para produzir lactonitrila, que posteriormente é
purificada por destilacdo. Logo, a lactonitrila é hidrolisada com acido sulfurico ou
cloridrico para produzir acido lactico e sal de amonio como subproduto (LI; CUI,
2010). Para purificar o acido l4ctico, se adiciona metanol a solucao anterior para

obter lactato de metila, o qual é purificado por destilacao e hidrolisado com agua
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na presenga de um catalisador acido para produzir acido lactico. Finalmente, o

acido lactico é recuperado e purificado segundo as necessidades do produto; o
metanol recuperado € reciclado ao processo (Figura 8) (LUNELLI, 2010;
NARAYANAN; ROYCHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2004).

Formacao da lactonitrila

) catalisador CN
)j\ + HCN — \(
H OH
acetaldeido ﬁ'ﬁ?oegt%rﬂg lactonitrila

Oxidacao da lactonitrila para acido lactico

CN Q
\( + H,S0, —> \HJ\OH + (NHg)2SO4
OH

OH

acido

id +cido lacti .
sulfdrico acido lactico sal de amonio

lactonitrila

Purificacao do acido lactico (Esterifacao/Hidratacao)

O O
\HJ\OH + CH3OH <= \HJ\OCHg + H,O
OH OH
acido lactico metanol lactato de metila agua

Figura 8. Reagdes presentes na produgao de acido lactico por sintese quimica (NARAYANAN;
ROYCHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2004).

A vantagem do processo sintético € a obtengédo do produto com baixo custo
em comparacao com o processo fermentativo (LIEW; TANAKA; MORITA, 1995).
Mas a desvantagem neste processo é que o &cido lactico é produzido como uma
mistura racémica de DL-acido lactico, o que dificulta a purificagdo dos isémeros
(MOON; WEE; CHOI, 2012).

2.2.2.2 Via fermentativa

A producao de acido lactico por métodos fermentativos data de milhares de
anos, como é conhecido na cultura chinesa onde se usava para fermentar os
alimentos para sua conservacdo (LIU; HAN; ZHOU, 2011). O processo

fermentativo do acido lactico é estudado desde 1935 usando diferentes tipos de
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micro-organismos e condicdes operacionais de fermentagdo, como fonte de
carbono, pH, temperatura e fontes de nitrogénio (LUNELLI, 2010). Atualmente,
representa 90% da producdo de &cido lactico comercial (ADSUL; VARMA;
GOKHALE, 2007).

No processo fermentativo (Figura 9), o acido lactico é obtido a partir de
fontes renovaveis com as seguintes caracteristicas: baixo custo, baixos niveis de
contaminantes, rapida taxa de producgdo, alto rendimento, pouca ou nenhuma
formacgao de subproduto, capacidade de ser fermentado com pouco ou nenhum
pré-tratamento e estar disponivel o ano todo (WEE; KIM; RYU, 2006). Nesse
sentido, as fontes renovaveis mais comuns sdo a cana-de-agucar (DUMBREPATIL
et al., 2007), milho (CUI; LI; WAN, 2011), beterraba (CALABIA; TOKIWA, 2007),
queijo (COELHO et al., 2011) e soja (QIN et al., 2010), entre outras (Tabela 6).

Fontes renovaveis

r
1
1
l - -
: Pre-tratamento/hidrolise
! ¥
1 o Tt P (e L T =
= Carboidratos fermentesciveis
1 za
1
I . .
: Fermentagio microbiana
|
1
1 3 i
““““ * Caldo termentado
Recuperacao e purificagio
v
Acido lactico
Acido lactico
L(+). D(-) ou DL

Figura 9. Produgéao do acido lactico via processo fermentativo (LUNELLI, 2010).
A biomassa vegetal em alguns casos é pré-tratada para obter os

carboidratos fermentaveis livres (sacarose, glicose, frutose) que sao a base

fundamental da fermentacgéo.
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Tabela 6. Reportes na literatura de pesquisas sobre producao biotecnol6gica do acido lactico a partir de
matérias-primas baratas (WEE; KIM; RYU, 2006).

Acido lactico  Produtividade

Matéria-prima Micro-organismo (g/L) (g/Lh)
Melago Lactobacillus delbrueckii NCIMB 8130 90,0 3,8
Enterococcus faecalis RKY1 95,7 4,0
Trigo Lactobacillus lactis ssp. lactis ATCC 19435 106,0 1,0
Enterococcus faecalis RKY1 102,0 4,8
Milho Enterococcus faecalis RKY1 63,5 0,5
Lactobacillus amilovorus ATCC 33620 10,1 0,8
Mandioca Lactobacillus amilovorus ATCC 33620 48 0,2
Batata Lactobacillus amilovorus ATCC 33620 42 0,1
Arroz Lactobacillus sp. RKY2 129,0 29
Cevada Lactobacillus casei NRRL B-441 162,0 3,4
Lactobacillus amylophilus GV6 27,3 0,3
Lactobacillus coryniformis ssp. torquens
Celulose ATCC 256000 24,0 0,5
Residuos de Lactobacillus coryniformis ssp. torquens 23 1 05
papel ATCC 256000 ' ’
Madeira Lactobacillus delbrueckii NRRL B-445 108,0 0,9
Enterococcus faecalis RKY1 93,0 1,7
Soro de leite Lactobacillus helveticus R211 66,0 1,4
Lactobacillus casei NRRL B-441 46,0 4,0

Posteriormente, o carboidrato é fermentado pelo uso de bactérias do acido
lactico (LAB) escolhidas segundo o carboidrato a ser fermentado e a aplicagéo do
acido lactico produzido (LUNELLI, 2010; MAYO et al., 2010; MORONI; ARENDT;
BELLO, 2011; WEE; KIM; RYU, 2006). Ja na fermentacédo, os parametros como
temperatura, agitacdo e pH sédo determinados segundo as caracteristicas de
trabalho do micro-organismo empregado na fermentacado (LUNELLI et al., 2007).

Outro fator importante na fermentacao é a fonte de nitrogénio que fornece
proteina a bactéria e ajuda no crescimento e producdo da mesma. Neste sentido,
o extrato de levedura tem sido a fonte de nitrogénio mais representativa na
literatura por causa do seu desempenho. Assim, Coelho et al. (2011) reportam
melhores rendimentos e produtividade do extrato de levedura em comparagéo
com a levedura autolisada, milhocina e proteina de algodao (pr6-flo), mas o alto
custo do extrato de levedura d4 um efeito negativo para a produgédo de grandes
quantidades do acido lactico. Portanto, outros substratos tém sido estudados para
substitui-lo (Tabela 7) (TIMBUNTAM; SRIROTH; TOKIWA, 2006).
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Tabela 7. Bactérias do &cido lactico (LAB), desenvolvimentos recentes.

. . . Pureza
- Biomassa vegetal ou Fonte de q P o Rendimento Produtividade ", .. 2
Bactéria substrato carbono Fonte de Nitrogénio T(C) pH (g AL/g glicose) [g/(L-)] og’%a Isémero Ref.
Lactobacillus Melago de cana-de- ; ) ) ) (DUMBREPATIL
delorueckii Uc-3 actcar Glicose Extrato de levedura 42-47 5,3-6,0 0,96 4,30 L et al., 2007)
NCIM 0,87 16
Lactobacillus 2365  Cana-de-agucar Glicose Extrato de levedura 42 48 ’ ’ i L (KADAM et al.,
delbrueckii hidrolisada Leite em p6 desnatado 2006)
Uc-3 0,98 3,2
Lactobacillus
delbrueckii subsp Cana-de-agucar  Glicose Frutose MRS 41 ) _ ) ) L (RAMANJOOLOO
delbrueckii (NCIM Sacarose et al., 2009)
2365)
Extrato de levedura
Lactobacillus sp. FCP2 Caldo de cana-de- Glicose Levedura autolisada Levedura (TIMBUNTAM,;
P- acucar Sacarose seca 40 6 0,96 2,8 - L SRIROTH;
Larvas de bicho da seda TOKIWA, 2006)
Residuos de camarao
Bacillus SP. 2-6 Soja Glicose Extrato de levedura 50 6,0 - 3,53 94 L (QIN et al., 2010)
Lactobacillus pentosus 30 _ - -
NRRL B-227
Lactobacillus Sacarose 45
delbrueckii FAT 0846 Glicose . . .
Melago de soja Frutose - 6 L (KA2ROP1 ?; al,
Lactobacillus Galactose
Plantarum NRRL B- 30 - - -
4496
L. agilis LPB 56 30 - - 91
Malte sprout
. Milhocina
Lactobacillus . . 13,0
plantarum As.1.3 Glicose Glicose '\ll\|l_|l;|'il%l3 55 6,8 0,98 3.20 - L (LIU et al., 2010)

Diamina Citrato
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Tabela 8. Continuagao Tabela 7.

- Biomassa vegetal ou Fonte de . - 0 Rendimento Produtividade  Pureza 2
Bactéria substrato carbono Fonte de Nitrogénio T (°C) pH (9 AL/g glicose) [9/(L-h)] optica (%) Isémero Ref.
Cana-de- % 41,16 0,91
agucar . Levedura autolisada
Leuconostoc Glicose
mesenteroides NRRL Melaco  Sacarose Frato o levedura 30 62 384 0,85 : D (Ca?%;?)e‘
B512 Pro-flo
Soro de queijo 43,8 0,80
Sporolactobacillus sp. Glicose . . ; (WANG et al.,
CASD Glicose Farelo de Amendoim 42 6,2-6,5 0.93 3.8 99.3 D 2011)
Sporolactobacillus sp. . . ; ) ) ) (ZHAO et al.,
CASD Glicose Glicose Extrato de levedura 42 6,2-6,5 D 2010)
Cana-de-  Caldo 0,95 1,66 96,7
. . ¥ Glicose ’ ’ ’ (CALABIA;
agucar ;
Lactobacilus delbrueckii 3¢ Melagp  Frutose : 40 6 0.9 1,48 . D TOKIWA,
Caldo de beterraba ~ S2¢ar0se 0,88 1,16 i 2007)
Melago de cana-de-
Lactobacillus plantarum acucar Sacarose Extrato de levedura 34 5 0,42 - - D,L (LUNELLI et
al., 2010)
L. rhamnosus 0,79 0,37
L. brevis ATCC 367 0,67 0,36
L. rhamnosus + L. Glicose/xilose (3:1)
brevis 0,73 0,40
L. rhamnosus + L.
brevis (12 h) . . 0,72 0,37 (CUI; LLI;
Glicose/ Xilose Extrato de levedura 37 5 - DL WAN. 2011
L. rhamnosus 0,59 0,49 ’ )
L. brevis Tratamento basico 0,54 0,45
L. rhamnosus + L. (NaCH) de palha de
brevis milho 0,70 0,58
L. rhamnosus + L. 0.59 0,49

brevis (12 h)

* produgédo (g/L)
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O processo fermentativo pode ser realizado por fermentacdo batelada
(CAZETTA et al., 2007), fermentacao batelada alimentada (LUNELLI, 2010) ou
fermentacao continua (PAYOT; CHEMALY; FICK, 1999). Maiores concentragdes
sdo obtidas nas fermentacbes batelada e batelada alimentada e maior
produtividade com fermentac¢des continuas (MOON; WEE; CHOI, 2012).

Em relacdo a separacao e purificacao de lactato, diversas técnicas como
osmose reversa (LIEW; TANAKA; MORITA, 1995), reacdo quimica esterosseletiva
com posterior separagdo por cromatografia (PAIK et al., 2011), extracdo por
solventes (MARINOVA et al., 2004), cromatografia preparativa (THANG;
NOVALIN, 2008), reacdo extrativa (JARVINEN et al., 2000), cromatografia de alta
eficiéncia (ZHANG et al., 1998) e membranas (SCHLOSSER; KERTESZ;
MARTAK, 2005), tém sido estudadas.

A vantagem significativa sobre a sintese quimica é que a producao
biolégica pode usar matérias-primas baratas e ricas em carboidratos, ja que o
custo de matéria-prima é um dos fatores mais importantes na produgéo econémica
do &cido lactico. Ainda assim, a eficiéncia e economia da fermentacdo do acido
lactico final sdo alvo de melhoria. Portanto, diversas pesquisas sdo enfocadas na
busca de novas e eficazes fontes nutricionais, como também de novas técnicas de
fermentacdo que permitam conversdo do substrato e produtos com alto
rendimento (REDDY et al., 2008). Outra vantagem na produgédo do acido lactico
pelo processo fermentativo € a possibilidade de obter um isémero (D ou L) com
escolhido na fermentacao (LASPRILLA et al., 2012; MOON; WEE; CHOI, 2012).

A principal desvantagem na produgéo do acido lactico por via fermentativa é
o alto custo de separacéo e producao (ESTELA et al., 2007). Quando sao usados
materiais refinados na producéo, o custo da purificacdo do produto pode diminuir
significativamente. No entanto, isto é ainda desfavoravel, porque a purificacao de
carboidratos é ainda mais cara que o custo da produgcao (WEE; KIM; RYU, 2006).
Nao obstante, véarias fontes renovaveis tém sido empregadas na producéo

econdmica do acido lactico (Tabela 7).
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2.3 Bactérias do acido lactico

As fontes microbianas primarias do acido lactico foram uma bactéria do
acido lactico e o fungo Rhizopus. No entanto, ha séculos é evidenciado que os
melhores micro-organismos capazes de produzirem acido lactico sdo as bactérias
(LUNELLI, 2010; MOON; WEE; CHOI, 2012; WEE; KIM; RYU, 2006). Micro-
organismos que ganharam o nome de bactéria do acido lactico, também
conhecidas como LAB do inglés Lactic acid bactéria, nome dado para designar
“organismos do leite azedo” (LUNELLI, 2010). Além disso, envolvem um grupo
heterogéneo de micro-organismos que apresentam uma propriedade metabdlica
comum na producdo do &cido lactico. S&o descritas como organismos
anaerdbicos facultativos, Gram (+), ndo esporogénicas, catalase negativa,
citocromo ausente, exigentes quanto aos fatores nutricionais, tolerantes a acido,
estritamente fermentativas com a formacao do acido lactico como principal produto
da degradacao de acucar, e aceitas como GRAS (Generally Recognized As Safe)
para o organismo humano (LIU; HAN; ZHOU, 2011; LUNELLI, 2010; MAYO et al.,
2010).

As bactérias do &acido lactico pertencem aos géneros: Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, QOenococcus, Enterococcus, e
Leuconostoc; sendo o género Lactobacillus um dos mais usados na producao
industrial do &cido lactico (MAYO et al., 2010). Sao classificadas em dois grupos
principalmente LAB homofermentativas e LAB heterofermentativas; nomes que
foram propostos por Orla-Jensen em 1919 (KASCAK; KOMINEK; ROEHR, 2008).

No momento da escolha da LAB a trabalhar, ttm que ser atendidas, além
do substrato ou fonte de carboidrato, as condigdes de crescimento da bactéria
como o meio de cultura (acucares, fonte de nitrogénio, temperatura e pH), ja que
esses parametros sao caracteristicas de cada micro-organismo € um manuseio
inadequado pode inibir o crescimento, diminuir o rendimento de produgdo do
acido, variar a pureza o6tica ou até matar o micro-organismo. Portanto, sdo varios

os trabalhos desenvolvidos no estudo dos efeitos desses fatores; especialmente
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das fontes de carboidrato e nitrogénio (Tabela 7). Estudos tém mostrado a
importancia da cana-de-agucar como fonte de carboidratos, devido a sua
capacidade de sintetizar sacarose, ter alta resisténcia a doencas, pragas e facil
adaptacdo a terra e ao clima. Qualidades que |he deram uma excelente
contribuicao socioeconémica (JAMES, 2004; LIMA et al., 2001).

2.3.1 LAB homofermentativas

Sao bactérias que normalmente metabolizam glicose via frutose 6-fosfato
(Figura 10) para produzir mais de 85% de acido lactico, mas nao a partir de
derivados da hemicelulose como xilose ou arabinose (MACIEL FILHO, 2012;
REDDY et al., 2008). Fermentam um mol de glicose para dois mols do &cido
lactico, gerando um rendimento liquido de dois mols de ATP por molécula de
glicose metabolizada (REDDY et al., 2008). A esse grupo pertencem o0s géneros:
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus, e alguns Lactobacillus
(delbrueckii, helveticus, rhamnosus e acidophilus) (CUI; LI; WAN, 2011; MACIEL
FILHO, 2012; MAYO et al., 2010).

2.3.2 LAB heterofermentativas

Sao bactérias que metabolizam glicose via 6-fosfogliconato, Figura 10, para
produzir cerca de 50% do acido lactico e subprodutos como etanol, acido acético e
CO,, fermentando um mol de glicose para um mol do &cido lactico, um mol de
etanol e um mol de CO,; um mol de ATP é gerado por mol de glicose, diminuindo,
assim, a quantidade de glicose metabolizada (REDDY et al., 2008). A esse grupo
pertencem os géneros Leuconostoc, Oenocucus, e alguns Lactobacillus (brevis)
(CUI; LI; WAN, 2011; MACIEL FILHO, 2012; MOON; WEE; CHOI, 2012).

Portanto, a identificacdo das bactérias do &cido lactico € um fator
importante no desenvolvimento de processos econdmicos para a produgcdo do
acido lactico (MOON; WEE; CHOI, 2012). No entanto, a capacidade de uma
bactéria de fermentar carboidratos especificos tem sido aproveitada para
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aumentar a eficiéncia de conversao de substratos com o emprego de mistura de
culturas (CUI; LI; WAN, 2011).

glicose

l

glicose 6-fosfato
Y4

NAD*
/ \K(NADH
frutose 6-fosfato 6-fosfogliconato
+
ATP (»NAD
Q NADH
ADP » CO,
frutose 1,6-bifosfato xilulose 6-fosfato
gliceraldeido 3-fosfato -«— DHAP || gliceraldeido 3-fosfato acetil-fosfato
5 NAD* (,4 ADP NAD:) QADP (»NADH
<> 4 ATP NADH l ATP l NAD*
2 NADH l 2 H,0 > H,
2 piruvato piruvato acetaldeido
2 NADH 2 NADH 2 NADH
A C A C B Q
2 NAD* 2 NAD* 2 NAD*
L 2 lactato L lactato etanol )
a) b)

A:lactato deidrogenase; B: etanol deidrogenase

Figura 10. Principais caminhos de fermentagao da glicose pela bactéria do acido lactico. a) Via
homofermentativa, b) Via heterofermentativa (Reddy et al., 2008).

2.4 Processo disponivel

Além do conhecimento do comportamento da bactéria na fermentacao,
suas condigcdes de trabalho, e nutrientes é importante saber que tipo de
fermentacao (batelada, batelada-alimentada ou continua) pode ser realizada para
obter alta produtividade e concentragdo elevada do acido lactico (MOON; WEE;

CHOI, 2012).

Na fermentagdo batelada, a biomassa e o meio de cultura s&o colocados no
biorreator onde a fermentacao é realizada com controle de pH, por adicdo de uma
base, controle de temperatura e agitacdo constante até obter a producdo maxima
do acido lactico (Figura 11). Ainda que este processo tenha limitacbes pelo dano

sofrido pela bactéria devido ao acumulo do acido, na forma nao dissociada, no
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meio da fermentacdo (SERNA COCK; ROODRIGUEZ DE STOUVENEL, 2007),

uma série de fermentacdes tém sido feitas mediante este processo, especialmente
em laboratério (QIN et al., 2010; WANG et al., 2011).

Ammonia 3N

pH control

Temperature
control

batch Sampie
reactor

Figura 11. Biorreator batelada (PAYOT; CHEMALY; FICK, 1999).

Lunelli (2010) reportou aumento na conversao de agucar quando € trocado
de processo batelada para batelada-alimentada. Resultado que pode ser
explicado como um estresse osmético nas células bacterianas por altas
concentragdes de agucar no meio, portanto, uma alimentacdo sequencial em

tempos adequados pode aumentar a conversao de substrato.

A fermentacao batelada alimentada tem como base o processo batelada
com a diferenca que nele pulsos de substrato sdo feitos no transcurso da

fermentacao dependendo de como o acido lactico € produzido.

Por outro lado, na fermentagédo continua a preparacdo do meio de cultura e
a retirada do &cido lactico fazem parte do processo. Portanto, tem-se um processo
mais complexo (Figura 12).

Geralmente, a concentracdo e a produtividade do produto final estdo
intimamente relacionadas com a economia do processo de fermentacao
convencional; uma maior concentracdo pode ser encontrada em processos
descontinuos ou em batelada-alimentada enquanto uma produtividade mais
elevada pode ser conseguida em processo continuo (MOON; WEE; CHOI, 2012).
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Molasses

Ammonia 3N

H,0
Nilrogene source
Ammonium salis

HTemperature
H control Lactic acid
Tank I-

Continuous
reacton Purge pump

Figura 12. Biorreator continuo (PAYOT; CHEMALY; FICK, 1999).

Serna Cock e Roodriguez de Stouvenel (2007) reportam que, na maioria
das vezes, a fermentacdo continua da maiores concentragcbes e maiores
rendimentos em comparacdao a fermentacdo em batelada. Além disso, este
processo pode ser melhorado 1,6 vezes com a reciclagem das células (WEE;
RYU, 2009).

2.5 Aplicacoes do acido lactico

Algumas razdes pelas quais o0 acido lactico é considerado o &cido
carboxilico de maior aplicacdo é por sua versatilidade, rentabilidade e producéo a
partir de fontes renovaveis. Ha& tempo, se sabe que o &cido lactico € usado na
culinaria para preservar os alimentos (LIU; HAN; ZHOU, 2011). A industria de
alimentos tem uma demanda, aproximadamente, de 85% e na industria néo
alimenticia de 15%. E usado como acidulante, buffer, aromatizante ou inibidor de
deterioragdo bacteriana em uma grande variedade de alimentos processados
como doces, paes e produtos de panificacdo, refrigerantes, sopas, sorvetes,
produtos lacteos, cerveja, maionese e ovos na industria alimentaria, onde mais de
50% do acido lactico produzido € utilizado como agente emulsionante na padaria.
A sua capacidade de reter agua lhe da uso como hidratante em cosméticos e

umectante em formulagdes farmacéuticas, principalmente em pomadas e locdes
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(JOHN et al., 2009). Além disso, € utilizado nas industrias farmacéutica, téxtil,

couro e produtos quimicos industriais (JAWAD et al., 2012; JOHN et al., 2009; LU
et al., 2010; MOON; WEE; CHOI, 2012; REDDY et al., 2008).

Por outro lado, o acido lactico é atualmente de interesse devido ao seu uso
potencial como matéria-prima, principalmente, na sintese de polimero plastico
biodegradavel como poliacido lactico (PLA) e poli(L-acido lactico) (PLA) usados na
area medica. Deste modo, o PLA pode ser usado como suturas e dispositivos de
liberacdo controlada de drogas, e o PLLA usado principalmente em ortopedia
(LASPRILLA et al., 2012). Ao mesmo tempo, o acido lactico é considerado um
produto quimico viavel, por ser facilmente convertido para uma gama de produtos
quimicos industriais importantes como 6xido de propileno; propileno glicol; 2,3-
pentanodiona; ésteres de lactato e acido acrilico (MOON; WEE; CHOI, 2012). Na
presente pesquisa o acido lactico foi usado como um produto intermediario na
sintese do &cido acrilico partindo da fermentacdo dos aclUcares redutores

(sacarose, glicose e frutose) do melago de cana-de-agucar.

2.6 Producao global do acido lactico

Devido a alta demanda do acido lactico no mercado sua producdo tem
incrementado rapidamente a cada ano, estimulando uma producao global em
2000, de 50.000 toneladas por ano (BURGOS-RUBIO; OKOS; WANKAT, 2000) e
em 2007, de 60.000 toneladas por ano (ADSUL et al.,, 2007). Em 2009, de
130.000-150.000 toneladas por ano (WEE; RYU, 2009). Em 2011, estimou-se que
sua producado aumentasse para 200.000 toneladas por ano principalmente pelo
crescimento no mercado para produgédo de poliacido lactico (PLA) (KARP et al.,
2011). Em 2012, sua capacidade de producéo global foi estimada em 150.000
toneladas por ano, e se espera que continue aumentado como resultado da rapida
expansao dos derivados do acido lactico no mercado (MOON; WEE; CHOI, 2012).
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2.3 ACIDO ACRILICO

O acido acrilico ou acido 2-propanéico (CH,CHCOOH) é um produto
quimico industrial de valor consideravel e com enorme demanda no mercado. A
producdo anual de monémero e os seus derivados de éster tém alcancado 4,2
milndes de toneladas, sendo classificado na posicdo 25 na lista de produtos
quimicos organicos (XU; ZHU; CHEN, 2011). Em 1847, o &cido acrilico foi
preparado pela primeira vez, por oxidagdo de acroleina; posteriormente muitas
outras rotas foram reveladas, sendo a oxidacao catalitica de propeno a mais
usada industrialmente (BAUER, 2003). Junto com seus ésteres, sdo conhecidos
como acrilatos, que normalmente s&o liquidos incolores, inflamaveis, volateis,
levemente tdxicos. Na industria € produzido sintéticacamente por oxidagdo do
propeno, derivado do petréleo, e se adiciona hidroquinona ou seus ésteres para
inibir a polimerizacdo do mesmo (OHARA et al., 2011). No entanto, nesta pesquisa
0 acido acrilico foi obtido diretamente da desidratacao catalitica do &cido lactico
obtido inicialmente por fermentagdo dos agucares redutores (sacarose, glicose e
frutose) do melaco de cana-de-agucar.

2.3.1 Propriedades fisico-quimicas do acido acrilico

O &cido acrilico € um liquido incolor; forma agulhas cristalinas, em estado
sélido; é altamente soluvel em agua, alcool, ésteres, e muitos outros solventes
organicos (OHARA et al., 2011). Suas propriedades fisicas mais relevantes sao

apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Propriedades fisicas do &cido acrilico (OHARA et al., 2011).

Propriedade Valor
Férmula molecular C3H40,
Massa molar 72,06 g/mol
Ponto de fusao 13,5°C
Ponto de ebulicao 141 °C
indice de refracdo no-> 1,4224,
np>> 1,4185
Viscosidade a 25 °C 1.149 mPa.s
Constante de dissociagao, K, a 25°C  5,5x1 0°; pKa = 4,26
Calor de combustao 1376 Kg/mol
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Devido a sua estrutura quimica (Figura 13), sofre reacdes caracteristicas de

compostos insaturados e 4cidos carboxilicos; sua elevada reatividade se deve aos
dois centros insaturados conjugados. O atomo de carbono B polariza o grupo
carbonila, comportando-se como um eletréfila, favorecendo a adicdo de uma
variedade de nucledfilas, e por sua vez, ativa o hidrogénio do grupo vinil. Além
disso, a ligacao dupla C=C sofre rea¢des de adicao iniciadas por radicais como as
reagdes de Diels-Alder e de polimerizagdo. A funcao carboxila é sujeita as reacoes
de deslocamento tipicas de acidos alifaticos e ésteres, tais como esterificagdo e
transesterificacao (OHARA et al., 2011).

O
(03

Figura 13. Acido acrilico. Atomos de carbono o e B insaturados.

2.3.2 Obtencao do acido acrilico

Embora na maioria dos trabalhos se apresente a obteng¢édo do acido acrilico
por meio de duas vias (Quimica ou sintética e fermentativa), no presente trabalho
se divide a producao do acido acrilico em trés partes: Via sintética, fermentativa e
semissintética. Na via sintética se trata a producdo do acido acrilico a partir de
derivados do petréleo, especialmente de propeno; a via fermentativa compreende
a producéo do &cido acrilico diretamente, a partir de fontes renovaveis; e a via
semissintética envolve a producao do acido acrilico via sintética a partir do &cido
lactico obtido de fontes renovaveis, ainda que em estudos prévios seja usado
acido lactico comercial ou seu éster. No entanto, Para o desenvolvimento do

presente trabalho foi empregada.

Este importante acido orgénico € usado para produzir polimeros, téxteis e
uma variedade de produtos industriais e de consumo (LEE et al., 2010).
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2.3.2.1 Via sintética

A via sintética para producdo do acido acrilico vem sendo bastante
desenvolvida, sendo conhecidos varios processos, ainda que alguns deles nao
sejam atualmente utilizados. Portanto, sdo conhecidos os processos descritos
abaixo.

a. Processo baseado em acetileno

Consiste no uso de acetileno como matéria-prima principal, que reage a
pressao atmosférica e 40 °C na presenca do acido cloridrico e de carbonila de
niquel (Figura 14); sendo R igual a um grupo hidrogénio, alquila ou arila. Esse
processo foi descoberto por W. REPPE em 1939 e usado por R6hm & Haas e Toa
Gosei Chemical, que o modificaram para o processo nao estereoseletivo de
Reppe; posteriormente esses dois métodos foram abandonados pela elevada
toxicidade e natureza corrosiva da carbonila de niquel (OHARA et al., 2011).

@)
C,H, + ROH* HClI + Ni(CO)y —> \)J\ + NiCl + Hp
OH

Acetileno R=H, alquil, aril Acido acrilico

Figura 14. Producao sintética do acido acrilico via acetileno (OHARA et al., 2011).

b. Processo Reppe de alta pressao

Processo empregado pela empresa BASF e Badische Corp. Consiste na
reacao de acetileno, monéxido de carbono e agua em presenca de brometo de
niquel-brometo de cobre (lll) a aproximadamente 14 MPa e 200 °C (Figura 15). No
entanto, os problemas de seguranca e de poluicdo no controle da carbonila de
niquel (formado no processo) e o custo elevado de acetileno apresentam-se como
desvantagens. Portanto, foi substituido pela oxidacao direta de propeno; embora,
a BASF ainda produz parte do seu &cido acrilico por este processo (OHARA et al.,
2011).
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catal. O
CzH2 + CO + Hzo — \)J\OH

Acetileno Acido acrilico

Figura 15. Produgao sintética do acido acrilico via reagdo Reepe de alta pressdo (OHARA et al., 2011).

c. Hidrdlise de acrilonitrila

A hidrélise acida da acrilonitrila em elevadas temperaturas (200-300°C)
produz &cido acrilico, tendo como intermediario a acrilamida (Figura 16) (BELLO,
2008). Este método foi economicamente pouco atraente devido ao baixo
rendimento baseado no propeno e as grandes quantidades de residuos de
NH4sHSO,4. Foi abandonado pelas empresas Ugine Kuhlmann, Mitsubishi
Petrochemical, e Mitsubishi Rayon. No entanto, ainda é operado por Asahi
Chemical (OHARA et al., 2011).

0 O @) H-0 O +
+ 2 — —_— + NH
S, Ay, = L,
Acrilonitrila Acrilamida Acido acrilico

Figura 16. Produgao sintética do acido acrilico via hidrélise de acrilonitrila (OHARA et al., 2011).

d. Processo a partir do ceteno

Trata da producdo do &cido acrilico a partir da condensacao de ceteno
(produzido a partir da pirdlise do acido acético) e formaldeido para produzir 3-
propilactona, e posterior na geracado do acido acrilico com acido fosférico (Figura
17). O processo parou de ser usado por Celanese e B. F. Goodrich, depois da
descoberta das propriedades cancerigenas da propilactona (BELLO, 2008;
OHARA et al., 2011).

0 o ﬁo HsPO, 0
+ — —_—
Y [ ! Ay
Ceteno  Formaldeido B-propilactona Acido acrilico

Figura 17. Produgao sintética do acido acrilico via ceteno (OHARA et al., 2011).
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e. Processo baseado no etileno cianoidrina

Processo baseado na desidratacdo e hidrélise, com &cido sulfarico, de
eteno cianohidrina; obtido pela adicdo de 6xido de eteno e cianeto de hidrogénio
(Figura 18) (BELLO, 2008). Este processo foi utilizado pela Union Carbide e pela
Réhm & Haas, mas foi abandonado por ter que trabalhar com HCN e por gerar
residuos de NH4sHSO4 (OHARA et al., 2011).

Hidrolise O
g +  HON —— o~ ON S
H,0 OH
Oxidode  Cianeto de Eteno . .
eteno hidrogénio cianohidrina Acido acrilico

Figura 18. Produgéo sintética do 4cido acrilico via eteno cianohidrina (BELLO, 2008).

f. Oxidacao de propeno

Este processo envolve a oxidacao catalitica de propeno em fase vapor; com
ar e vapor da agua para produzir acido acrilico. Geralmente o produto que sai do
reator é absorvido em agua, extraido com um solvente apropriado e destilado para
obter &cido acrilico glacial. Atualmente, o acido acrilico comercial € produzido por
este método; que por sua vez pode ser realizado em Unico estagio ou em dois
estagios (OHARA et al., 2011). O processo € usado pelas companhias BASF,
Nippon Shokubai, Mitsubishi, Dow (Celanese), Sumitomo e LG Chemical (BELLO,
2008).

e Processo em unico estagio

No processo em unico estagio, a reacao se faz em um unico reator, no qual,
uma reacao exotérmica é realizada. Nele, o propeno € oxidado para acroleina na
presenca de oxigénio e um catalisador heterogéneo; dessa maneira, a acroleina é
oxidada nas mesmas condicdes para acido acrilico (Figura 19) (LEE et al., 2010).

Como desvantagens, o processo apresenta rendimentos relativamente

baixos, de 60% a 70%, e o catalisador (Tabela 10) usado possui um curto periodo
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de vida util devido a sublimacao do 6xido de telurio, um promotor da reacdo, na

temperatura de operacao (BELLO, 2008).

O, Catal “ o O, Catal 0] Ho
X _ — + Ry AH =-594,9 kJ/mol
S
Propeno Acroleina Acido acrilico

Figura 19. Produgéo sintética do acido acrilico via oxidagdo de propeno em Unico estagio (BELLO, 2008).

Tabela 10. Catalisadores para a oxidagéo do Propeno em estagio Unico usados por Nippon Shokubai (BELLO,

2008).

Catalisador Rendimento (%) Temperatura (°C)
Mo-W-Te-Sn-Co-O 65 350
Nb-W-Co-Ni-Bi-Fe-Mn-Si-Z-O 73 325

e Processo em dois estagios

Como o préprio nome ja diz, este processo esta dividido em duas etapas ou

estagios (Figura 20), permitindo a otimizagdo do processo e elevados
rendimentos.

Estagio 1:
O, Catal.
X — X =0 + HO AH =-594,9 kJ/mol
Propeno Acroleina
Estagio 2:
s~ —0 2 ] H,0 H kJ/mol
X — — + Hy AH =-594,9 kd/mo
A,
Acroleina

Acido acrilico
Figura 20. Producgao sintética do acido acrilico via oxidagdo de propeno em dois estagios (BELLO, 2008).
Seu principio € o0 mesmo do processo com Unico estagio, sendo produgéo
do &cido acrilico a partir da oxidacdo do propeno. Porém, neste processo, 0
propeno é oxidado parcialmente para acroleina em um estdgio em condi¢des de

temperatura e catalisador caracteristicas da oxidacao (Tabela 11). Logo, no
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segundo estagio a acroleina é oxidada para acido acrilico em outras condi¢des da
reacao (Tabela 12) (BELLO, 2008).

Tabela 11. Catalisadores do primeiro estagio (BELLO, 2008).

Rendimento (%)

Il Acroleina Acido acrilico VIRl (46)
Mo12Bi1Co04Ni4,5Si6,3Mg0,2 75,8 16,2 350
Mo12Bi1Fe2Co3Ni1P2K0,2 88,0 3,0 305
Mo12Bi1Fe1W2Co04Si1,35K0,06 90,2 6,0 325

Tabela 12. Catalisadores do segundo estagio (BELLO, 2008).

Catalisador Conversao (%) Rendimento (%) Temperatura (°C)
Mo12V4,6Cu2,2W2,4Cr0,6 100,0 98,0 220
Mo12V3W1,2Ce3 100,0 96,1 288
Mo12V2W2Fe3 99,0 91,0 230

2.3.2.2 Via fermentativa

O é&cido acrilico é encontrado em uma grande variedade de bactérias e
algas, mas seu papel biolégico é incerto nesses micro-organismos, e os detalhes
da biossintese do acido acrilico nesses organismos ainda ndo é completamente
conhecida (XU; ZHU; CHEN, 2011).

No intento de explicar o porqué a producao do acido acrilico a partir de
fontes renovaveis ndo é viavel, Straathof et al. (2005) propdéem uma série de
possiveis rotas metabdlicas para producdo do &cido acrilico a partir de agucar
como fonte de carbono. Na Figura 21 sao apresentadas as rotas que conduzem a
fermentagdo do agucar para produzir, essencialmente, piruvato como intermediério
fundamental na producao de diversos sub-intermediarios; sendo a via do lactato a
rota mais provavel para a producdo do acrilato. No entanto, a concentracdo de
acrilato nunca é maior de 1% da concentracao inicial do substrato.
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sugars

methionine 1—1—\ § P acetyl-CoA

methylcitrate <-4-4—— pyruvate P oxaloacetate glycerol
DMSP / wa-alanine aspartate
methylmal.CoA lactate B-alanine
‘ # / “a v
propanoyl-CoA lactoyl-CoA B-alanyl-CoA mal. semiald. malonyl-CoA
\ ¢ A/ ¢ / v

propanoate acrylyl-CoA #4—— 3-HP-CoA 44— 3-HP <«—— 3-hydroxypropanal

P acrylate 4
Figura 21. Rotas metabdlicas hipotéticas para a biossintese de acrilato a partir de agicares (STRAATHOF et
al., 2005).
Andlise baseada em trés hipoteses, principalmente: na formacao do acrylil-
CoA como intermediario na fermentacao do lactato ndo é viavel, ja que dois tercos
do lactato sédo reduzidos para propanoato e um terco é oxidado para acetato e
COg; quando o 3-HP sintetiza 3-HP-CoA, este € desidratado para acrylil-CoA e

7

()

posteriormente reduzido para propanoil-CoA; além disso, o acrilato produzido

[ON

toxico para a maioria dos micro-organismos. Portanto, a medida que o acrilato
obtido, o micro-organismo morre (STRAATHOF et al., 2005).

Uma tentativa para produzir 4cido acrilico via fermentacdo anaerébia a
partir do acido lactico como intermediario foi descrita por Gao, Ma e Xu (2011),

como mostra a Figura 22.

0 CoA-SH 0

A — A
_ . )
OH © CoA-transferase OH S-CoA
Lactato Lactil-CoA
Lactil-CoA-
desidratase
H>O
CoA-SH
O N O (@)
- —
\)J\OH \/U\S—COA , \)J\S—COA
. CoA-transferase . Proponil-CoA- "
Acido acrilico Acrilil-CoA desidrogenase Popionil-CoA

Figura 22. Producéo de acido acrilico via fermentagao do acido lactico (GAO; MA; XU, 2011).
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Nesta rota, o lacti-CoA é primeiramente gerado pela enzima CoA-

transferase e posteriormente desidratacao para acrilil-CoA pela enzima lactil-CoA-
desidratase, quando a bactéria Clostridium propionicum é empregada. Portanto,
quando Clostridium propionicum € usada, o acrilil-CoA é normalmente catalisado
para propionil-CoA pela enzima propionil-CoA desidrogenase bloqueando a
producéo do acido acrilico. Nao obstante, o acido 3-butindico pode inibir atividade
da propionil-coA desidrogenase. No entanto, a concentragdo de acido acrilico
nunca excede 1% das concentracdes dos substratos.

2.3.2.3 Via semissintética

Considerando-se os precos do acido lactico 1300 — 1600 US$/ tonelada
(NNFCC, 2011) e de acido acrilico em torno de 2369 — 3557 US$/ tonelada
(SUNSIRS, 2011), a tendéncia no aumento do preco do barril de petroleo, o
desenvolvimento que tomaram os processos biotecnolégicos baseados na
biomassa vegetal como fonte de carbono, a incapacidade de obter acido acrilico
diretamente por fermentagédo, o desenvolvimento do &cido lactico nos processos
fermentativos, sua similitude estrutural com o acido acrilico, as possiveis reagcdes
nas que participa para gerar diversos compostos quimicos (Figura 23) (ZHANG;
LIN; CEN, 2008) e a importancia do acrilato e seus ésteres na industria (ZHANG et
al., 2008), tém marcado a via semissintética para a producao de acido acrilico

como uma rota economicamente promissora.

Na Figura 23, apresenta-se um caminho global para producédo de acido
acrilico por via semissintética a partir de glicose como fonte de carbono na
fermentagéo do acido lactico.

CHO
H——OH O Desidratacs
HO——H  Fermentagdo esidratagac O
n——on - \HJ\OH — » \)J\OH + HO
H——OH b LA?l-c'j i Acido acrilico
GH,OH ,L-Acido l4ctico
Glicose

Figura 23. Obtengéo de acido acrilico via semissintética (LUNELLI, 2010; ZHANG; LIN; CEN, 2008).
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Como se apresentou anteriormente, as rotas de obtencédo de acido lactico

via fermentativa sdo bem conhecidas, portanto, o objetivo da sintese do acido
acrilico por via semissintética se centra no desenvolvimento de métodos
adequados para a desidratagdo do 4cido lactico obtido por fermentagcéo, para
obter acido acrilico com alto rendimento e baixo custo, embora os estudos
preliminares para o desenvolvimento do método sejam explorados com &cido
lactico comercial. Portanto, Na presente pesquisa se usaram catalisadores
baseados em zeolita basicas (NaY) como agentes desidratantes na sintese de
acido acrilico a partir do acido lactico comercial e acido lactico obtido no

laboratério via fermentativa.

Em 1958, Holmen e colaboradores publicaram, em um livro de patentes, a
conversdao do acido lactico para acido acrilico com catalisadores de fosfatos e
sulfatos alcancando uma seletividade de 68% a 400°C (WANG et al., 2008). Logo,
uma série de catalisadores baseados em sulfatos e fosfatos tem sido testada; mas
ninguém conseguiu superar esses resultados. No entanto, na desidratagédo do
acido lactico para acido acrilico ndo € possivel obter rendimentos altos devido a
reacoes paralelas como descarboxilagdo e descarbonilacdo que competem com a
desidratagdo e diminuem a seletividade para o acido acrilico (Figura 24) (FAN;
ZHOU; ZHU, 2009).

(0] Descarboxilagéo Q Descarbonilagdo O o
CO, + Hy + ~~ —_— + H,O + CO
)J\ OH OH OH )J\ OH
Acetaldeido Acetaldeido

D,L-Acido lactico

Desidratacéo

\)OLOH "0

Acido acrilico

Figura 24. Principais rea¢des do acido lactico (FAN; ZHOU; ZHU, 2009).

A fim de melhorar a conversao para acido acrilico, € aconselhavel proteger
0 grupo de carboxila mediante a esterificacao do acido lactico com um alcool como
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metanol ou etanol, desidratacdo do éster e posterior desesterificacdo para acido

acrilico (Figura 25) (LUNELLI et al., 2007).

Q Desidratagéao (0]
A @ o
OH
Acidolactico r&@dﬁfo@o Acido acrilico
RN
PN
Esterificacéo l 066997 T Desesterificagdo
)
@) . =
Desidratagao O
\)J\OR — \)J\OR
OH
R=CHj:Lactato de metila R=CHj:Acrilato de metila
R=C,Hs:Lactato de etila R=C,Hs:Acrilato de etila

Figura 25. Possiveis rotas de obtencéo do acido acrilico a partir de acido lactico por desidratagao catalitica
(LEE et al., 2010; LUNELLI et al., 2007; ZHANG; LIN; CEN, 2008; ZHANG et al., 2008, 2009).

Desse ponto de vista, Lunelli (2010) reporta a esterificacdo de lactato de
sédio obtido na fermentagcdo de melagco de cana-de-agucar por Lactobacillus
plantarum por destilagdo reativa, usando resina de troca catiénica, Amberlyst 15,
para acidificar o lactato e posterior esterificacdo do acido lactico com metanol em
presenca do acido sulfurico.

Outros autores descrevem a desidratacdo/desesterificacao de lactato de
metila comercial com uso de catalisadores como NaH.PO4, Na,HPO,4, NazPO4
(ZHANG et al., 2009), CaSO4/CuSO4/NaHPO4/KH-PO4 (ZHANG; LIN; CEN, 2008;
ZHANG et al., 2008) e Caz(PO.)2/SiO2 (LEE et al., 2010), obtendo acido acrilico e
acrilato de metila como produtos principais, geralmente (Tabela 13). As possiveis
rotas envolvidas nestas reagdes sao apresentadas na Figura 25.

Nos ultimos anos, uma séria de catalisadores baseados em zedlitas NaY
tem sido reportada na desidratacao do acido lactico e seus ésteres (GAO; MA; XU,
2011). As zedlitas sdo alumino-silicatos cristalinos com elementos dos grupos | e
Il, particularmente Na, K, Mg, Ca, Sr e Ba. Sua formula empirica é descrita como:

M, ;0. Al,05.ysi0,. wH,0 (1)
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Onde M é o ion trocavel, n é o estado de oxidagao, y é igual a 2 ou mais e

w é o conteddo de 4gua nos canais da zedlita. A unidade basica da estrutura séo
os tetraedros de [SiO4]* e [AIO4]® que se ligam entre si compartilhando seus
atomos (Figura 26). A substituicdo de atomos de Si (IV) por Al (lll) é responsavel
pela carga negativa da estrutura conferindo-lhe a propriedade especial de trocar
cations e absorver moléculas nos canais vazios resultantes da rede tridimensional
na formacgao de tetraedros (OVIEDO, 2010). A liberacao de 4gua desses canais, a
temperatura proxima de 550°C, ndo afeita a sua estrutura (YAN et al., 2011).
Desse modo, os canais vazios podem ser preenchidos novamente por agua ou
outras moléculas, o que permite que ocorra a troca de cations durante a
passagem de solugdes aquosas pelos canais; ou seja, permitindo a troca de ions
da solugéo por ions da estrutura. O uso de zedlitas € bem conhecido na industria
do petréleo, onde sdo usadas como catalisadores em diversas reacoes (YAN et
al., 2010).

Tabela 13. Produgao de acido acrilico e acrilato de metila por desidratagdo de lactato de metila.

. Temperatura Gas de % %Seletividade
Catalisador A ~ ) i
(°C) arraste Conversdo Acrilato Acetaldeido
340 78,9 Aé"doz_%obs 123
NaH,PO, - A ?éer- ot
cido: 24,
380 95 Forgr 274 152
340 455 A0TD 98 (ZHANG
Na,HPO, - Aci do-' 6’7 et al.,
380 886 ‘teergg 145 2009)
340 92,2 é"'d"_”?’g 7.3
N33PO4 - A'S.tder- 1’7
cido: 1,
380 994 Ester: 17,2 9.3
CaSO0, Sem 75,4 Acido: 48,8 23,8 (ZHANG
CuSO, 400 . et al
Na,HPO, N, 63.0 Acido:51,0 258 2008)
KH,PO,
Cas(PO.)s/SI0, 370 No 736 Acido:70,5 20,7 a(ILE2I(E)1e(t))
83284 , (ZHANG:
4 330 CO, - Acido:63,4 19,6 LIN; CEN,
NaQHPO4 2008)
KH,PO,
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O ___Carga negativa
Q. M

Figura 26. Balanco de cargas na estrutura tetraédrica da zeélita (OVIEDO, 2010).

Recentemente, o grupo de Huangs desenvolveu uma série de catalisadores
baseados em modificacdes de zedlita NaY com potassio ou terras raras (lantano,
cério, samario e eurdpio) para obtencédo de acido acrilico por desidratagdo direta
do acido lactico (Tabela 14) (GAO; MA; XU, 2011).

Sun et al. (2010) usaram uma gama de zedlitas modificadas por sais de
potassio na desidratagdo do acido lactico para acido acrilico (Tabela 14),
encontrando melhores resultados com o catalisador KlI/NaY. 97,6% de conversao
do acido lactico e 67,9% de seletividade para o acido acrilico. Além do &acido
acrilico, identificaram acetaldeido, acido propandico, 2,3-pentadiona, coque e
outros compostos como subprodutos da reacéao.

Yan et al. (2010) estudaram a desidratagdo do acido lactico com zedlitas
modificadas por lantano, bario e combinacbes das mesmas (Tabela 14),
encontrando em todas as reacoes conversao de 100% e seletividade para o acido
lactico entre 21,6% e 41,6%, tendo o melhor resultado com o catalisador Ba-D-

La/NaY. Como subprodutos, identificaram principalmente acetaldeido.

Sun et al. (2009) estudaram o efeito que tem a quantidade de potassio na
zellita NaY quando é usada na desidratacdo do acido lactico (Tabela 14),
encontrando uma seletividade maxima de 50,0% e 98,8% com o catalisador
2,8K/NaY.
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Tabela 14. Desidratagéo do acido lactico para acido acrilico usando zedlita NaY (Conversao e seletividade).

Condigdes de reagao o Seletividade/mol
Matéria-prima  Catalisador - ° . Ref.
T 23: s?: SRS Acido acrilico Acetaldeido  Acido propandico  2,3-pentanodiona Coque  Outros
NaY 96,3 35,9 20,2 - 8,0 29,4 6,5
KF/NaY 91,2 39,9 17,1 - - 19,3 23,7
KCI/NaY 97,1 53,8 10,0 3,9 10,4 17,4 4,5
i A KBr/NaY 97,1 59,9 9,2 - 8,1 15,7 71
Acigo jactico KINaY oo 97.6 67.9 : - 7.9 180 112 quneral
Catalisador 1.5 KNOgs/NaY 305 °C 2h [\ 98,0 58,2 6,8 2,6 10,0 17,8 4,6 2010) ”
’ K2SO4/NaY 94,8 51,6 20,2 - - 18,1 10,1
9 KeHPO4/NaY 94,5 49,7 6,0 - 6,5 20,9 16,9
K2C.04/NaY 94,4 48,5 14,8 - 6,5 14,8 15,4
K>COs/NaY 95,1 46,7 14,7 - 4,9 13,8 19,9
KOH/NaY 96,3 44,2 - - - 13,8 42,0
. NaY 100 21,6 23,1 1,4 0 53,9
Acido lactico La-Ba/NaY 100 28,4 27,2 0,0 0,0 44,4
38% w La-C-Ba/NaY 235°C ) N 100 41,5 25,9 0,0 4,7 ) 28,0 (YAN et al.,
Catalisador 1.5 La-D-Ba/NaY 2 100 41,1 35,9 0,0 5,0 18,0 2010)
g (30-50 mesh) Ba-C-La/NaY 100 39,4 27,2 0,0 3,7 29,8
Ba-D-La/NaY 100 41,6 35,5 0,0 4,6 18,3
] NaY 96,1 14,8 10,8 - -
Acido lactico 0,35K/NaY 95,6 20,6 10,2 - 3,5
29% w 0,7K/NaY TOS: 96,4 31,2 8,3 2,1 4.8
Catalisador 1.5 1.4K/NaY 352958*53 360 N» 97.5 39.8 6.6 41 9.4 - - (S%Oeg)a"’
g 2,1K/NaY min 98,2 40,2 4,7 4,0 10,1
2,8K/NaY 98,8 50,0 2,8 3,8 10,0
3,5K/NaY 98,8 41,3 1,4 3,5 140,6
NaY 100 34,8 16,1 1,6 47,5
0,5%La/NaY 100 45,3 10,4 2,1 42,2
i 1%La/NaY 100 43,8 6,8 1,7 47,7
Acido lactico 2%La/NaY 100 56,3 12,3 1,6 29,8
38% w 3%La/NaY 100 50,2 11,9 2,3 35,6 (WANG et
Catalisador 1.5  4%La/NaY 623 K - N2 100 44,9 18,5 3,4 - - 33,2 al., 2008)
g (30-50 mesh) NaY 100 34,8 16,1 1,6 47,5 N
2%La/NaY 100 56,3 12,3 1,6 29,8
2%Ce/NaY 100 45,8 9,5 2,0 42,7
2%Sm/NaY 100 36,0 12,8 2,0 49,2
2%Eu/NaY 100 40,2 16,1 3,3 40,4
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Por outro lado, Wang et al. (2008) usaram zedlitas modificadas com
lantano, cério, samario e eurépio na desidratacao do acido lactico. Reportaram
melhores resultados quando a zedlita NaY modificada com lantano foi empregada.
Reportaram 100% de conversao para todos os experimentos € um maximo de
56,3% de seletividade para o acido lactico.

Os catalisadores baseados em zeolita NaY além de desidratar acido lactico
podem desidratar ésteres do presente acido, ampliando seu uso e importancia na

producéo de acrilatos.

Com o uso de zedlitas NaY e KNaY, Shi et al. (2007) conseguiram
desidratar lactato de metila para acrilato de metila com porcentagem de conversao
do lactato de 88,6 e 83,0, seletividade do acrilato de 32,1 e 45,7, e rendimentos de
28,4 e 37,9, respetivamente.

Por outro lado, durante a desidratacdo do &cido lactico para acido acrilico
em reatores tubulares € usado gas de arraste como Nz ou CO;, que funcionam
como diluentes da matéria-prima e facilitam o transporte dos produtos no reator,
inibindo, assim, a formagéo de coque. No entanto, maiores rendimentos tém sido
encontrados com uso de CO, como gas de arraste, efeito que pode ser devido a
seu papel especial no processo de desidratacdo. No processo, as reagdes de
descarbonilacdo e descarboxilacdo competem com a desidratacdo, e
consequentemente, acetaldeido e CO, sdo formados como subprodutos. Por
tanto, quando o CO; é usado como gas de arraste, um excesso de CO; inibe a
reacdo de descarbonilacdo/descarboxilacdo melhorando a seletividade da
desidratagdo (ZHANG et al., 2009).

Baseados nos mecanismos de reagao para a desidratacdo do acido lactico,
Sun et al. (2010) propuseram que 0 mecanismo da desidratacdo com estes tipos
de catalisadores comecam com a formacao do estado de transi¢cdo gerado entre a
molécula de &cido lactico, atomos C, e Cs, e os sitios acidos e bésicos do
catalisador, atomos O» e K*, seguido da perda dos grupos B-préton e o a-hidroxila

mediante o mecanismo de eliminacdo E2 gerando uma molécula de acido acrilico
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com posterior geracao de uma molécula da agua que é eliminada do catalisador

(Figura 27).

Lactic acid

Acrylic acid

02
Figura 27. Mecanismo proposto na desidratagao do &cido lactico para &cido acrilico, sobre zedlita NaY
modificadas por KX (SUN et al., 2010).

2.3.3 Usos do acido acrilico

Geralmente, o acido acrilico é consumido na forma de polimero. Sua
demanda cresce na fabricacao de dobras-superadsorventes para uso em fraldas e
produtos de higiene, no qual sdo usados 80%-85% da sua producado. Seus
polimeros e sais (incluindo polimeros superabsorventes, detergentes, tratamento
de agua e dispersantes) sdo responsaveis por 34% do consumo total; como
acrilato de n-butila 32%, acrilato de etila 18%, acrilato de 2-etil-hexila 6%, acrilato
de metila 7% e outros 3% (BAUER, 2003).
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Capitulo 3: Metodologia

Os experimentos para a producao de acido lactico e acido acrilico foram
desenvolvidos no Laboratério de Otimizacdo, Projeto e Controle Avancado,
LOPCA/FEQ/UNICMAP. Laboratério que dispde de uma excelente infraestrutura,
equipamentos de Ultima geracdo e pessoal com excelente capacitacdo. Na
continuagao se descrevem as metodologias empregadas no presente trabalho.

3.1 PRODUGAO DO ACIDO LACTICO

Levando em conta a importancia do melago de cana-de-agucar como
matéria-prima para processos fermentativos e sua abundancia na industria
acucareira (AGENCIA EMBRAPA DE INFORMACAO TECNOLOGICA, [s.d.];
MELACOS BRASILEIROS, [s.d.]), decidiu-se usar esse subproduto da cana-de-
acucar como matéria-prima na producdao de &cido lactico via fermentativa.
Posteriormente, foram escolhidas a fonte de nitrogénio, as bactérias do acido
lactico, segundo reportes da literatura (Tabela 7) e as condi¢cdes de operacao
(agitacdo, temperatura e pH), segundo as caracteristicas de cada bactéria
empregada, produzindo assim &cido lactico, D, L e DL. No entanto, para a sintese
de acido acrilico sé foi usado o 4cido lactico obtido com a bactéria Lactobacillus
plantarum (L-&cido lactico), o qual foi obtido com maior concentragéo (50,59 g/L).
Propondo para estudos posteriores, estudar o efeito da estereoquimica do &cido
lactico na desidratacéo catalitica do mesmo.

Posteriormente, realizou-se um estudo prévio (em Shaker), sem controle de
pH, para avaliar a producao do acido lactico segundo o efeito da concentracao de
sacarose, extrato de levedura e temperatura de trabalho para cada bactéria
selecionada. Por ultimo, os melhores parametros encontrados para cada bactéria
foram reproduzidos em biorreator de 7 L com controle de pH.

3.1.1 Substrato

Para a producédo do acido lactico, foi usado o melaco de cana-de-agucar,

nao hidrolisado, obtido da Usina Iracema. Trata-se de uma matéria-prima de baixo
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custo, abundante na regido de Sao Paulo e de alto conteddo de acucares,

especialmente sacarose.

3.1.2 Micro-organismos

Levando em conta a produgéo do &cido lactico, sua estereoquimica (L, D e
DL), o substrato (melaco de cana-de-acucar) e os resultados (rendimento e
produtividade do acido lactico) reportados na literatura nos ultimos anos (Tabela
16), foram escolhidas as bactérias Lactobacillus delbrueckii, Leuconostoc
mesenteroides e Lactobacillus plantarum na producéo do acido lactico L, D e DL
respectivamente. Bactérias que foram adquiridas da Fundacado André Tosello
(FAT).

3.1.2.1 Lactobacillus delbrueckii

Para a produgédo de L-acido lactico foi escolhida a bactéria Lactobacillus
delbrueckii (Tabela 15). Uma bactéria do acido lactico homofermentativa que
apresenta bons rendimentos na producao de L-acido lactico a partir do caldo e do
melaco de cana-de-agucar com temperatura de trabalho de 42 °C e pH de 4-6
(DUMBREPATIL et al., 2007; KADAM et al., 2006).

Tabela 15. Caracterizagédo da Lactobacillus delbrueckii, LAB N. CCT 3744, segundo a FAT (2013).

Nome Lactobacillus delbrueckii subsp. Delbrueckii, (Leichmann) Beijerinck

N. CCT 3744

Cepa tipo Sim

Historico < JCM 1032 < T. Mitsuoka S1-42 < ATCC 9649 < R.P. Tirrsler 730

(strain Calvert) < M. Rogosa; =DSM 20074 =IFO 3202 =NCDO 213 =
NCIMB 8130 =ATCC 9649 =CCT 1377 =NRIC 1012

Informacbes |Type strain [794, 8881]. Murein: A11.31 Assay of alanine [1095] and
pyridoxal 50.0 [794] 881 16S rRNA (M58814) [897]

Isolamento Sour grain mash

Taxonomia Firmicutes, subdivision A2 (with low GC content of DNA)

Crescimento |MRS; 37 °C

Preservagdo |FR -80 °C T03/08/D

Depésito Aberto
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Tabela 16. Reportes mais relevantes das bactérias do acido lactico empregadas no presente trabalho.

Rendimento

- Fonte de Fontede T Produtividade | .
Bactéria Substrato carbono Nitrogénio (°C) pH (g LA/g [o/(L-h)] Isbmero Ref.
glicose)
Lactobacillus
delbrueckii o 4o 0,87 1,6
NCIM 2365 , . Extrato de L (KADAM et al.,
—— . . — aclcar Glicose 42 4-6
Lactobacillus hidrolisada levedura 2006)
delbrueckii 0,98 3,2
Uc-3
Glicose  Glicose 6,8- 77,8** -
5,8
Frutose Frutose 6,6- 77,3** -
5,8
Lactobacillus ,
delbrueckii  Sacarose Sacarose Extratode 65% 58,9** - . (RAMANJOOLOO
NCIM 2365 levedura ) et al., 2009)
Glicose
Sacarose 6,4- o
hidrolisada SFrutose 5,3 78,4 i
acarose
Caldo de Glicose
cana-de- Frutose - 25* 0,21
aclicar Sacarose
Caldo de
Cana-de- 41,16* 0,91
acucar
Cana-de- levedura 30 6,2 38,8* 0,85
acucar
Sorode | iose 43,8* 0,80
Leuconostoc quelo
mesenteroides Extrato de 59 o 23 D (COEE‘;? etal,
NRRL B512 levedura ’ ’ )
Levedura *
Caldo de autolisada 44,48 1,61
Cana-de- Sacarose 30 6,2
acucar Milhocina 36* 1,25
Proteina
de 26,4* 1,31
algodao
. Melaco de
Lactobacillus ~ " je- Sacarose EXA0de 54 5 (40 : DL (LUNELLI, 2010)
plantarum . levedura
acUcar
Lactobacillus Malte 16* 13,0
plantarum Glicose Glicose — 55 6,8 DL (LIU et al., 2010)
As.1.3 Milhocina 12* 3,20

* produgéo (g/L), ** porcentagem molar ((mol acido lactico/mol de sacarideo)x100)
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3.1.2.2 Leuconostoc mesenteroides

Para a produgédo de D-acido lactico foi escolhida a bactéria Leuconostoc
mesenteroides (Tabela 17). Uma bactéria do acido lactico heterofermentativa que
ja foi reportada na producao D-acido lactico a partir do caldo e melaco de cana-de-
acucar em condi¢cdes de temperatura e pH de 32 °C e 6,0, respectivamente
(COELHO et al., 2011).

Tabela 17. Caracterizagéo da LAB N. CCT 4357, segundo a FAT (2013).

Nome Leuconostoc mesenteroides, (Tsenkovskii) van Tieghem
N. CCT 4357

Cepa tipo Nao

Historico < Costa, F.; =NRRL B-512

Isolamento | Sugar cane juice

Taxonomia |Firmicutes, subdivision A2 (with low GC content of DNA)
Crescimento| TJA; 26 °C

Preservagao|LY; -80°C T04/02/A

Depésito Aberto

3.1.2.3 Lactobacillus plantarum

Conforme as experiéncias realizadas no laboratorio
(LOPCA/FEQ/UNICMAP) (LUNELLI, 2010), foi escolhida a bactéria Lactobacillus
Plantarum (Tabela 18) para a obtencao de (DL)-acido lactico ou racemato. Trata-
se de um micro-organismo conhecido como bactéria do acido lactico
heterofermentativa, flexivel e versatil, encontrado em uma variedade de nichos
ambientais, incluindo alguns laticinios, carnes, vegetais ou de fermentacdo de
plantas (KLEEREBEZEM et al., 2003).

Tabela 18. Caracterizagéo da LAB N. CCT 3751, segundo a FAT (2013).

Nome Lactobacillus plantarum, (Orla-Jensen) Bergey et al.

N. CCT 3751

Cepa tipo Sim

Historico < JCM 1149 < ATCC 14917 < P. A. Hansen p 39< Roy. Techn. Coll

Copenhagen < S. Orla-densen 39 (Streptobacterium plantarum); =DSM 20174
=lAM 12477 =NCDO 1752 =NRIC 1067 =CCT 2687

Informagdes | Type strain [841]. Serological group D [793]. Murein: A31. Teichoic acid: ribitol
45.0 [794], 44.0 [937] 5S rRNA [768], 16S rRNA [897]

Isolamento Pickled cabbage

Taxonomia Firmicutes, Subdivision A2(with low GC content of DNA)

Crescimento | MRS; 30 °C

Preservacao | LY; -80 °C T03/07/C1-5

Deposito Aberto
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3.1.3 Fonte de nitrogénio

Utilizou-se extrato de levedura como fonte de nitrogénio, por seu alto
desempenho apresentado na literatura (LIU et al., 2010; TIMBUNTAM; SRIROTH,;
TOKIWA, 2006).

3.1.4 Estudos prévios

Neste estudo, as bactérias selecionadas foram inoculadas seguindo as
condigcbes de crescimento indicadas pela FAT. Posteriormente, o0 melaco foi
fermentado em Shaker variando as condi¢gdes de concentragcdo de sacarose,
extrato de levedura e temperatura para cada bactéria, coletando amostras a cada
6 h, 10 h e 24 h para sua posterior andlise.

Para evitar possiveis contaminacdes entre micro-organismos, 0 manuseio
dos micro-organismos foi realizado em bancada de fluxo laminar vertical com

recirculacédo de ar (Figura 28).

Figura 28. Bancada de fluxo laminar vertical com recirculagéo de ar Pachane modelo PA 050.

O material usado e os meios de cultura empregados antes da inoculacao e
fermentacdo foram esterilizados ema autoclave vertical, marca Phoenix Luferco
(Figura 29). Mesmo assim, no final de cada ensaio, todo material usado foi

esterilizado.
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Figura 29. Autoclave Phoenix Luferco modelo. AV-50 PLUS.

Na continuacéo, descreve-se a metodologia utilizada para a realizacdo de
todos os ensaios.

3.1.4.1 Inéculo

Todas as col6nias foram adquiridas da FAT e recebidas em tubos de ensaio
com 7 mL de meio MRS &gar. Portanto, para cada bactéria adquirida, passou-se
uma aliquota da bactéria para um novo tubo com meio MRS agar inclinado por 48
horas, nas condi¢des de crescimento de cada bactéria (Tabela 19) em incubadora,
marca QUIMIS (Figura 30).

Tabela 19. Temperaturas de crescimento das bactérias usadas, segundo a FAT (2013).

Bactéria Temperatura de crescimento (°C)
Lactobacillus delbrueckii 37
Leuconostoc mesenteroides 26
Lactobacillus plantarum 28

Figura 30. Estufa microprocessada de cultura e bacteriologia marca QUIMIS, modelo Q316M5.

Posteriormente, uma pequena quantidade foi inoculada em tubo contendo

10 mL de meio MRS liquido, que foram mantidos nas mesmas condi¢des. Logo, 5
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mL dessa solucao foram transferidos para um Erlenmeyer de 125 mL com 45 mL

de meio MRS caldo e mantidos por 2 dias em suas respectivas temperaturas de

crescimento (Figura 31).

MRS agarinclinade 10 ml. MRS liguido 45 mL MBS liquido

Bactéria
o 4% horas 45 horas 48 horas
CondigiesFAT T. crescimento T. crescimento T. crescimento
Figura 31. Inoculacao para fermentacdo em Shaker.
3.1.4.2 Fermentacao

Prepararam-se 300 mL de meio de fermentagdo contendo 14% de
indculo (preparado anteriormente) e quantidades conhecidas de melago e

extrato de levedura (Tabela 20) em um Erlenmeyer de 500 mL.

Tabela 20. Concentragdes de sacarose e extrato de levedura estudada.

Fatores Concentracoes (g/L)
Sacarose 15 25 35
Extrato de levedura 2 4 6

Posteriormente, a fermentacdo foi feita em um Shaker da marca
MARCONI (Figura 32) durante 24 horas, 150 rpm e temperatura de estudo
para cada bactéria (Tabela 20 e Tabela 21), a fim de realizar uma anélise
exploratéria sobre o comportamento dessas bactérias. Durante a
fermentacdo, amostras de 4 mL foram retiradas a cada 4 h, 10 h e 24 h. Os
experimentos foram separados por temperaturas, tendo um total de nove
ensaios (Erlenmeyer) com diferentes concentragbes de sacarose e extrato
de levedura para cada nivel de temperatura estudada (Tabela 20). Portanto,
para cada nivel de temperatura se realizaram 9 ensaios e se tomaram 27
amostras, tendo ao final das fermentagcées um total de 81 ensaios e 243
amostras. Amostras que foram analisadas por cromatografia de alta
eficiéncia (HPLC).
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Figura 32. Camara Incubadora Refrigerada com Agitacdo Orbital (Shaker) marca MARCONI, modelo MA 832.

Tabela 21. Temperaturas estudadas para cada bactéria.

Micro-organismo Niveis de temperatura (°C)
Lactobacillus delbrueckii 40 43 46
Leuconostoc mesenteroides 29 32 35
Lactobacillus plantarum 31 34 37

3.1.5 Fermentacao de melaco de cana-de-acucar para acido
lactico

Ap6s serem avaliados, os efeitos da concentracdo de sacarose,
concentracao de extrato de levedura e temperatura de trabalho para cada bactéria
nos estudos prévios, escolheram-se os melhores resultados obtidos para cada
bactéria e se realizou a fermentagédo de melaco de cana-de-agucar em biorreator
com controle de pH igual a 5.

Como foi descrito nos estudos prévios, os micro-organismos foram
manuseados em bancada de fluxo laminar vertical com recirculagdo de ar (Figura
28) e o material usado nos meios de cultura empregados antes da inoculacao e
fermentacdo foram esterilizados em autoclave vertical, marca Phoenix Luferco
(Figura 29). Mesmo assim, no final de cada ensaio, todo material usado foi
esterilizado.

A seguir, descreve- se a metodologia empregada para todos os ensaios.

3.1.5.1 Inéculo

Um procedimento similar ao usado para a preparacao do indculo nos
estudos de parametros em Shaker foi usado neste ensaio (Figura 33).
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Cada colbnia adquirida da FAT foi repicada para um novo tubo com meio

MRS agar inclinado por 48 horas, nas condigdes de crescimento de cada bactéria
(Tabela 19) em incubadora, marca QUIMIS (Figura 30). Posteriormente, uma
pequena quantidade foi inoculada em tubo contendo 10 mL de meio MRS liquido,
mantido nas mesmas condi¢des. Logo, 5 mL dessa solugdo foram transferidos
para um Erlenmeyer de 125 mL com 45 mL de meio MRS caldo e mantidos por 2
dias em suas respectivas temperaturas de crescimento (Tabela 19). Por dltimo,
esta solugéo foi transferida para um Erlenmeyer de 1000 mL com 450 mL de meio
MRS caldo e mantido em Shaker (Figura 32) por 30 h, 150 rpm e temperatura de
trabalho de cada bactéria. O esquema geral da inoculagao se apresenta na Figura
33.

AU v R
Aliquota UfF ‘ ]'l: !
= 35
BsdtEia MRS ‘aga:nﬂchnado lUmL} MES liquido
i 48 horas 48 horas
Condigdes FAT : i
T. crescimento T. crescimento
SmL
50 mL
B ——
450 mL MRS liquido 45 mL MRS liquido
150 rpm 48 horas
30 horas T. crescimento
T. trabalho
Figura 33. Inoculagéo para fermentagdo em biorreator.
3.1.5.2 Fermentacao

Depois de estabelecidas as melhores condi¢cdes para a producao do acido
lactico (L, D e DL) segundo cada micro-organismo, fermentou-se melaco de cana-
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de-agucar em fermentador New Brunswick, modelo BioFlo 415 (Figura 34) com
capacidade total de 7000 mL e autoclave. Portanto, foram preparados 3000 mL de
meio de fermentacdo contendo 14% de indculo, concentracées de sacarose e
extrato de levedura, previamente determinadas em Shaker (Tabela 30, Tabela 32
e Tabela 34).

Figura 34. Fermentador New Brunswick, modelo BioFlo 415.

Previamente a fermentacdo, o melacgo foi esterilizado no biorreator. Logo,
durante 40 h — 46 h, a fermentacdo foi mantida para 200 rpm, com controle do pH
em 5 com solucdo de NaOH 4M e temperatura de trabalho determinada nos
estudos prévios (Tabelas 30, 32 e 34). Durante a fermentagédo, coletaram-se
amostras a cada duas horas para estudar a formacao de produto e diminuicao de
reagentes. Mesmo assim, pulsos de melaco (relativo ao volume total e volume de
amostrar retiradas) foram dados a fermentacao.

3.1.6 Métodos analiticos

As amostras obtidas das fermentagbes, tanto em Shaker como em
biorreator, foram aquecidas em banho maria por cerca de 5 minutos para matar os
micro-organismos e evitar interferéncias no estudo. Logo, foram estocadas em

freezer para serem analisadas posteriormente.
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Para a analise das concentracbes dos acucares e a biomassa, 2 mL de

cada amostra foi centrifugada em centrifuga, marca Eppendorf (Figura 35),
separando o sobrenadante do precipitado. O sobrenadante foi usado para as
andlises de agucares e acido lactico, e o precipitado para a analise da biomassa.

Figura 35. Centrifuga Eppendorf modelo 5810R.

3.1.6.1 Analise de sacarose, glicose, frutose e acido lactico

Solucdes do sobrenadante diluidas 1:1 com agua destilada foram filtradas
em membranas Millipore de 0,22 um e armazenadas em tubos Eppendorfs de 1,5
mL para posterior quantificacdo da concentracdo dos acgUcares residuais
(sacarose, glicose e frutose) e acido lactico através de analises em cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (HPLC) usando um cromatégrafo Agilent, modelo 1260
Infinity Quaternary LC System (Figura 36) equipado com uma coluna Bio-Rad
Aminex HPX-87H e detector de indice de refracédo (RID).

Figura 36. Cromatografo Agilent, modelo 1260 Infinity Quaternary LC System.
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A metodologia usada foi adaptada de Lunelli (2010). Uma solucao do acido

sulfurico (5 mM, pH 2,16) filtrada em membrana Millipore e desgaseificada por 30
minutos em banho de ultrassom, foi usada como fase mével. No cromatdgrafo
foram injetadas 15 pL de amostra, a 25 °C, com taxa de fluxo de 0,6 mL/minuto;
cada corrida tomou um tempo de 20 minutos com 30 segundos de intervalo entre

cada uma.

Antes da analise, o método foi calibrado injetando solugbes de
concentragdes conhecidas de sacarose, glicose, frutose e acido lactico (Tabelas
22 e 23) no cromatdgrafo. Logo, com os dados de concentracédo (g/L) e area do
pico de cada analito se calibrou 0 método (Apéndice A). Posteriormente, as

amostras coletadas foram caracterizadas com base nesta calibracao.

Tabela 22. Padrdes usados na caracterizagdo do caldo de melago fermentado.

Padrao % Pureza Marca Cédigo do Produto
Sacarose 99,5 Sigma-Aldrich 84097-250G
Glicose 99,5 Sigma-Aldrich G7528-250G
~ Frutose 99,5 Sigma-Aldrich 15760-100G
Acido lactico 90 Fluka 69785-1L

Tabela 23. Solugdes padrdes usados na caracterizagédo do caldo de melago fermentado.

Solugdo Sacarose (g/L) Glicose (g/L) Frutose (g/L) Acido lactico (g/L)

1 0,22 0,03 0,03 0,25

2 223 0,25 0,26 2,53

3 6,69 0,74 0,78 7,58

4 11,15 1,23 1,30 12,64

5 17,84 1,97 2,09 20,22

6 22,30 2,46 2,61 25,27
3.1.6.2 Analise da biomassa

A concentracdo de biomassa foi determinada pelo método gravimétrico.
Entéo, o precipitado foi lavado duas vezes com agua destilada e centrifugado para
4000 rpm por 10 min. A biomassa foi colocada em tubos Eppendorfs de 1,5 mL,
previamente pesados e secos (105 °C, 4 h) e se secaram em uma estufa marca
SP Labor (Figura 37) a 105 °C durante 4 h.
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Figura 37. Estufa de secado estatico com circulagao e renovagéo de ar marca SP Labor, modelo SP-102/336.

3.1.6.3 Analise da esteroquimica do acido lactico

Para a andlise da esteroquimica do acido lactico obtido na fermentagédo de
melagco de cana-de-agucar pelas bactérias Lactobacilos delbrueckii, Leuconostoc
mesenteroides e Lactobacilos plantarum, usou-se o kit D-Lactic acid/L-Lactic acid
UV-method, Cat. No. 11 112 821 035, BOEHRINGER MANNHEIM / R-BIOPHARM
Enzymatic BioAnalysis/Food Analysis.

3.2 PRODUCAO DO ACIDO ACRILICO

Neste estudo, o acido acrilico sintetizado a partir da desidratagcdo de
solugdes do acido lactico (152 g/L). Usando acido lactico comercial e acido lactico
obtido da fermentacao do melago de cana-de-agucar com Lactobacillus plantarum.
Esse ultimo foi escolhido por ter apresentado maior concentracao de acido lactico
no caldo de melago de cana-de-agucar fermentado e por apresentar uma
esteroquimica (DL) similar ao acido lactico comercial.

Posteriormente, os catalisadores usados foram escolhidos, preparados e
caracterizados segundo reportes recentes e relevantes sobre desidratacdo de
acido lactico.

Na continuacao, apresenta-se a metodologia usada na desidratagdo de

acido lactico, partindo da selecao e preparagao dos catalisadores testados, com
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posterior desidratacdo de acido lactico e finalizando com os métodos analiticos
usados.

3.2.1 Selecao de catalisadores

Com base nos ultimos reportes sobre desidratacao do acido lactico (Tabela
14) foram escolhidos dois catalisadores promissores na producdo do &cido
acrilico, KI/NaY e KBr/NaY. Assim, propds-se o catalisador Caz(PO4)2/NaY como
possivel agente desidratante do acido lactico (LEE et al., 2010; SUN et al., 2009;
YAN et al.,, 2010). Este ultimo, apresenta uma modificacdo do catalisador
Caz(P04)2/SiO2 reportado por Lee et al. (2010) na desidratacdo de lactato de

metila para &cido acrilico.

3.2.2 Preparacao dos catalisadores

Seguindo os trabalhos de Lee et al. (2010); Sun et al. (2009, 2010) e Yan et
al. (2010), os catalisadores foram preparados usando o método de impregnacao.

3.2.2.1 Zeolita NaY comercial

100 g da Zedlita NaY (pd branco e fino, Sigma-Aldrich) foi passada por
peneiras de 32, 48, 60 e 150 mesh, em um peneirador marca Produtest (Figura
38).

N
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Figura 38. Peneirador marca Produtest.
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Devido ao tamanho de particula da zedlita, sua totalidade passou por todas

as peneiras; coletando um poé fino e branco na parte inferior no peneirador. A

zedlita foi armazenada em recipiente fechado.

3.2.2.2 Zeolita NaY modificado

Em um béquer de 500 mL foram adicionados 250 mL de solugdo 1N de
NaNO; e se adicionaram, vagarosamente, 10 gramas da zedlita NaY comercial
previamente peneirada e seca em estufa de secador estatico com circulagéo e
renovagdao de ar, modelo SP-102/336, marca SP Labor (Figura 39) a 100°C
durante 12 horas. A suspensao foi agitada em Shaker (Figura 32) com velocidade
de agitacao de 200 rpm durante 12 horas a 25°C. Posteriormente, a suspensao foi
filtrada a vacuo e lavada trés vezes com 10 mL de 4gua deionizada. Logo, secou-
se o catalisador para 100°C durante 17 horas, em um cadinho. Imediatamente, foi
calcinada em mufla, marca QUIMIS (Figura 39) a temperatura de 550°C durante 6
horas; aumentando a temperatura da mufla 50°C cada 10 minutos até conseguir a
temperatura de calcinagdo. Para conseguir um total de 40 gramas do material, 0
ensaio foi realizado em quadruplicada, no mesmo tempo, e no final se misturaram
as zeolitas assim preparadas. Finalmente, o catalisador foi rotulado e armazenado

em recipiente fechado.

flh = =71

a b
Figura 39. a) Estufa de secado estatico com circulagao e renovagao de ar, modelo SP-102/336, marca SP
Labor. b) Forno mufla microprocessado, modelo Q3 18M, marca QUIMIS.

63 John Hervin Bermudez Jaimes



Capitulo 3: Metodologia

3.2.2.3 Catalisadores KI/NaY e KBr/NaY

No caso dos catalisadores KI/NaY e KBr/NaY, a sintese foi realizada em
béquer de 50 mL, pesaram-se 10 g de zedlita NaY modificada e se adicionaram 22
mL de solucdo de sal de potassio (KI, KBr) de concentragdo 0,4 mol/L. A
suspensao foi agitada em um agitador magnético de multiplas posicoes sem
aquecimento marca IKA (Figura 40) durante 12 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, a suspensdo foi seca em cémara incubadora refrigerada com
agitacao orbital, marca MARCONI (Figura 32) sem agitacdo durante 12 horas a
70°C. Logo, os catalisadores foram calcinados em forno mufla micro processado
marca QUIMIS (Figura 39) a temperatura de 550°C durante 6 horas, aumentando
a temperatura da mufla 50°C a cada 10 minutos até atingir 550°C. Finalmente,
cada catalisador foi rotulado e armazenado em recipientes fechados.

Figura 40. Agitador magnético de mdltiplas posigées sem aquecimento, modelo RO5, marca IKA.

3.224 Catalisador Ca3(PO,)./NaY

Em um béquer de 50 mL, adicionou-se 2 g de zedlita NaY modificado, 8 g
de fosfato de tri-célcio anidro (Sigma-Aldrich), e 22 mL de agua deionizada. A
suspensao foi agitada em um agitador magnético de varias posicdes (Figura 40),
sem aquecimento, durante 12 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, a
suspensao foi seca em camara incubadora refrigerada com agitacao orbital marca
MARCONI (Figura 32), sem agitacdo, durante 12 horas a 70°C. Logo, o
catalisador foi calcinado em forno mufla micro processado, marca QUIMIS (Figura
39), a temperatura de 550°C durante 6 horas, aumentando a temperatura da mufla
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50°C a cada 10 minutos até conseguir a temperatura de calcinagao. Finalmente, o

catalisador foi rotulado e armazenado em recipientes fechados.

3.2.3 Desidratacao catalitica do acido lactico

A desidratagdo do acido lactico para acido acrilico, sobre catalisadores
suportados em zedlita NaY, foi realizada em reator de leito fixo (Figura 41).

a | b d

Figura 41. a) Equipamento usado na desidratagdo do acido lactico; b) Sistema de alimentagao; c) Reator
tubular coberto com um revestimento de aquecimento; d) sistema de esfriamento.

O reator esta constituido por um sistema de alimentagéo equipado por uma
bureta de 50 mL onde foi colocado o &cido lactico, uma bomba (HPL 515) para
controlar o fluxo de alimentacdo no reator, uma entrada lateral para a entrada do
gas de arraste, um reator tubular de 10,75 mm de diametro interno e 130 mm de
comprimento coberto com um revestimento de aquecimento, onde foi depositado o
catalisador e fixado com 1a de vidro nos extremos, um sistema de resfriamento
constituido por um béquer com agua, gelo e cloreto de sédio, onde foi colocado
um tubo de ensaio com saida lateral para condensar a amostra e liberar o gés de

arraste.
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Na reacao, o reator foi recheado com 1,16 g de la de vidro na parte inferior,

2,16 g de catalisador e 2,24 g de la de vidro no topo. Acoplado no equipamento
(Figura 41), o catalisador foi pré-tratado a 300 °C durante meia hora com fluxo de
Ar (80 mL/min). Logo, a solugado do &cido lactico (152 g/L) foi bombeada para o
reator com ajuda de CO, (30 mL/min) usado como gas de arraste. Entéo,
amostras do produto foram coletadas a cada 20 minutos por trés horas. A
metodologia foi repetida no estudo de todos os catalisadores usados na
desidratacao do acido lactico comercial e fermentado.

3.2.4 Métodos analiticos

Na continuagdo, descrevem-se os métodos usados na caracterizacdo dos
catalisadores e dos acidos organicos principais obtidos na desidratacdo do acido

lactico.

3.24.1 Caracterizacao dos catalisadores

Para a caracterizagdo dos catalisadores foram realizados ensaios de
difracdo de raios X (DRX) e microscopia eletrénica acoplada a espectroscopia de
raios X (MEV/EDS), no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibragao
(LRAC/FEQ/UNICAMP).

A analise da estrutura cristalina dos catalisadores foi realizada em um
difratbmetro de raios X marca Philips Analytical X Ray, modelo X'Pert-MPD (Figura
42) com irradia¢do de CuKa de 1,54060 A, com voltagem de 40 kV, corrente de 40
pA; 26: 10-70 graus, passo: 0,02 graus, velocidade 0,011 graus/segundo.

| =

Figura 42. Difratdmetro de raios X, modelo X'Pert, marca Philips.
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A morfologia e a microanalise elementar foram determinadas por um

microscépio eletrénico de varredura com detector de energia dispersiva de raios X
(MEV/EDS), modelo Leo 440i, marca LEO Electron Microscopy/Oxford (Figura 43).
Utilizou-se tenséo de aceleracao igual a 20 kV e corrente de 600 pA.
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Figura 43. Microscopio eletronico de varredura com médulo de energia dispersiva de raios x (MEV/EDS),
modelo MEV: Leo 440i, modelo EDS: 6070, marca MEV/EDS: LEO Electron Microscopy.

Previamente a analise da morfologia e sua composi¢ao elementar, foi feito
um recobrimento de ouro nos catalisadores, em um Sputter Coater POLARON,
modelo SC7620, marca VG Microtech (Figura 44). Utilizou-se para o calculo da
estimativa da espessura da camada de Au: Espessura = K.i.V.t, onde K=0,17 A
/mA.Volt.s; i=83 mA; V=1 Volt e t=180 s. Portanto, obteve-se uma espessura de 92
A.
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Figura 44. Sputter Coater POLARON, modelo SC7620, marca VG Microtech.

3.24.2 Caracterizacao do produto da desidratacao

A quantificacdo dos acidos orgéanicos lactico, aceético, propanoico e acrilico
foi feita por andlises em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) usando um
cromatégrafo Agilent, modelo 1260 Infinity Quaternary LC System (Figura 36)
equipado com uma coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H. Antes da caracterizacao do
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produto da desidratacdo, o método usado foi calibrado com padrées de &cido

lactico, acido acético e acido acrilico.

As amostras foram preparadas centrifugando aproximadamente 2 mL de
cada amostra para 25 °C, 10 minutos e 8000 rpm em uma centrifuga marca
Eppendorf (Figura 35) e posterior filtragcdo em membranas de celulose de 0,22 um
marca Millipore. Logo, as amostras foram diluidas para relagédo 10:1 em agua tipo
Milli-Q.

Solucgéo do acido sulfarico (5 mM, pH 2,16), filtrada em membrana Millipore
e desgaseificada por 30 minutos em banho ultrassom, foi usada como fase mével.
No cromatdgrafo foi injetada 15 pyL de amostra, a 30 °C, com taxa de fluxo de 0,6
mL/minuto; cada corrida tomou um tempo de 30 minutos e 30 segundos de

intervalo entre cada corrida.
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Capitulo 4: Resultados e discussées
Neste capitulo se apresentam os resultados obtidos tanto da producao do

acido lactico, a partir de melaco de cana-de-agucar, como da sintese do acido
acrilico por desidratacdo catalitica do &cido lactico. Mesmo assim, se discutem os
resultados obtidos em cada estudo.

4.1 PRODUCAO DO ACIDO LACTICO

Na continuacdo, se apresentam os resultados obtidos da produgéo do acido
lactico com cada bactéria nos estudos prévios e os resultados obtidos na

fermentacao em biorreator.

4.1.1 Estudos prévios

Neste estudo, avaliou-se o efeito da concentragdo de sacarose, extrato de
levedura e temperatura de fermentagcdo para cada uma das bactérias:
Lactobacillus delbrueckii, Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus plantarum.
Bactérias produtoras do acido lactico D, L e DL, respectivamente.

4111 Lactobacillus delbrueckii

As concentracbes do acido lactico obtidas dos parametros estudados
(Tabela 24) para essa bactéria ap6s 24 horas de fermentagdo se apresentam na
Figura 45 e na Tabela 25.

Tabela 24. Parametros estudados nos estudos prévios de Lactobacillus delbrueckii.

Parametros Niveis
Tempo de fermentagao (h) 6 10 24
Temperatura (°C) 40 43 46
Concentracao de sacarose (g/L) 14,09 23,49 32,88
Concentracao de extrato de levedura (g/L) 2 4 6

Na Figura 45, s&do indicados os parametros com barras de cores,
destacando as concentragbes de extrato de levedura (2 g/L, 4 g/L e 6 g/L) de cor
azul e as concentragcdes de sacarose na cor verde. Logo dos ensaios as

concentracdes de sacarose usadas nos ensaios em Shaker foram recalculadas
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por analise em HPLC obtendo concentragdes de 14,09 g/L, 23,29 g/L e 32,88 g/L,
respectivamente. A temperatura (40 °C, 43 °C e 46 °C) se apresenta na cor roxa,
e as concentracoes obtidas do acido lactico na cor vermelha. Dados apresentados
para 24 horas de fermentacdo; ja que para 6 e 10 horas de fermentagcdo as
concentragdes do acido lactico foram baixas (3 g/L a 6 g/L).

Tabela 25. Resultados obtidos nos estudos prévios a 24 h de fermentacao usando Lactobacillus delbrueckii.

Tem[ieratura Sacarose Levedura Iggtlg;% Teme)eratu ra Sacarose Levedura Iggtlic::?)

(°C) (9/L) (9/L) (/L) (°C) (9/L) (9/L) (/L)
40 14,09 2 7,2 43 23,49 6 8,6
40 14,09 4 7,7 43 32,88 2 8,8
40 14,09 6 8,5 43 32,88 4 9,0
40 23,49 2 8,6 43 32,88 6 10,0
40 23,49 4 8,8 46 14,09 2 10,3
40 23,49 6 9,5 46 14,09 4 5,1

40 32,88 2 10,0 46 14,09 6 6,5
40 32,88 4 10,1 46 23,49 2 6,3
40 32,88 6 10,3 46 23,49 4 5,0
43 14,09 2 7,1 46 23,49 6 6,2
43 14,09 4 7.9 46 32,88 2 6,2
43 14,09 6 8,4 46 32,88 4 5,1

43 23,49 2 8,4 46 32,88 6 5,7
43 23,49 4 7,2 - - - -

Concentracéo (g/L),
Temperatura (°C)

Numero de ensaios

M Levedura (g/L) ™ Acido lactico (g/L) W sacarose (g/L) M Temperatura (°C)

Figura 45. Resultados obtidos nos estudos prévios, em Shaker, para Lactobacillus delbrueckii a 24 horas de

fermentacao.
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Observando-se nas barras de cor vermelha (Figura 45), € possivel

determinar que a melhor producdo do acido lactico (10,32 g/L) foi obtida com
temperatura de 40 °C, concentracdo de sacarose de 32,88 g/L, concentracao de

extrato de levedura de 6 g/L e 24 horas de fermentagéo.

Para a andlise dos efeitos da temperatura, da sacarose, do extrato de
levedura e do tempo de fermentacédo, escolheu-se um parametro (tempo) a
analisar e os outros (temperatura, sacarose, levedura) foram fixados para seus
valores mais relevantes (Figura 46) segundo os resultados da Figura 45 e a
Tabela 25.
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Figura 46. Efeitos do tempo, concentragao de sacarose, concentracdo de extrato de levedura e temperatura
sob a Lactobacillus delbrueckii na produgao do &cido lactico.

Por simplicidade, o primeiro parametro analisado foi o tempo de
fermentacdo, porque para todos os conjuntos de parametros estudados os
melhores resultados na producdo do acido lactico foram obtidos em 24 horas
(Figura 45). Comportamento € apreciado na Figura 46 quando outros parametros
foram fixados para: 40 °C; 32,88 g/L de sacarose e 6 g/L de extrato de levedura.
Resultado esperado, ja que a medida que o tempo da fermentacéo transcorre, o

acido lactico produzido é acumulado no ensaio.
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A temperatura foi analisada fixando os outros parametros para: 24 horas de

fermentacao; 32,88 g/L de sacarose e 6 g/L de extrato de levedura (Figura 46).
Esse parametro teve um efeito acentuado na bactéria. Sendo que a medida que a
temperatura foi aumentada (40 °C, 43 °C e 46 °C), a concentragao do acido lactico
diminuiu consideravelmente (10,33 g/L, 10,00 g/L e 5,66 g/L). Portanto, se estima
que o aumento da temperatura impediu o crescimento bacteriano, motivo pelo qual

se encontrou pouca concentracao do acido lactico (Tabela 25).

Para a analise da concentracdo de sacarose se fixou a temperatura para 40
°C, a concentracao de extrato de levedura para 6 g/L, e o tempo de fermentacao
para 24 horas (Figura 46). Para essas condigdes, a sacarose mostrou um efeito
moderado, com concentragdes do acido lactico de 8,50 g/L, 9,52 g/L e 10, 33 ¢g/L.
Efeito que foi coerente com as concentragbes de sacarose usadas no melaco
(14,09 g/L, 23,29 g/L e 32,88 g/L), mostrando uma relagdo aproximadamente
constante de 1 g/L do acido lactico por cada 10 g/L de sacarose aumentada no
melago.

Por ultimo, fixou-se a temperatura para 40 °C, a concentragdo de sacarose
para 32,88 g/L, e o tempo de fermentacdo para 6 horas para a andlise da
concentracao de extrato de levedura (Figura 46). Parametro que teve leve efeito
na concentracao do acido lactico (10,04 g/L, 10,10 g/L e 10,33 g/L). Portanto, nas
condicbes estudadas, as bactérias sempre estiveram com boa quantidade de
nutrientes (Tabela 25).

Com os resultados obtidos, optou-se por usar temperatura de 40 °C,
concentracao de sacarose de 32,88 g/L, concentracao de extrato de levedura de 4
g/L e tempo de fermentacdo superior a 24 horas, na fermentacdo de melago de
cana-de-agucar com Lactobacillus delbrueckii, em biorreator BioFlo 415.

41.1.2 Leuconostoc mesenteroides

Na Figura 47 e na Tabela 26, se mostram os resultados obtidos dos
parametros estudados (Tabela 27) para essa bactéria apds 24 horas de
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fermentacao. Indica-se na Figura 47 os parametros de estudo e a concentracao do
acido lactico obtido, com barras de cores, como foi apresentado no estudo
anterior; os ensaios para 6 horas e 10 horas mostraram concentragdes bem

baixas do acido lactico.

Tabela 26. Resultados obtidos nos estudos prévios a 24 h de fermentagao usando Lactobacillus delbrueckii.

Templeratura Sacarose Levedura é&'iig Tempoeratura Sacarose Levedura |éA(.E,:tli(3:(C))
(°C) L @Y g (°C) @b @ gy
29 14,09 2 53 32 23,49 6 7,8
29 14,09 4 5,1 32 32,88 2 9,0
29 14,09 6 4,7 32 32,88 4 8,9
29 23,49 2 6,2 32 32,88 6 9,2
29 23,49 4 6,0 35 14,09 2 5,6
29 23,49 6 6,0 35 14,09 4 6,7
29 32,88 2 6,8 35 14,09 6 6,3
29 32,88 4 7,0 35 23,49 2 8,1
29 32,88 6 7,0 35 23,49 4 7,7
32 14,09 2 53 35 23,49 6 7,6
32 14,09 4 5,2 35 32,88 2 8,7
32 14,09 6 53 35 32,88 4 8,6
32 23,49 2 6,1 35 32,88 6 8,3
32 23,49 4 6,7 - - - -

Tabela 27. Parametros estudados nos estudos prévios de Leuconostoc mesenteroides.

Parametros Niveis
Tempo de fermentacgéo (h) 6 10 24
Temperatura (°C) 29 32 35
Concentracao de sacarose (g/L) 14,09 23,49 32,88
Concentracao de extrato de levedura (g/L) 2 4 6

Observando-se as barras de cor vermelha, € possivel determinar que a
melhor producédo do acido lactico (9,2 g/L) foi obtida com temperatura de 32 °C,
concentracao de sacarose de 32,88 ¢/L, concentracao de extrato de levedura de 6
g/L e 24 horas de fermentagao.

A analise dos efeitos paramétricos foi realizada de forma similar aquela feita
para o Lactobacillus delbrueckii.
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Figura 47. Resultados obtidos nos estudos prévios, em Shaker, para Leuconostoc mesenteroides a 24 horas

de fermentagéo.

Portanto, para a analise do tempo de fermentacdo, a temperatura, a
concentracdo de sacarose e a concentracdo de extrato de levedura foram
mantidas para 32 °C, 32,88 g/L e 6 g/L, respectivamente (Figura 48). Observando-
se que no maior tempo de fermentacdo se obteve um aumento na concentragao
do acido lactico produzido. Por conseguinte, o tempo de fermentacao favorece a

producdo, como € de se esperar (Tabela 26).

A fim de analisar a temperatura, se fixaram os outros parametros para: 24
horas de fermentacdo; 32,88 g/L de sacarose e 6 g/L de extrato de levedura
(Figura 48). Encontrando para 29 °C, 32 °C e 35 °C concentragcées do &cido
lactico de 7,08 g/L, 9.16 g/L e 8,34 g/L, respectivamente. Por conseguinte, se
encontrou uma temperatura étima de 32 °C. Para temperatura inferior ou superior

o efeito é desfavoravel para a fermentacgéao.

Para a andlise da concentracdo de sacarose na fermentacéo, foi fixado o
tempo da fermentacéo para 24 horas, a temperatura para 32 °C e a concentracao
de extrato de levedura para 6 g/L. Observou-se um efeito significativo do presente
parametro na fermentacdo com aumento da concentracdo do acido lactico em

funcdo da sacarose. No entanto, a diferenca da concentracdo do acido lactico
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obtido entre as duas maiores concentragdes da sacarose € inferior a diferenca
entre as duas primeiras concentracbes de sacarose. Por conseguinte, a

concentragao de sacarose de 32,88 g/L foi 6tima no estudo (Tabela 26).
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tempo (h) ® Temperatura (°C) = Sacarose (g/L) A Extrato de levedura (g/L)

Figura 48. Efeitos do tempo, concentragao de sacarose, concentragdo de extrato de levedura e temperatura
sob a Leuconostoc mesenteroides na produgao do acido lactico.

A analise com tempo de fermentacao de 24 horas, temperatura de 32 °C e
concentracdo de sacarose de 32,88 g/L foi analisado o efeito da concentragdo de
extrato de levedura na producéo do acido lactico. Como é observado na Figura 48,
esse parametro teve pouco efeito no presente estudo com uma diferenca de 0,34
g/L do acido lactico entre o0 menor e o maior valor (Tabela 26).

Baseado nos resultados obtidos se decidiu trabalhar com temperatura de 32
°C, concentracao de sacarose de 32,88 g/L, concentracdo de extrato de levedura
de 4 g/L e tempo de fermentagao superior a 24 horas, na fermentacao de melago
de cana-de-agucar com Leuconostoc mesenteroides, em biorreator BioFlo 415.

4113 Lactobacillus plantarum

As concentracbes do acido lactico obtidos dos parametros estudados
(Tabela 28) para essa bactéria a 24 horas de fermentacdo se apresentam na
Figura 49 e na Tabela 29.
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Tabela 28. Parametros estudados nos estudos prévios de Lactobacillus plantarum.

Parametros Niveis
Tempo de fermentacgéao (h) 6 10 24
Temperatura (°C) 31 34 37
Concentracao de sacarose (g/L) 14,09 23,49 32,88
Concentracédo de extrato de levedura (g/L) 2 4 6

Tabela 29. Resultados obtidos nos estudos prévios a 24 h de fermentagao usando Lactobacillus plantarum.

Tempoeratura Sacarose Levedura Iggtlic::% Temp:)eratura Sacarose Levedura IggtIS:%

(C) @b @b g (°C) @b @b g
31 14,09 2 7,1 34 23,49 6 9,7
31 14,09 4 4.3 34 32,88 2 10,6
31 14,09 6 6,8 34 32,88 4 10,5
31 23,49 2 8,3 34 32,88 6 10,6
31 23,49 4 8,4 37 14,09 2 9,1

31 23,49 6 7,3 37 14,09 4 9,1

31 32,88 2 9,2 37 14,09 6 10,0
31 32,88 4 9,8 37 23,49 2 10,6
31 32,88 6 10,3 37 23,49 4 10,8
34 14,09 2 7,8 37 23,49 6 10,9
34 14,09 4 8,2 37 32,88 2 114
34 14,09 6 8,2 37 32,88 4 11,5
34 23,49 2 8,8 37 32,88 6 11,8
34 23,49 4 10,0 - - - -

Os ensaios para 6 horas e 10 horas mostraram concentragées bem baixas

do acido lactico, portanto nao sdo apresentados na Figura 49.
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B Levedura (g/L) M Acido lactico (g/L) ™ sacarose (g/L) M Temperatura (°C)
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Figura 49 . Resultados obtidos nos estudos prévios, em Shaker, para Lactobacillus plantarum a 24 horas de

fermentacgao.
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Observando-se as barras vermelheias, é possivel determinar que a melhor

producéo do acido lactico foi obtido com temperaturas de 34 °C e 37 °C (Figura
49). No entanto, a concentracdo maxima do acido lactico foi de 11,88 g/L, obtida
com 24 horas de fermentacao, 37 °C, 32.88 g/L de sacarose e 6 g/L de extrato de
levedura (Tabela 29).

A andlise dos efeitos paramétricos (Figura 50) foi realizada de forma similar
a analise feita para o Lactobacillus delbrueckii e Leuconostoc mesenteroides. Essa
andlise permite observar que o fator que teve maior influéncia na produgédo do
acido l4ctico foi o tempo de fermentagdo (2 h, 6 h e 24 h), reportando 5,98 g/L,
8,84 g/L e 11,88 ¢/L, respectivamente. A temperatura teve um leve efeito, com
producéo do acido lactico de 10,30 g/L, 10,63 g/L e 11,88 g/L, respectivamente,
nos niveis superiores de concentracdo de sacarose e extrato de levedura. A
sacarose produz um pequeno efeito, com concentracées do acido lactico de 9,98
g/L, 10,94 g/L e 11,88 g/L, respectivamente, nos niveis superiores de temperatura
e concentracao de extrato de levedura. Igualmente, a concentragéo de extrato de
levedura produziu leve efeito na produgéo do acido lactico, com concentragbes de
11,40 ¢g/L, 11,54 g/L e 11,88 g/L, respectivamente, nos niveis superiores de

temperatura e concentracdo de sacarose.
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Figura 50. Efeitos do tempo, concentragdo de sacarose, concentracdo de extrato de levedura e temperatura
sob a Lactobacillus plantarum na produgao do acido lactico.
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Em vista dos resultados anteriores, decidiu-se trabalhar com temperatura

de 37 °C, concentracdo de sacarose de 32,88 g/L, concentracdo de extrato de
levedura de 4 g/L e tempo de fermentagao superior a 24 horas, na fermentacao de
melaco de cana-de-agucar com Lactobacillus plantarum, em biorreator BioFlo 415.

4.1.2 Fermentacao de melaco de cana-de-acucar em biorreator
BioFlo 415

Para a fermentacdo do melaco de cana-de-aglucar em nivel de bancada,
foram levados em consideracdo os parametros estudados em estudos prévios,
onde foram avaliados e determinados os melhores parametros para cada bactéria.

De acordo com a metodologia descrita para a fermentacdo de melago de
cana-de-agucar em nivel de bancada ou biorreator, optou-se por fornecer pulsos
de melago, a fim de se manter uma concentracao de sacarose que fosse a mais
proxima possivel da inicial. Com ajuda do software do biorreator (Figura 34) foi
determinado o tempo propicio para a geracdao do pulso segundo o grafico online
na tela do biorreator, do funcionamento da bomba de alimentacdo de NaOH 4N

que controlava o pH para 5, automaticamente.

4.1.2.1 Producao do acido lactico por fermentacao com Lactobacillus
delbrueckii

Determinados os parametros da fermentacao (Tabela 30), essa foi realizada
em escala de bancada com monitoramento online da bomba de alimentacédo de

solugdo de NaOH 4N, pH e temperatura para 200 rpm de agitagéo (Figura 51).

Tabela 30. Parametros da fermentagdo com Lactobacillus delbrueckii.

Parametros Niveis
Temperatura (°C) 40
Concentracao de sacarose (g/L) 32,88
Concentragao de extrato de levedura (g/L) 6
pH 5
Agitacado (rpm) 200
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Figura 51. Monitoramento on-line da fermentacdo de melago de cana-de-agucar com Lactobacillus delbrueckii.

Na Figura 51, observa-se que durante a fermentacao a temperatura e o pH
foram mantidos constantes para 40 °C e 5, respectivamente. No entanto, observa-
se o funcionamento da bomba de alimentacdo de solucdo de NaOH entre
aproximadamente 1 hora e 20 horas de fermentagdo. Funcionamento
correspondente ao controle do pH modificado pela geragdo do acido lactico no
biorreator. Tempo depois se observou inatividade da bomba de alimentagéo; por
isto se decidiu dar um pulso de melago (72 mL, 173 ¢g/L de sacarose) de sacarose
que foi consumido em aproximadamente 4 horas. Finalmente, realizou-se outro
pulso de melaco (28 mL, 173 g/L de sacarose), o qual gera pouca atividade na
bomba. A fermentacédo foi dada por terminada depois de 39,72 horas.

Durante a fermentacdo, as amostras foram coletadas a cada 2 horas,
aproximadamente. Na Tabela 31 e na Figura 52, apresentam-se os resultados
obtidos e a produtividade do acido lactico em fungéao do tempo de fermentagéo.

E importante ressaltar que quando o melago foi esterilizado no biorreator,
observou-se perda de liquido pelas mangueiras do dreno do mesmo;
concentrando os componentes do melago. Por isto, encontrou-se que logo depois
da inoculagado, as concentracées de sacarose, glicose e frutose aumentaram de
33,51 g/L, 1,57 g/L e 1,91 g/L para 43,35 g/L, 1,97 g/L e 2,48 g/L, respectivamente
(Tabela 31).
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Tabela 31. Resultados obtidos na fermentagao lactea com Lactobacillus delbrueckii.

Tempo Sacarose Glicose Frutose Biomassa  Acido lactico Produtividade

(h) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L.h)
00,0 33,51 1,57 1,91 - 0,17 -
00,0 4335 1,97 2,48 0,98 2,11 -
02,18 41,89 1,71 2,41 1,24 4,59 2,10
04,17 39,65 1,34 2,16 1,80 6,16 -
06,17 36,53 0,24 0,71 2,17 15,51 2,52
08,07 33,69 0,35 0,44 2,24 18,56 2,30
10,08 31,04 0,39 0,36 - 22,09 2,19
1217 24,13 0,37 0,37 2,85 29,03 2,39
1442 1553 0,33 0,33 3,21 34,08 2,36
1642 11,11 0,34 0,31 - 35,56 2,17
18,42 8,33 0,30 0,32 3,20 39,90 2,17
20,42 4,82 0,27 0,33 3,19 42,35 2,07
22,42 1,40 0,25 0,33 - 44,74 2,00
24,05 0,67 0,25 0,31 - 45,44 1,89
24,23* 0,55 0,24 0,33 3,01 45,23 1,87
24,58 0,55 0,25 0,33 3,18 45,00 1,83
26,50 0,80 0,25 0,33 - 46,16 1,74
28,50 1,61 0,28 0,39 2,90 48,25 1,69
29,75 0,61 0,26 0,57 2,86 48,28 1,62
30,75 0,60 0,25 0,26 2,75 49,48 1,61
31,75 0,62 0,26 0,25 - 49,74 1,57
32,75 0,56 0,25 0,26 2,93 50,21 1,53
39,72 0,69 0,27 0,23 3,00 50,21 1,26

*inoculagéo, “*pulso.

Na Figura 52, observa-se a mudanca das concentracées dos acucares,
acido lactico e a biomassa em fungéo do tempo durante a fermentacao. E possivel
observar que durante as 6 horas iniciais, a glicose e frutose foram fermentadas
quase em sua totalidade. Entretanto, a sacarose a qual representa a maior
quantidade de acucar presente no melaco tomou cerca de 23 horas para ser
fermentada na sua totalidade; logo a cada pulso a sua concentracdo na
fermentacao foi pouco percebida (Figuras 51 e 52). A producéo do acido lactico foi
bem maior na primeira etapa, antes dos pulsos, onde a concentracdo molar dos
acucares foi maior. Quanto a biomassa, observou-se um crescimento microbiano

entorno de 2,9 g/L apds de 18 horas de fermentacao.
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Figura 52. Resultados da fermentagao lactea com Lactobacillus delbrueckii em fungao do tempo.

Em geral, ainda que os pulsos de melaco exercam pouca influéncia na

producdo do acido lactico nas condigdes estudadas se conseguiu quase total

fermentacao de sacarose com concentragcdo maxima do acido lactico de 50,21 g/L,
produtividade méaxima de 2,52 g/L.h e final 1,26 g/L.h.

4.1.2.2

Producao do acido lactico por fermentacao com Leuconostoc

mesenteroides

Apbs serem determinados os parametros (Tabela 32), a fermentagcéo foi

realizada em escala de bancada com monitoramento online da bomba de

alimentacao de solucao de NaOH 4N, pH e temperatura para 200 rpm de agitacao

(Figura 53).
Tabela 32. Parametros da fermentagdo com Leuconostoc mesenteroides.

Parametros Niveis

Temperatura (°C) 32

Concentracao de sacarose (g/L) 32,88

Concentragao de extrato de levedura (g/L) 4

pH 5

Agitacao (rpm) 200
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Na Figura 53, apresenta-se o monitoramento da bomba de alimentagao de

NaOH, temperatura e pH da fermentacdo em nivel de bancada, durante 39,50

horas.
100 - 6
=2 —~ 5
S 75
3 - 4
ED
8% 50 -3 %
© <=
=]
= o -2
€ o 25
v a L1
€ E /\
5 0 I~ \
S o~ o
= 0 6 12 18 24 30 36
- Tempo de fermentacéo (h)
—— Bomba de alimentagdo de NaOH 4N ——Temperatura (°C) —pH

Figura 53. Monitoramento on-line da fermentacdo de melago de cana-de-agucar com Leuconostoc

mesenteroides.

Na Figura 53, observa-se um funcionamento da bomba de alimentagéo de
NaOH entre 1 hora e 10 horas, aproximadamente, correspondente a adi¢cdo de
base para o controle do acido lactico gerado do melago (26,78 g/L de sacarose)
usado na primeira etapa da fermentacdo. A atividade da bomba entre 21 horas e
27 horas se apresentou como resposta ao primeiro pulso de melago (90 mL,
221,62 ¢g/L de sacarose), e a atividade entre 31 horas e 40 horas,
aproximadamente, € devida ao controle do acido gerado pelo segundo pulso de
melaco (40 mL, 221,62 g/L de sacarose) na fermentacéo.

Por outro lado, foi observada uma pequena variagdo do pH no inicio da
fermentacdo e de cada pulso. No entanto, durante a fermentacdo nao se
observaram variagbes da temperatura.

A quantificacdo das amostras tomadas durante a fermentacdo permitiu
calcular, em funcdo do tempo, o consumo de sacarose, glicose e frutose, e a

producao de biomassa, acido lactico e sua produtividade (Tabela 33).
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Tabela 33. Resultados obtidos na fermentagéo lactea com Leuconostoc mesenteroides.

Tempo Sacarose Glicose Frutose Biomassa Acido lactico  Produtividade

(h) (g/L) (L) (L) (g/L) (g/L) (g/L-h)
0,00 31,76 474 54 - 0,22 -
0,00+ 26,78 423 5,16 - 0,91 -
1,00 2504 384 507 0,65 2,11 -
3,08 21,76 343 549 0,80 3,01 0,97
5,07 1444 351 8,50 1,10 5,68 1,12
7,17 4,92 291 11,82 1,72 8,67 1,21
9,15 1,09 043 13,00 1,95 12,27 1,34
11,02 0,60  <0,03 12,88 2,03 13,04 1,18
13,08 060 <003 1252 1,95 12,87 0,98
15,25 059  <0,03 12,69 1,88 12,91 0,85
19,20 062 <003 1252 1,95 12,90 0,67
19,53 0,63  <0,03 12,50 - 12,96 -

21,58 1,27 1,54 13,68 2,03 13,31 0,62
23,17 1,66 232 14,71 - 13,81 0,60
24,08 1,43 223 14,78 1,78 13,79 0,57
26,17 1,32 2,09 14,80 - 13,92 0,53
27,75 1,34 2,05 15,03 1,88 14,31 0,52
28,85 1,23 2,03 14,98 1,95 14,25 -

28,98 1,12 2,00 14,93 2,13 14,12 0,49
29,80 1,38 232 1513 2,05 14,29 0,48
31,33 1,55 280 1546 2,03 14,13 0,45
33,38 1,54 2,73 1562 2,00 14,60 0,44
35,40 1,39 257 1564 1,90 14,57 0,41
37,68 1,34 234 1573 1,89 15,02 0,40
39,50 1,63 194 1562 1,90 15,84 0,40

*inoculagéo, **pulso.

Antes da fermentacao, fizeram-se ensaios de estilizacdo de agua no
biorreator para saber o volume de liquido médio perdido durante na esterilizagao,
encontrando que se perdem entre 150 -200 mL de liquido por cada 3 L de agua
esterilizada. Portanto, decidiu-se adicionar 150 mL de agua no biorreator antes da
esterilizacdo para compensar o volume perdido e evitar a concentracdo dos
componentes do melago por perda de agua, fenémeno observado na fermentagao
anterior. No entanto, na caracterizacdo do melago, logo a esterilizacdo e
inoculacdo, encontrou-se uma concentracdo de sacarose inferior (26,78 g/L) a
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inicial (31,76 g/L), igualmente aconteceu com a concentracdo de glicose e frutose

(Tabela 33).

Na Figura 54 se apresentam os resultados obtidos (Tabela 33) em fungéo

do tempo.
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Figura 54. Resultados da fermentagédo lactea com Leuconostoc mesenteroides em fungao do tempo.

Observa-se na Figura 54 que, aproximadamente, nas primeiras 9 h da
fermentacado, a concentracdo de sacarose e glicose foram consumidas quase na
sua totalidade. No entanto, aprecia-se um aumento na concentracdo de frutose
(13,00 ¢g/L) dando a entender que, durante a fermentacdo, a sacarose se
fragmenta para glicose e frutose, sendo possivel a fermentagdo somente da
glicose. Em consequéncia, observa-se um aumento na concentracao de frutose
(13,00 g/L). Por sua vez, a producao de biomassa e acido lactico atingiu quase
seu valor maximo (1,95 g/L e 12,27 g/L, respectivamente), com produtividade do
ultimo de 1,34 g/L. Portanto, pode-se dizer que essa € a etapa mais importante da
fermentacdo. Entre as 8 h e 21 h, todas as concentracbes tém pouca mudanca.
No entanto, observa-se uma queda da produtividade do &cido lactico para 0,62
g/L.h. Logo do primeiro pulso (21,58 h), a concentracdo de sacarose € consumida

(28,85 h). No entanto, observa-se que a concentracdo de frutose aumenta
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levemente junto com a concentracdo do acido lactico (14,98 g/L e 14,25 ¢/L,

respectivamente).

Além da analise anterior, se estima que a producgao de &cido lactico durante
a fermentacao possa ter sido afetada pelo valor de pH usado, ja que a valores
proximos de pH=5 a Leuconostoc mesenteroides produz dextrana mais frutose
(Queiréz, 1987).

Depois do segundo pulso, os resultados tém pouca mudanga com
concentragdes finais (39,5 h) de 1,63 g/L de sacarose, 1,94 g/L de glicose, 15,62
g/L de frutose, 1,9 g/L de biomassa e 15,84 g/L do acido lactico e produtividade de
0,40 g/L.h.

4.1.23 Producao do acido lactico por fermentacao com Lactobacillus

plantarum

Na Tabela 34 se apresentam os parametros da fermentacdo determinados
em estudos prévios. A fermentacdo foi realizada em escala de bancada com
monitoramento online da bomba de alimentacdo de solucdo de NaOH 4N, pH e
temperatura para 200 rpm de agitacao (Figura 55).

Tabela 34. Parametros da fermentagao com Lactobacillus plantarum.

Parametros Niveis
Temperatura (°C) 37
Concentracao de sacarose (g/L) 32,88
Concentragao de extrato de levedura (g/L) 4
pH 5
Agitacado (rpm) 200

O monitoramento da fermentacdo em funcdo da bomba de alimentacao de
NaOH, temperatura e pH da fermentacao se apresenta na Figura 55. A primeira
atividade da bomba corresponde a adicao de solucao de NaOH 4N para o controle
do acido gerado pela fermentacédo dos agucares usados no inicio da fermentacéo.
Atividade que teve uma duracgéao de 19,5 horas aproximadamente. Posteriormente,
deu-se um pulso de 100 mL de melaco (223,55 g/L de sacarose) que contribuiram

para a atividade da bomba de alimentacdo de base entre 24 horas e 44 horas
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aproximadamente. A temperatura foi constante durante a fermentagdo. No

entanto, o pH teve uma pequena variagdo no momento do pulso que foi controlada
rapidamente. A fermentagéo foi dada por terminada depois de 46,40 horas, tempo
no qual ndo se observou atividade da bomba de alimentacdo de base durante 2
horas aproximadamente.
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Figura 55. Monitoramento on-line da fermentacdo de melaco de cana-de-aglcar com Lactobacillus plantarum.

Os resultados da quantificacdo das amostras coletadas durante o tempo de
fermentacdo sdo mostrados na Tabela 35 e na Figura 56.

Durante a fermentacédo lactea com Lactobacillus plantarum, observou-se
alta afinidade da bactéria na fermentacéo de sacarose glicose e frutose, acucares
que sao fermentados quase na sua totalidade, e producéo do acido lactico (Figura
56). A glicose e a frutose usadas no inicio da fermentacdo foram praticamente
fermentadas nas primeiras 6 horas; e a sacarose em aproximadamente 22 horas.
Intervalo no qual se obteve o0 maximo valor de produtividade do acido lactico (2,86
g/L.h). Uma vez fermentados os agucares, neste periodo, obtiveram-se
concentracdes de 0,19 ¢g/L de sacarose, 0,15 g/L de glicose, 0,49 g/L de frutose,
3,00 g/L de biomassa e 41,46 g/L do acido lactico; com produtividade de 1,72
g/L.h. Posterior ao pulso (24,20 h), a concentragdo do &cido lactico aumentou
proporcionalmente ao conteudo de agucares adicionados. No final da fermentagéo

(46,40 h), obtiveram-se concentracées de 0,08 g/L de sacarose, 0,12 g/L de
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glicose, 1,12 g/L de frutose, 2,85 g/L de biomassa e 50,59 g/L do acido lactico;
com produtividade de 1,09 g/L.h.

Tabela 35. Resultados obtidos na fermentacéo lactea com Lactobacillus plantarum.

Tempo Sacarose Glicose Frutose Biomassa Acido lactico  Produtividade
(h) (/L) (/L) (/L) (/L) (/L) (g/L.h)
0,00 31,26 4,53 5,56 - 0,29 -
0,00* 26,43 3,51 4,69 - 1,30 -
2,25 24,29 3,08 4,66 1,05 5,03 -
4,42 23,42 2,23 4,12 1,50 8,96 2,03
6,25 22,00 0,67 0,48 1,85 15,26 2,44
8,32 15,84 0,52 0,26 - 22,80 2,74
9,82 11,91 0,50 0,14 2,40 28,04 2,86
12,27 8,40 0,39 0,28 2,50 32,00 2,61
14,27 6,03 0,24 0,43 2,60 34,41 2,41
16,32 3,88 0,15 0,40 2,77 36,65 2,25
18,28 2,52 0,12 0,40 - 38,81 2,12
20,30 0,99 0,12 0,42 2,80 40,64 2,00
22,32 0,19 0,15 0,48 2,95 41,75 1,87
24,12 0,19 0,15 0,49 3,00 41,46 1,72
24,20 0,20 0,15 0,48 2,80 40,92 -
25,65 2,57 0,35 0,61 3,05 41,86 1,63
27,75 5,30 0,20 0,56 3,20 43,86 1,58
30,03 5,18 0,18 0,59 3,07 44,90 1,49
31,67 4,38 0,17 0,67 3,05 45,99 1,45
33,75 3,61 0,13 0,73 2,85 46,95 1,39
35,65 2,81 0,13 0,87 2,58 47,75 1,34
37,75 1,98 0,13 0,97 2,90 48,59 1,29
39,78 1,41 0,13 1,05 3,05 49,23 1,24
41,85 0,93 0,13 1,13 2,77 50,15 1,20
43,80 0,42 0,12 1,13 2,73 50,60 1,16
45,85 0,09 0,12 1,12 2,86 50,58 1,10
46,40 0,08 0,12 1,12 2,85 50,59 1,09

*inoculagéo, **pulso.
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Figura 56. Resultados da fermentacao lactea com Lactobacillus plantarum em fungéo do tempo.

No final dos ensaios, os resultados obtidos da fermentacdo de melaco de
cana-de-agucar com as baterias Lactobacillus delbrueckii e Leuconostoc
mesenteroides foram apresentados no XIX Simpdsio Nacional de Bioprocessos, X
Simpdésio de Hidrélise Enzimatica de Biomassa (Apéndice C).

4.2 PRODUGCAO DO ACIDO ACRILICO

Na continuagéo, descrevem-se os resultados na produgéo do acido acrilico
a partir da desidratacdo dos acidos lacticos fermentado e comercial, com
catalisadores baseados em modificagées de zedlita NaY, segundo a metodologia
descrita no item 3 deste trabalho.

4.2.1 Preparacao e caracterizacao de catalisadores

Apés a modificagdo da zedlita comercial com nitrato de sbédio e a
preparacdo dos catalisadores KBr/NaY, KI/NaY e Cas3(PO4)/NaY, obtiveram-se

solidos brancos e finos como se mostra na Figura 57.
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Figura 57. Catalisadores usados na desidratagao do acido lactico: a) NaY comercial, b) NaY modificado, c)
KBr/NaY, d) KI/NaY e e) Cas(PO4)2/NaY.

A andlise da estrutura cristalina (Figura 58) dos catalisadores NaY
comercial, NaY modificada, KBr/NaY e KI/NaY; realizada por difragdo de raios X
permitiu identificar linhas a 26 de 6,0°; 10,2°; 11,9°; 15,7°; 20,4°; 23,7°; 27,1° e
31,4° caracteristicas da estrutura da zedlita NaY (RIOS R. et al., 2012; SUN et al.,
2010). Isto comprova que durante o processo de impregnacao e calcinacéo, a
estrutura cristalina da zedlita se manteve nestes catalisadores, como é reportado
na literatura (YAN et al., 2011). Nao obstante, no difratograma do Cas(PO4)>/NaY
essas linhas tém pouca intensidade (Figura 58) e linhas a 206 de 27,8°; 31,04°;
32,48°; 34,38° se apresentam com maior intensidade. Comportamento que pode
ser devido a relagdo fosfato/zedlita (80:20) usada para a sintese do catalisador;
como tem sido reportado por Lee et al. (2010) na caracterizacdao de
Caz(POy4)2/SiOs.

Posteriormente, foi realizado o estudo da morfologia dos catalisadores
tomando imagens microeletronicas (Figura 59) para 4000 kv em microscépio
eletrénico de varredura com detector de energia dispersiva de raios X (MEV/EDS).
Imagens que permitem observar aglomeracdes semiesféricas na superficie dos
catalisadores NaY comercial, NaY modificada, KBr/NaY e KI/NaY, o que confirma
que durante a modificacoes feitas na zedlita NaY, a sua superficie ndo sofreu
mudangas consideraveis. No entanto, para o catalisador Caz(POs4)o/NaY se
observaram pequenas aglomeracdes semiesféricas caracteristicas da superficie
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da zedlita, junto com aglomeracdes irregulares, caracteristicas do Caz(POg)2 (LEE

et al., 2010).
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Figura 58. Difratograma de raios X dos catalisadores: a) NaY modificada, b) KBr/NaY, KI/NaY e
Cas(PO4)2/NaY.
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Figura 59. Imagem microeletronica dos catalisadores: a) NaY comercial, b) NaY modificado, c) KBr/NaY, d)
KI/NaY e e) Cas(PO4)2/NaY.
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Por meio das imagens microeletrbnicas, se determinaram diametros médios

de 1,28 um; 1,29 um; 1,28 um; 1,28 um e 1,79 um para os catalisadores NaY
comercial, NaY modificado, KBr/NaY, KI/NaY e Cas(PO4)2/NaY respectivamente
(Tabela 36). Encontrando que durante a modificacdo da zedlita NaY comercial
para NaY modificada o tamanho da particula foi praticamente mantida. No entanto,
foi obtido menor didmetro médio de particula para as zeolitas NaY comercial, NaY
modificada, KBr/NaY e KI/NaY em comparagédo com o Caz(POg)/NaY (LEE et al.,
2010), dita medida varia segundo o tamanho atomicos dos atomos inseridos no
catalisador .

Tabela 36. Diametro médio de particula dos catalisadores em um.

Medicdo NaY NaY modificado KBr/NaY KI/NaY Cas(PO,)./NaY

1 1,23 1,25 1,17 1,43 1,87
2 1,34 1,31 1,07 1,12 1,72
3 1,03 1,03 1,07 1,05 2,29
4 1,29 1,42 1,14 1,40 1,62
5 1,45 1,31 1,34 1,17 1,72
6 1,29 1,31 1,34 1,34 1,46
7 1,46 1,38 1,38 1,34 1,79
8 1,26 1,29 1,12 1,31 1,67
9 1,13 1,52 1,36 1,25 2,28
10 1,35 1,12 1,34 1,44 1,44
Med. 1,28 1,29 1,23 1,28 1,79
Desv. 0,13 0,14 0,13 0,13 0,28

A andlise no microscépio eletrénico de varredura com detector de energia
dispersiva de raios X (MEV/EDS), por sua vez, permitiu fazer a analise elementar
dos catalisadores. Na Figura 60, apresentam-se os perfiz de EDS onde se
observam os sinais caracteristicos dos elementos O, Na, Al, Si, K, Br, I, Ca e P
representativos para cada catalisador, além do C e Au presentes devido ao
método usado no anadlise. Portanto, fica explicito que ndo existe a presenca de

outros elementos nos catalisadores, além de seus elementos representativos.

Na Tabela 37, apresenta-se a composicao elementar e a relacao silicio-
aluminio dos catalisadores aqui reportados. Dados que permitem confirmar que na
sintese do catalisador NaY modificado se conseguiu um aumento de 0,14% de
sédio com relagao a zedlita NaY comercial. Alvo que foi proposto para aumentar a
porcentagem de Na da forma ibnica trocavel antes do uso. Resultado que também
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é apreciado na relacao Si/Al a qual aumentou em 0,15%, passando de 2,75% para

2,80%. Enquanto para o conteudo de sbédio nas zedlitas que contém potassio,
evidencia-se diminuicdo na porcentagem de sdédio como consequéncia da

substituicdo de ions Na* por ions K" mais estaveis (SUN et al., 2009).
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Figura 60. Perfil elementar dos catalisadores. a) NaY comercial, b) NaY modificado, ¢) KBr/NaY, d) KI/NaY e
Cas(PO4)2/NaY.
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Tabela 37. Composicao elementar dos catalisadores NaY, NaY modificado, KBr/NaY, KlI/NaY e
Caz(POs)2/NaY.

Elemento NaY NaY modificado KBr/NaY KI/NaY Cas(PO,)./NaY

Na 18,50 18,64 16,03 11,87 5,15
Al 21,71 21,41 14,80 17,78 5,28
Si 59,79 59,96 49,85 57,37 12,92

K - - 6,19 7,25 -

Br - - 13,13 - -

I - - - 5,74 -
Ca - - - - 50,33
P - - - - 26,31
Si/Al 2,75 2,80 3,37 3,23 2,45

4.2.2 Desidratacao do acido lactico

O acido acrilico foi sintetizado por desidratacéo catalitica do acido usando
catalisadores suportado em zedlita NaY (KBr/NaY, KI/NaY e Cas(PO4)2/NaY). No
entanto, para avaliar os efeitos produzidos pelas condicbes de operacao (la de
vidro, temperatura, reator, etc) na desidratacdo, fizeram-se ensaios sem
catalisador. Mesmo assim, se realizaram ensaios com zeodlita NaY comercial e
zeollita modificada para avaliar o efeito da concentragdo de sédio da zedlita na
reacdo. Nao obstante, considerando os possiveis agentes desativantes como sais
e acucares presentes no acido lactico fermentado, fizeram-se ensaios a priori

usando acido lactico comercial para avaliar a diferenca (Figura 61).

Figura 61. Acido lactico. a) comercial, b) obtido por fermentagao.

Como resultado da pesquisa, apresentam-se a conversao do 4cido lactico e
seletividade para o acrilico; e os principais acidos organicos obtidos como
subprodutos (acido acético e acido propandico). Resultados calculados como:
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. o L moles de acido lactico que reageram
Conversao de acido lactico(%) = — — - — x100 (2)
moles de acido lactico na alimentagao

Selectividade(%mol) = moles de carbono do produto definido 100 5
electividade(%mol) = moles de acido lactico que reageram X (3)

Outros subprodutos importantes (acetaldeido e 2,3-pentadiona) foram

identificados por cromatografia gasosa (CG).

4.2.2.1 Desidratacao do acido lactico comercial

De acordo com a metodologia reportada para a sintese do acido acrilico e
as andlises feitas para a desidratacdo catalitica do &acido lactico fermentado, em
primeiro lugar, apresentam-se os resultados da desidratagdo do acido lactico
comercial sem catalisador (Tabela 38, Figura 62).

Tabela 38. Desidratagéo do acido lactico comercial sem catalisador.

% seletividade molar % conversao molar
Tempo (h) — — — — — — L : .
Acido acético  Acido propandico  Acido acrilico do acido lactico
0,37 0,48 8,20 0,23 88,3
0,65 1,08 8,36 1,37 37,4
0,98 2,13 7,46 1,69 36,1
1,32 1,23 6,68 1,78 36,7
1,65 0,86 5,79 1,51 38,4
1,98 1,29 5,54 1,73 35,6
2,32 0,76 4,68 1,36 41,5
2,65 1,15 5,00 1,50 28,1
2,98 0,98 5,96 1,31 36,1

O presente ensaio permitiu observar uma rapida diminuigcdo na conversagao
do &cido lactico em funcdo do tempo. Comportamento que é causado pela
instabilidade do acido lactico nas condigdes de operacéo, incluindo temperatura do
reator e componentes da |4 de vidro como 6xidos de aluminio, silicio, potassio e
sodio, principalmente (AIDA et al., 2009; FACTORI, 2009). Mesmo assim,
encontrou-se que nas condi¢cdes de operacdo usadas na reagao, a seletividade
favorece para o acido propandico mostrando a necessidade de um catalisador
seletivo para o acido acrilico, como os suportados em zedlita basica do tipo NaY.
Consequentemente, durante a desidratacdo o produto principal foi o &cido
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propandico, devido a possivel hidrogenacao do acido acrilico (AIDA et al., 2009).

Nao obstante, a seletividade para o acido acrilico ndo superou 1,78 % e para
acido acético 2,13% (Figura 62). A desidratagdo catalitica com zeolita NaY
comercial mostrou conversdes do acido lactico de 100 % diminuindo para 83 %
em 3,10 horas (Tabela 39).
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Figura 62. Desidratacé@o do acido lactico comercial sem catalisador, com zedlita NaY comercial e com zedlita
NaY modificada.
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Tabela 39. Desidratagéo do acido lactico comercial com NaY comercial.

% seletividade molar % conversao molar
Tempo (h) e ” - o Aci i do 4cido lactico
cido acético Acido propandico Acido acrilico
0,35 0,09 0,03 3,38 100,0
0,68 0,27 0,30 9,00 100,0
1,03 0,38 0,72 11,81 100,0
1,38 0,42 1,11 13,05 99,7
1,72 0,41 1,70 14,68 97,8
2,07 0,36 1,96 12,50 96,5
2,40 0,35 2,32 11,37 94,0
2,77 0,48 2,48 11,01 89,3
3,10 0,41 2,83 10,95 83,5

Segundo SUN et al. (2009) e WANG et al. (2008), a desidratacdo é
favorecida pelo conteudo de 6éxido de silicio, aluminio e sodio na zedlita,
principalmente, que por sua vez favorecem a seletividade para 4cido acrilico. Nao
obstante, esta seletividade ndo supera 14,68 % com desativacao do catalisador
depois de 1,71 horas de reacao (Tabela 39, Figura 62).

Posteriormente, a desidratacdo foi levada a cabo usando zedlita NaY
modificada (Tabela 37). Conseguindo um aumento na seletividade para acido
acrilico de 7,25 % em 0,33 horas, para 10,09 % em 1,67 horas, e diminui¢cao para
13,65 % em 3,0 horas, enquanto as seletividades para o &cido acético e
propandico nao superaram 0,9 % e 5,39 %, respectivamente, nas 3,0 horas de
reacdo. Concordando com SUN et al. (2010), o aumento de sbdio na zedlita é
essencial para aumentar a seletividade na desidratacdo do acido lactico para o
acido acrilico. No entanto, o tempo de vida util do catalisador segue sendo um
fator desvantajoso na reagao (Tabela 40, Figura 62).

Avaliados os efeitos da zedlita na desidratagdo o seguinte passo foi avaliar
o comportamento dos catalisadores KBr/NaY, KI/NaY e Cas(POs)/NaY,
escolhidos, sintetizados e caracterizados segundo os reportes atuais mais
relevantes na desidratacdo do acido lactico e lactatos (LEE et al., 2010; SUN et
al., 2009; WANG et al., 2008; YAN et al., 2010, 2011).
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Tabela 40. Desidratagéo do acido lactico comercial com NaY modificado.

% seletividade molar % conversao molar

Tempo (h)

Acido acético  Acido propandico  Acido acrilico do acido lactico

0,33 0,30 0,58 7,25 100,0
0,67 0,51 1,28 12,89 100,0
1,00 0,70 2,04 15,81 100,0
1,33 0,64 2,74 18,62 99,8
1,67 0,58 2,95 19,09 98,1

2,00 0,60 3,29 18,60 94,4
2,33 0,81 3,92 16,03 88,7
2,67 0,93 5,05 16,04 84,9
3,00 0,90 5,39 13,65 83,0

Logo, com o catalisador KBr/NaY, a seletividade foi encaminhada para a

obtencédo do acido acrilico, principalmente (Tabela 41, Figura 63).

Tabela 41. Desidratacédo do acido lactico comercial com KBr/NaY.

Tempo (h) . - %,selletlwdade Tolar - . % COOV%rSél'(,) molar do
Acido acético  Acido propandico  Acido acrilico acido lactico
0,33 0,27 0,09 4,07 99,8
0,67 0,53 0,79 11,84 99,9
1,00 0,72 1,63 18,69 99,5
1,33 0,55 1,84 22,00 98,5
1,67 1,19 3,50 25,66 94,9
2,00 0,85 3,16 23,42 89,9
2,33 0,69 3,51 23,69 86,7
2,67 0,83 3,82 22,90 82,7
3,00 0,78 416 22,26 77,3

As seletividades para o &cido acético e propandico ndo superaram 1,19 % e
4,16, respectivamente. No entanto, a seletividade para o acido acrilico aumentou
de 4,07 % em 0,33 horas para um maximo de 25,66 % em 1,67 horas e diminuiu
levemente para 22,26 % em 3,0 horas (Tabela 41). Enquanto a conversao caiu de
99,8 % em 0,33 horas para 89,9 em 3,0 horas (Figura 63).

No entanto, quando o KI/NaY foi usado como catalisador a seletividade
para o acido acrilico caiu levemente para 16,78 % 3,0 horas (Tabela 42). No
entanto, a seletividade nao caiu durante a desidratacdo. Enquanto para o acido
acético e propandico a seletividade sempre foi baixa, nao maiores a 0,87 % e 2,93
% nas 3,0 horas de reagédo. A conversao do acido lactico diminuiu de 100% em
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0,33 horas para 91 % em 3,0 horas (Figura 63). Embora, a seletividade com

KI/NaY nao caira durante a desidratacdo, esta ndo superou a seletividade obtida
com KBr/NaY (Figura 63).
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Figura 63. Desidratagcao do acido lactico comercial com os catalisadores KBr/NaY, KI/NaY e Caz(Po4)2.
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Tabela 42. Desidratagéao do acido lactico comercial com Kl/NaY.

Tempo (h) —— - %,se.letlwdade tr.wlar - . % cor]v%rséllg molar do
Acido acético  Acido propandico  Acido acrilico acido lactico
0,33 <0,01 <0,01 <0,01 100,0
0,67 0,29 0,28 2,95 100,0
1,00 0,57 1,06 9,46 99,9
1,33 0,73 1,56 11,03 99,6
1,67 0,72 2,02 12,92 98,2
2,00 0,73 2,16 14,41 96,7
2,33 0,68 2,37 15,02 95,2
2,67 0,78 2,59 15,79 92,9
3,00 0,87 2,93 16,78 91,0

No entanto, com Cas(POg4)./NaY, os resultados ndo foram melhores (Tabela
43). A conversao do acido lactico variou decrescentemente de 99,7 % para 84,5 %
no transcurso da desidratacdo. A seletividade para o &cido acrilico caiu
consideravelmente para um maximo de 11,74 % em 2,0 horas. No entanto, a
seletividade para o acido propandico aumentou com o tempo com uma maxima de
6,39 %. Enquanto para acido acético a seletividade tomou um maximo de 1,98 %
em 1 hora e diminuiu para 1,69 % em 3 horas (Tabela 43, Figura 63).

Tabela 43. Desidratagao do acido lactico comercial com Cag(POs)2/NaY.

= . % seletividade molar °% conversio molar do

empo ; ; , veead
po (h) Acido acético  Acido propanédico  Acido acrilico acido lactico
0,33 0,59 1,09 3,48 99,7
0,67 1,58 4,30 7,00 97,7
1,00 1,98 5,78 9,04 92,6
1,33 1,89 5,87 10,31 89,9
1,67 1,86 6,06 10,73 88,7
2,00 1,72 6,17 11,74 86,9
2,55 1,71 6,21 10,68 85,2
3,00 1,69 6,39 11,34 84,5

Segundo SUN et al. (2010) a seletividade dos catalisadores suportados em
zellita basica NaY esta baseada na acidez dos catalisadores, diferenca que é
dada pelos metais impregnados, como se observou no presente estudo.
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4.2.2.2 Desidratacao do acido lactico obtido da fermentacao

Como se apresentou anteriormente, na desidratacdo do &acido lactico
comercial os melhores resultados foram obtidos com uso do catalisador KBr/NaY
com seletividade para &cido acrilico maxima de 25,66 % e conversdo do 4cido
lactico maior a 77,3 %. No entanto, o mesmo procedimento foi realizado na
desidratacdo do acido lactico obtido por fermentacao, ja que por ser obtido do
melaco de cana-de-agucar e ndo ser puro; diversos residuos da fermentacéo
como sais e agucares podem levar a desativagdo do catalisador e mudancas no
seu desempenho.

Portanto, em primeiro lugar, avaliou-se o efeito produzido pelas condi¢ées
de operagado; posteriormente se avaliou o desempenho dos catalisadores
KBr/NaY, KI/NaY e Cas(PQO4)/NaY.

A desidratacdo do acido lactico, obtido por fermentacédo, sem catalisador
mostrou similar seletividade para o acido acético e propandico, em torno de 5 %
(Tabela 44, Figura 64).

Tabela 44. Desidratagéo do acido lactico fermentado sem catalisador.

= ") % seletividade molar % conversio molar do

empo - - - versao It
2 Acido acético  Acido propandico  Acido acrilico acido lactico
0,33 5,15 4,01 0,95 98,8
0,67 4,50 4,79 2,00 96,6
1,00 4,21 5,48 3,13 92,3
1,33 4,10 5,94 4,82 89,3
1,67 5,25 6,58 6,46 85,3
2,00 4,63 5,49 7,53 84,5
2,33 4,48 5,37 7,80 82,1
2,67 4,66 5,42 8,71 80,9
3,00 4,72 5,59 7,70 79,0

No entanto, para o acido acrilico a seletividade teve um leve incremento em
funcéo do tempo de 0,95 % para 8,71 % nas primeiras 2,67 horas; e uma pequena
queda para 7,70 % em 3,0 horas de reacdo. Por outro lado, a converséo virou de
98,8 % em 0,33 horas para 70,9 % em 3,0 horas. Conversao que foi alta, levando
em conta que durante a desidratagdo ndo se usou catalisador (Figura 64).
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Figura 64. Desidratagao do acido lactico, obtido por fermentagao, com zedlita NaY comercial e com zedlita
NaY modificada.

Comparando-se os resultados com os obtidos quando foi usado o &cido
lactico comercial, pode-se dizer que este efeito é produzido principalmente pelas
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impurezas do acido lactico fermentado como foi suposto no inicio do estudo. No

entanto, segundo as seletividades dos acidos analisados, o produto principal é
desconhecido. No entanto, baseados na literatura e nas andlises de CG
realizadas, se propde que o produto principal poderia ter sido acetaldeido; produto
que nao foi quantificado porque a pesquisa nao foi focada para este fim
(quantificacao de produtos volateis).

Posteriormente, a desidratacdo com zedlita NaY comercial mostrou
resultados poucos satisfatérios para a producao do acido acrilico. No entanto, a
conversao do &cido lactico foi de 100 % em todo tempo da reagdo, com maior
seletividade do &cido acrilico (8,09 %) nas duas primeiras horas de reacao (Tabela
45, Figura 64).

Tabela 45. Desidratagédo do acido lactico fermentado com NaY comercial.

% seletividade molar %% conversio molar do
Tempo () (4 N ST e
cido acético Acido propandico Acido acrilico aclao lactico
0,33 0,06 0,00 0,00 100,0
0,67 2,38 0,48 1,40 100,0
1,00 3,60 0,13 3,07 100,0
1,33 3,65 0,34 4,90 100,0
2,00 4,10 1,20 8,09 100,0
2,33 2,70 1,19 5,00 100,0
2,67 2,50 1,42 3,45 100,0
3,00 2,09 1,53 3,00 100,0

Nao obstante, com o uso de zedlita NaY modificada, a seletividade para o
acido acrilico teve um leve aumento para 10,13 % em 1,33 horas e decresce para
6,99 % em 3,0 horas (Tabela 46, Figura 64) . Por outro lado, as seletividades para
o0 acido acético e propandico foram maximas para 4,41 % e 3,78 %,
respectivamente. A conversacao virou de 100 % para 92,5 % durante a reacgao.
Embora se obtivesse seletividade relativamente baixa para o acido acrilico,
novamente o aumento de sédio na zedlita melhora sua seletividade para o acido
acrilico; portanto se torna um elemento fundamental para encaminhar a reacao
para a producao do acido acrilico.
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Tabela 46. Desidratagéo do acido lactico fermentado com NaY modificado.

Tempo (h) —— - %,se.letlwdade tr.wlar - . % cor]v%rséllg molar do
Acido acético  Acido propandico  Acido acrilico acido lactico
0,33 0,55 0,00 0,00 100,0
0,67 3,36 0,14 5,00 100,0
1,00 3,02 1,09 8,71 99,9
1,33 3,83 2,28 10,13 99,5
1,67 3,39 2,49 8,60 98,5
2,33 4,33 3,99 8,30 94,3
2,67 4,00 3,50 7,50 95,0
3,00 4,41 3,78 6,99 92,5

Posteriormente, a desidratacdo com KBr/NaY mostrou conversao de 100 %
durante toda a reacdo (Tabela 47, Figura 65); porcentagem que pode estar
relacionado com o efeito produzido pelas impurezas do acido lactico obtido por
fermentacao (Figura 61). Além disso, a seletividade para &cido acrilico que tinha
sido de 25,66 % com o uso do acido lactico comercial caiu drasticamente para um
maximo de 6,54 % quando o acido lactico fermentado foi usado (Figura 63, Figura

65). Portanto, sua atividade catalitica € fortemente desativada.

Tabela 47. Desidratagédo do acido lactico fermentado com KBr/NaY.

= . % seletividade molar % conversio molar do

empo ; ; , veead
po (h) Acido acético  Acido propanédico  Acido acrilico acido lactico
0,33 1,45 <0,01 <0,01 100,0
0,67 1,55 <0,01 <0,01 100,0
1,00 3,00 0,42 1,43 100,0
1,33 3,51 0,66 1,36 100,0
1,67 4,00 0,73 2,87 100,0
2,00 5,41 1,64 6,54 100,0
2,33 4,42 1,83 4,92 100,0
2,67 4,00 2,00 4,65 100,0
3,00 4,05 2,11 4,80 100,0

Por outro lado, a desidratacdo com catalisador KI/NaY pouco é afetada com
as impurezas do acido lactico fermentado (Tabela 48). A conversdao tem um
comportamento similar para quando o &cido lactico comercial foi usado,
apresentando alta resisténcia a os agentes desativantes presentes no acido lactico
obtido por fermentacdo do melago de cana-de-acucar. Apresenta uma diminuicao
de 100 % para 86,98 % durante a desidratagdo. Enquanto a seletividade teve um
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incremento do 0,0 % em 0,33 horas para 16,65 % em 2,33 horas e uma leve

queda para 15,73 % em 3,0 horas; 1,05 % menor que o &cido lactico comercial foi
usado. Portanto, apresentou alta resisténcia para as impurezas. No entanto, a
seletividade teve um maximo para acido acético e propanoico de 4,05 % e 2,25 %

em 2,33 horas, respectivamente (Tabela 48, Figura 65).
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Figura 65. Desidratagdo do acido lactico, obtido por fermentagdo, com os catalisadores KBr/NaY, KI/NaY e
Cas(Poas)2.
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Tabela 48. Desidratagéo do acido lactico fermentado com KlI/NaY.

% seletividade molar % conversao molar do
Tempo (h) el ” - " - " 4cido lactico
cido acético Acido propandico Acido acrilico

0,33 0,16 0,00 0,00 100,0
0,67 3,25 0,46 5,23 100,0
1,00 3,07 1,05 11,75 99,8
1,33 3,15 1,46 13,33 98,5
1,67 3,32 1,59 14,04 95,1

2,00 3,28 1,82 14,20 90,2
2,33 4,05 2,25 16,65 88,2
2,67 3,53 1,95 15,50 87,9
3,00 3,79 2,38 15,73 86,8

Por dltimo, a desidratacdo com Cas(PO4)2/NaY mostrou resultado
levemente inferior de seletividade para o acido acrilico e conversagdao do &cido
lactico aos obtidos quando o acido lactico comercial foi usado. A conversao teve
uma pequena queda de 100,0% para 88,3 % na reacdo. A seletividade foi
orientada para o acido acrilico, aumentado levemente para 11,03 % no final da
reacdo. O acido acético e propandico tiveram maxima seletividade de 5,06 % e

6,02 % em 2,67 horas, respectivamente (Tabela 49, Figura 65).

Tabela 49. Desidratagao do acido lactico fermentado com Cas(PQO4)2/NayY.

% seletividade molar %% conversio molar do
ez i) = Aci " A cido acrl acido lactico
cido acético Acido propandico Acido acrilico
0,33 0,44 0,04 0,21 100,0
0,67 4,36 2,41 7,00 99,7
1,00 4,18 3,33 7,35 98,9
1,33 4,32 4,22 7,23 97,0
1,92 4,25 5,19 8,00 95,0
2,33 4,48 5,38 9,28 90,5
2,67 5,06 6,02 10,06 89,5
3,00 4,62 5,35 11,03 88,3
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5.1 CONCLUSOES

Levando-se em conta os objetivos do presente trabalho, apresentou-se uma
revisdo bibliografica que realgca a importancia da cana-de-agucar como fonte
renovavel promissora na producédo de acidos organicos derivados do petroleo e
permitiu identificar e escolher trés bactérias fermentativas do &cido Ilactico
(Lactobacillus delbrueckii, Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus plantarum)
segundo a isomeria do mesmo. Mesmo assim, permitiu identificar rotas de
obtencao do acido acrilico a partir do acido lactico e selecionar trés catalisadores,
baseados em modificacbes de zedlita basica tipo NaY, promissoras na

desidratacado do acido lactico.

A metodologia apresentada foi baseada em trabalhos recentes nos quais se
destacam procedimentos experimentais, adequados, para a producdo e
caracterizagdo do 4cido lactico e acido acrilico. Além disso, descreve a sintese e
caracterizagcdo de catalisadores baseados em modificacbes de zedlita Nay,
catalisadores que tem ganho interesse nos ultimos anos na desidratacdo do acido
lactico. Mesmo assim, baseados na sintese e caracterizagdo de catalisadores
suportados em zedlita NaY (SUN et al., 2009, 2010; WANG et al., 2008; YAN et
al., 2010, 2011) e o catalisador Caz(PO4)2/SiO, (LEE et al., 2010), foi possivel
descrever a sintese e caracterizagcédo do catalisador Cas(PQO4)2/NaY, nao reportado

na literatura.

A partir da fermentacdo do melago de cana-de-agucar, com as bactérias
Lactobacillus delbrueckii, Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus plantarum,
foi possivel produzir acido lactico com concentragdes de 50,22 g/L, 15,84 g/L e
50,59 ¢/L, respectivamente. Do mesmo modo, foram obtidas produtividades
maximas de 2,52 g/L.h, 1,34 g/L.h e 2,86 g/L.h, respectivamente.

Baseado nas caracteristicas fisicas do acido lactico obtido por fermentagéo,
antes e depois da desidratacdo, acredita-se que a passagem do acido por um

reator tubular com recheio inerte a temperatura préxima de 300 °C e fluxo de gas
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de arraste inerte; pode ser um processo viavel na sua purificacdo. Processo que

teria alto interesse na industria.

Com base nos ultimos reportes sobre desidratagao do acido lactico (Tabela
14) foi possivel a sintese e posterior caracterizagdo da zeodlita NaY modificada,
KBr/NaY, Kl/NaY e Cas(POs)o/NaY utilizadas como catalisadores promissérios na
semissintese do acido acrilico a partir do acido lactico obtido da fermentagcédo de

melaco de cana-de-agucar.

Segundo as andlises de caracterizagdo realizadas nas zedlitas, logrou-se
incrementar em 0,14 % o conteludo de sodio na zedlita NaY modificada, como
também foi possivel a incorporacédo de sais de potassio na zedlita NaY modificada,
proporcionando melhor seletividade para o acido acrilico e maior tempo de vida util
do catalisador.

Na desidratacdo do &acido lactico comercial, o melhor catalisador para
sintetizar acido acrilico foi o KBr/NaY com seletividade de 25,66 %. No entanto, na
desidratacdo do acido lactico fermentado se observou que este catalisador é
fortemente desativado pelas impurezas do acido principalmente; sendo o KlI/NaY o
catalisador com melhor seletividade, 16,65 %, e resisténcia a desativacao na
desidratacao do acido lactico obtido por fermentacao.

Segundo os resultados obtidos, afirma-se que o melago de cana de cana-
de-acucar é uma matéria-prima apropriada para a producdo de acidos organicos,
como acido lactico e acido acrilico, obtidos a partir de fontes fosseis.

5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestao de continuidade dos trabalhos propde-se:

- Usar o melaco de cana-de-acucar como uma fonte de carbono de baixo
custo e de nutrientes adequadas para fermentacao lactea e posterior sinteses de
seus derivados quimicos de maior valor agregado.
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- Aumentar de modo controlado (proporcional a quantidade de micro-
organismos, comportamento microbiano, volume do produto retirado durante a
fermentacao, volume do reator e nimero de pulsos) o volume total da fermentacao

no momento de dar pulsos com o fim de aumentar a produtividade.

- Recomenda-se trabalhar com Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus
plantarum para a fermentacao lactea a partir de melago de cana-de-agucar. No
caso de usar Leuconostoc mesenteroides, recomenda-se usar glicose para evitar

qualquer produgao de dextrana e aumentar a produtividade o acido lactico.

- Para pesquisas de desativacdo catalitica, recomenda-se caracterizar o
catalisador logo ap6s a desidratacdo e identificar o0s possiveis agentes
desativantes como também coletar os gases gerados na reagédo para quantificar a
producdo de volateis gerados e poder fechar o balango de massa para poder
identificar o produto majoritario da reacao.

- Usar o método de impregnacao na sintese de catalisadores baseados em
zellitas e incrementar seu estudo na desidratacdo do acido lactico para acido

acrilico.

- Expandir as pesquisas do acido acrilico para producdo de compostos de
alto valor agregado, aproveitando sua dupla fungdo quimica (acido carboxilico e
algueno) usando reagdes como a Diels-Alder, na qual o acido acrilico pode ser
usado como um dieno na formacgdo de cicloaductos para posterior sintese de

macromoléculas.
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Capitulo 7: Anexos

7.1 ANEXO A

Os residuos gerados neste trabalho foram descartados segundo as normas
da Faculdade de Engenharia Quimica, a qual consta do preenchimento da folha

de residuos quimicos (Tabela 50) e posterior descarte por parte de uma empresa

privada.
Tabela 50. Anexo A. Folha para descarte de residuos quimicos, segundo a FEQ.
RESIDUO QUIMICO
Substitua esta frase com o nome da sua Unidade por extenso
Departamento: Data ou
Laboratério: periodo
Responsével pelas informagoes:
Residuo gerado na andlise de: oH =
PREENCHIMENTO OBRIGATORIO
O RESIDUO CONTEM (preencha SIM OU NAO para cada item)
HALOGENADO PRESENCA DE ENXOFRE OU SUBSTANCIAS
S SULFURADAS
ACETONITRIL GERADOR DE CIANETOS
METAIS
PESADOS AMINAS

PORCENTAGEM NO

COMPOSTOS (Inclusive agua) RESIDUO

ATENCAO: Utilize apenas 75% do volume do frasco
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Capitulo 8: Apéndices A

8.1 APENDICE A

Na continuagédo, apresenta-se o perfil cromatografico da solugao padrao
(Figura 66) e as curvas de calibracdo do método usado na caracterizagcao dos
principais compostos da fermentacdo de melaco de cana-de-acgucar para acido
lactico (Figura 67 a Figura 70).

—757

Acido lactico

I
1

—1292

T T T T T T T T T T T T T T
6 T & 2] 10 11 12 13 14
Retention Time (min}

Figura 66. Perfil cromatografico da solugdo padrao.

Area_: sacarose at exp. RT: 7.604
] /f RID1 A, Refractive Index Signal
3EG_; / Correlation: 0.99773
2.5E6 s 7 Residual Std. Dev.: 88500.10807
2EG—E e Formula: y = mx +_k:> _
] rd m: 147559.36548
1.586 5 5// b: 77046.90322
1E6 3 yd %x: Amount
1 4 e y: Area
500000—_23
1
0_1_ T T T T | T T T T | T T
0 10 20
Amount[g/L]

Figura 67. Curva de calibragdo da sacarose.
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Area - + glicose at exp. RT: 8.961

14E65 / RID1 A, Refractive Index Signal
' ] Correlation: 0.99740
1.2E6 7 A . Lo

: 1 7 Residual Std. Dev.: 45913.13538
1E6 Formula: y = mx + b

800000 m: 647385.61170
ec}c}c}c}o—E / b: —-46478.19625
] ¥: Amount

400000_5 /:_,/ v: Area
200000—:&?;/
0

0 1 2
Amount[g/L]

Figura 68. Curva de calibragao da glicose.

Area — + frutose at exp. RT: 9.8344

1 4E6 / RID1 A, Refractive Index Signal
] Correlation: 0.99753

1.2E6 _ ) )
. 7 Residual std. Dev.: 43267.5391l¢

1E6

. Formula: v = mx + b
800000 / m: 591006.3€422
+ .

600000 b: -45433.49683
] ¥: Amount
400000
1 + yv: Area
2000001 .4
12
0 T T T T | T T T T | T T T T
0 1 2
Amount[g/L]
Figura 69. Curva de calibragao da frutose.
Asréag: acido lactico at exp. RT: 12.931
] /é;/ RID]1 A, Refractive Index Signal
2.5E6 g Correlation: 0.99993
] /7 Residual sStd. Dev.: 14641.60975
ZEG_: A S Formula: v = mx + b
1,566 / m: 118893.14586
] : —-7707.00936

] b:
1E6 f/ %: Amount
&

Area

I
0 10 20
Amount[g/L]

Figura 70. Curva de calibragao do &cido lactico.
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8.2 APENDICE B

Na continuagédo, apresenta-se o perfil cromatografico da solucao padrao
(Figura 71) e as curvas de calibragdo do método usado na caracterizacao dos
principais acidos orgéanicos da desidratacdo de acido lactico (Figura 72 a Figura
75).

Acido propanoico
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Figura 71. Perfil cromatografico da solugéo padréao.

Area 3 acido lactico at exp. RT: 12.858
256_5 9 RID1 A, Refractive Index Signal
1.75E6 4 Correlation: 0.99988
1_5E6—f Residual Std. Dev.: 12431.339¢3
1.25E6 3 7 Formula: vy = mx + b
] - 10094" . =
1663 5 6 m: 109430.08511
500005 o - 783.15766
! ] 1 ®: Amount
50(]'000—E 3 y: Area
2500003
0 . T T T T [ T T T T I
0 10 20
Amount[g/1]

Figura 72. Curva de calibragao do acido lactico.
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Area ] acido acetico at exp. RT: 15.549
3 9 RID1 A, Refractive Index Signal
600000 Correlation: 0.99982
] 8 . . - .
500000 Residual Std. Dev.: 5217.43250
3 7 Formula: vy = mx + b
4000003 . e m: 110274.83376
300000 " b: 1072.78514
2000003 ®: Amount
] y: Area
100000 —
0 - | T T T T | T T T
0 25 5
Amount[g/L]
Figura 73. Curva de calibragao do acido acético.
Area§ acido propanoico at exp. RT: 18.326
2E6 9 RID1 A, Refractive Index Signal
175E6 r Correlation: 0.99997
1_5E6—§ Residual Std. Dev.: €340.101¢7
12566 3 7 Formula: y = mx + b
3 - E 8 y e ke 0
1663 5 6 m: 138069.22707
] b: 2558.1395¢6
750000 —
3 ¥: Amount
50[}000—E y: Area
250000—512
0 ————— —
0 10 15
Amount[g/1]
Figura 74. Curva de calibragdo do acido propandico.
Area ] acido acrilico at exp. RT: 19.133
3E6 7 9 | RIDL A, Refractive Index Signal
. . ] : ) caoor
2 566 Correlation: 0.99995
1 Residual Std. Dev.: 12266.70045
2E6 7 7 Formula: vy = mx + b
] : 164596.31185
1,566 - 5 6 m: 164596 31_183
. b: 1910.16381
1E6 ¥: Amount
] y: Area
500000
*
0 T | T T T |
0 10 20
Amount[g/L]
Figura 75. Curva de calibragao do acido acrilico.
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8.3 APENDICE C

Trabalhos apresentados no XIX Simpésio Nacional de Bioprocessos, X
Simpdsio de Hidrolise Enzimatica de Biomassa.

e \ HIE SIMPOSKO NACIONAL DE BIOPROCESSOS it
mi! .:.-u‘_ X BIMPOEID DE HOROLIZE ENZIMATICA DE BIOMATEAN
0 e i3 e aE —— 3
o v oty e e fan==s b Q

PRODUCAD DE D-ACIDO LACTICO A PARTIR DA FERMENTACAQ DE
MELACO DE CANA-DE-ACUCAR Cont LEUCONOSTOC
MESENTEROQIDES CCT 4357

I.H BERMUDEZ JAIMES', B. TOREES DA SILVA', B. H LUNELLI, MR WOLF
MACTEL' R MACIEL FIHO' A T MORITA' e P L A COUTINHO®

'WMMQMFMEEWE
Laberacorio da mmm%?zuecmeﬂtmmm
ASKEM

E-mail para contare: jobmbenvinbermudeshemail com

RESUMO — No: ultimas amos, o acido lactice tem paphada fmportincia na
producio de bio-polimeres com usa biomédice, o gue fem levado o interesze na
producdo de acido Bctico com camcterisncas espec].ﬁhas e A presenga de
solventes. Assim, esse mabalthe teve como objetive a prodogdo do D-acido lactico
em fermentacdo batelada de melage de cana-de-acacar pela bactéra per
Leticomosror mesenterpides. CCT 4337 dumnte 39.5 b em fermentador BioFlo 413,
cam 31,8 2 de swcaresa, § gL de levedura, 32 *C. pH de 5, 200 rpm e dois pulsos
de melagn de cana-de-agucar de 2216 21 de sacamse 2 216 h e 2800k de
fermenmgdo. Wo final da fenmentacio, obteve-se 158 g1 de acide ictico com
produtividade de 04 2L h

1. INTRODUCAD

Dor decadss. o acide lactico tem apresenfade excelente importincia ma mdastria dos
alimantas, textil, courns, farmacSufica e como matéria prima pam produtes guimicos
renovaveis, comverendo-se oo Acido orgdnico de MAigr ConCoTEncia nos Ultmos anos
Estima-s2 que 3 demanda do acido Lictice tam sumentado devido ao imteresse nos - produtos
qmrmcus eco-amigaveis e seu amplo espectro de whilizacio. Além diszo. o 2cido lactico ganka
IMpeTtincia na sintese de bio-palimeres onde 333 pureza isomerica & reguerida. Neste sentida,
o 2cido @ produrida por fermentacdo de materia-prima vepstl com nzg das bactérias do acide
lactico (LAB). Esfas bactérias sdo descritss como oTganismos anaerobicos faculfatives, Gram
{+), oo esporogsnicas, caralise megativa, citocromo aussnte, Exigentes quanto aos fitores
muitriciomais, tolerantes a acido, estritamente farmentativas com a formagie do acido Bctico
come principal produte da depradacse de apucar, e aceitas como GERAS {Generaily
Recognied 41 Sqk) para o organismo homane (Tunelli, 2000; Mave eral.. 2010). Sagundo o
membolisme fermentativo, 3 classificadas principalmente sm LAB homodermermtivas
(Lactocecouws,  Sreptococcus, Emeorocrns, e alsms  Lacwbeciiuz) e LAB
beterofermentativas (Lewcomosroc, Oenorwcus. e alpuns Locrobaciliuz), oomes que foram
propostos por Orlz-Tensen em 1019 {Mayo et al. 20107 Das LAB, a Leucenoioc
meseneToides & capaz de produzic D-acida [actico a partic dos agucares reduwtores 4o melagoe
de cana-de-apacar (Coetho ar al, 20113, um substrate considsrado residuo agroindustrial da
industria agucareira, barate, abundants na regido de Sao Paule, com aproximadamente 61% de
agicares redutores (sacarose, glicoss & frurose) & nutrientes essencials paTa o CIescimento de
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LAB (Lumelli. 2010; Coelho et al, 201). Coelho er al, (2011) usaam a Leucomazroc
merenteroider B312 para avaliar o uzo de substratos barmios (melage. calde de cana-de-agucar
e sore de queije) e imvesozar o efeito da fonte carbono (exmato de levedura, levedura
autolizada, mithocina, proteina d= alpadio) oo meio na producis d= D-acide Lactics.

Pormaote, a pesquisa feve como objetive principal produzir D-acide lactice a parr da
fermantacio de melage de cana-de-agicar pela bactern Leucomostor mesenneroides CCT

4357
2 METODOLOGLA

Pam 2 produgdo de acide lacdco, foi wsade o melago de cape-de-acicar, nio
hidrofisade, obtido da Usina Costa Pinto 5. A de Piracicaba — SP, safm 2012, A bactera
Leuconostec mesenteroides CCT 4337 fot adguinida da Fundacio Andre Tosellp.

Estodos previes em Shaker, Marconi MA B3], foram realizades para determinar a
concentrasio de sacaross eufrate de levedurs e temperatura da frabalko, antes da fermentardo
em biprreator BioFio 415, Para faoro, a Lewcomostor mesenmerpider fod reativada em mesio
MES agzar por 48 h 2 26 °C. Passado esse tempo, wma aliquots foi refitada e trapsferida para
fubo de ensaio contendo 10 mL de meio MRS lLquido & mantida por 48 h a empermra de
crescimento. Apos esta etapa, 5 mL foram retirados do mbo e adicionados em erlenmeyer de
123 ml, com 45 mL de meio MES Dguido e povamente, mantide mas mesmas condigoss
durante 48 h. Na efapa final 300 ml de solugao de melago de capa-de-agucar fomm
preparades =m erlenmever contendol4: wv de mmocule ¢ concenmagdes coohecidas de
sacarose (14 gL, 23 2L e 33 gL} e evirato de levedura conbecide (2 gL 4 2L ed 2L} O
proxima passo copsistin das fermentactes realizadas a 28 °C, 32 °C e 35 °C durante 24 h e
200 oo Entio, amosiras de 4 mL foram coletadas nos tempos 6 b, 10k 2 24 h pam
Acompanhiar o processe.

Apos estados previos realizados sm Shaker, a fermencagdo foi conduzida em buormeatar
BioFlo 413 de 7 L nas melhores condicdes de tempezatmra e concenmagdes de sacarose e de
eximan de levedun enconmadas. A etapa e miciou comm a preparacas do culitve nas condicoes
usadas nos estudos prévies para o5 8 primeies passos. O conteude do Eremmeyer (50 mL)
foi adiciorado em outme Erlenmever de [000 mL contendo 430 ml de meio MES hquide &
mantido por 30 b em Shaker na temperarura ideal, Finalments, 2380 ml de solagde de melago
de capa-de-agtcar composto pelas methorss condipdes de concentacdo de sacarose & axtrato
da levedura foram adicionados po biomreator. O prepare do meio de fermentacie se deu coma
adigie da 150 mL de Azna para evitar a concentragio do substato slém da raguerida, devide a
perdas de vapor que ocomem durante 3 esterilizacdo. A seguir, 3 mistura amteror fol
esterilizada a 121°C dorante 30 mirvtos. Apos resframents, 420 ml ds inoculo foram
adicionades no bicrreator a temperarurz de mabalke determinada nes estudos prévies e 204
pm. dande inicie a fermentacio. Dumante a fermentacio o pH foi mantido para 5 por adicdo
da salagde 4% MaOH, & houve a adicdo de pulsos de 90 mL & 40 mL de solugdo de melags de
cana-de-acucar (2216 2L de sacarose), dados 24 21 hoe 37 b e amestras de 4 mi foram
tomadas a cada 2 b, aproximadamente.

A concentragdo de sararose, glicose, fratose e acide lacrico foram guanrificados amaves
de analises em cromatografia Houida de alta eficiéncia (HPLC). A concentracdo de biomassa
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foi detenmirada por métode Fravimetrics & a pureza otica do acido lactico foi confrmada
uzando o kit D-Lactic addI-Lacic acid U'V-method Cat Moo I1 112 821 033,
BOEHRTNGER. MANNHEIM / E-BIOPHARM Enrymatic BioAralysis/Food Anakysis.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A parir dos estados prévios se determinpn que as melbores conds;des de fermentacio
foram para 32 gL de sacarose, § gL d= extrato de levedum & 32 °C com prodecae de 91 gl
de 2cide Iactico (Tabela 1), Assim, ma fermentacdo =m biosreacter BioFlo 415 foram usadas
essas condictes. Mo enfanto, na tentativa de evitar 2 concenacdo de subsmato no biomeator
alem da requerida, pelas caracteristicas de projeto do fermentador, 12 etapa de esterilizagio se
operod Col mma diminuicdo da concentracde sacarose para 26,8 gL, Durante a farmentagdo a
temperatura, agitacio, pH 2 o funcionaments da bomba de alimentacdn de NaoH foram
moniteradas. Assim 0s pulses de solucdo de melaco de cana-de-agicar foram dades em
MOmERTos ant 8553 bomba de aimentagdo foou em formo de uma hora sem funcionamento.

Tabela 1 Resuliades obtides nos estados prévios a 24 b de fermentacio.

Temperatura Sacarose Levedura - j.l.l:l:lu- Temperatura Sacarose  Levedura m
T
8 12 F 53 12 e} 1] i
e = 4 51 12 13 2 an
k) 14 & a7 12 3 4 B7
e .t} i 832 2 13 § ai
£l FE} 4 a0 35 2 1 56
8 13 L] a0 35 Iz 2 87
e i3 K 453 35 Iz & 53
8 i3 4 n 35 3 2 Bl
e 33 & ] 35 13 E 7
32 12 3 53 35 il 1] T8
b 12 4 53 15 i3 2 B.7
32 12 1] 53 35 33 = 86
32 3 3 61 15 i3 [ 83
2 13 4 87 - - - -

As mnalizes das amestas da fenmeniacdo perminmm avalisar o componamente da
sacarose, glicose, frotose, acide lactico, biemassa e produtividade (Figura 1), Foi obs=rvado
uma maior produtividade do acide lactico (1,34 gLk} nas primsiras € b de fermentacdo com
concentragdo de §23 gL, Nesse tempo, se observou dimimigdo na concentragdo de sacarose
¢ plicose; as comcentragdes dos agioares foram 1.1 gL de sacaross, 0.4 gL de glicess (1.1
gL e 0.4 21, respectivaments), enquante a concentragde de fratese e biomassa aumenmam
{13.0 gL e 1.% gL, respectivamente}. Fm 285 b, apos do primeiro palso, 3 concentragdo de
acide Bctico aumentou para 143 271 2 sua produtividade dimirnm para 0.5 pLh Mesmo
assim. A concentragao de frotose aumenton para 15,0 gL enguanto 2 sacarose e a glicose sdo
metabolizadas. Um segundo pulso foi dado e a fermentacdo fof mantida até 30,5 b obtendo

139 John Hervin Bermtdez Jaimes



Capitulo 8: Apéndices C

1 X SIMPOSI0 NACIONAL DE BIOPROCESSDS i
sl H; X BIMPGEND DE MOAGLIEE ENTIMATICA OE BIOMASEAS

0 e il se agead dm X012 { T re—— e

iy pirerd Fet dn ey, PR, Boasl 5,

|EG

uma concentracio final de 1.6 2L de sacaroze, 1.9 gL de glicose, 15,6 2L d= futaze 19 gL
de hiomassa e 13,8 gL do acide lactice com produtividade de 0.4 gLh.

i 3
= . =
] e 3 83
3 e . = E
£ T -y £32
¥ ¥ L BB
L T
- {
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ol T
BT v S | - 1 )
o % 11 15 e a0 1%
Tempe de femercegBo (hi
e 1L & Gl g} = Fnpmaigfl] Anan B el
P = Rlcrmas|Lagil] . Placuilia rhAdmd e da e oo ldenken (gL 8
Fizura 1 Comportamento da fermentacio em fancao do tempa.
4 CONCLUSOES

Com: use da bacteria Zeuconesior merenrersides fol possivel 2 prodagdo de D-acido
iactico em concentracde maxitn de 15,8 gL e produtividade firal de 04 gL b A avaliacio das
concemimgde:, durants a fenmentacde, permifin motar a diminnicdo na concemtracio de
sacarose £ Zlicose @ AUMmento 2 concentragdo de acide lacdco e frwtose. Este fare sugers que,
nas condigdes de mabaha, a Lewronomror mesemferaider tem preferéncia para metabolizar a
glicoze pam acide lactice, ja gue s2 observa aumento na concentracio de fratose a medida que
1 sacarpse & metabalizada
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Us0 DA ‘BACIﬁRLi LACTOBACINLUS DEIERUECED CCT 3744 HNA
FRODUCAOQ DE L-ACTDO L ACTICO A PARTIR. DE MFLACO DE CAMNA-

DE-ACUCAR

B TOREES DA SOLVA'. 7 H BERMUDEZ TATMES' B. H LUNELLI'. MR WOLF
MACTEL', B MACIFL FILHO' A T MORITA e P L A COUTINHO'

"Universidads Esaduml de Cammpinas, Faqildads de Engenharia Quimica
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BESUMO - Ao se considerar o dsmhmmdepudmsmmcmem—
amizaves, que tem side alve de pesquisa nos ultimos anes, & importanse ressaltar a
demanda & a impemincia do acide Lctce nd indosmia Fume com seus derivades
qUIMTCos, comd sens biopolimeres, Bsses produtos Srmam um grpe de compasios
de alto valor agregade, quando provententes de sinteses de fomfes renovaveds. Esse
maemsselwuumam@ndnpodw;mdulanﬂulacﬂmuaﬁrmmmma a partir de
melapo de cana-de-agucar Mo presente mabatho, melago de cana-de-agucar fioi
fermentade pels bacteria Lacebariiin: delbruecks CCT 3734 durante 39,7 horas em
fermenador BioFlo 415 mas sesnimes condicdes: concentagae de sacarose de 328
gL, concenmagio de levedum de 6 gL, temperatma de 40 °C. pH igal a 5, agitacdo
de 200 rpm & pulses de melage de cama-de-agucar de 173 gL de sacamose a 242 he
287 b de fermemtacio. Mo final da fermentacio as coorentragtes dos principais
m;u;mdnnrlﬂ;u{m&,!lxﬁee&mme]]mmmmommm
quansificadas por meio da tecnica analifca de cromatogTafia hquids de alta eficiéncia
(HPLC), obtendo como resuitade wna conceneracan Soal de 50,2 gL de acido lactico
com prochgividade de 125 gT.B

1. NTRODUCAOD

O acido Mcdco & um #oide crbosilico moite importante na ndiswis por ser de versatl
aplicacdo, rentabilidade & poder ser obtido de fonte removavel E usade ma fabricacdo de
alimentos, com wma demanda de aproximadamente 5%, sendo o restante diswibmdo em
outros tipes de mdosmas, De acorde com Rojan ef af (2009), nos wltimes 2nos, o acido
lactico tem gaphado espaco ma producdo de produtos biodesradaveds, principalments ma
sintess de polimeros para use meadico, comse suniras, profeses e medicamentos controlades.
Meste confewio @ importante ressalfar que o uso do material polimence, nessas aplicagdes,
depende da tsomeria do acide Lactico usade come mondmers o que reasalia a nnpm'm.cudn
prod&;au de acido lactico via farmenmativa. Tto se deve ao fato, de que em comparagdo com a
simrese qum:n deste ide, nmn&nmpwmﬂoﬂaxufmmmmpuﬂvda
obtencio do isdmero selecionzdo ou de uma mistum racemica a parir das bacterizs do acide
lactice. Nessz sentido, no presents trabalbe foi nsada a bacteria Lactebacillus delfriecki CCT
3744, adquirida da Fondardo André Teselle, uma bactéria do arido lactico homofrmentadva que
apresenta bons rendimentes Ba producde de L-acide lactico 3 partir do caldo e do melago de cana-
de-agncar com emperatura de trabalho de 42 °C & pH da 48 {Durhrepatil ot al | 2008; Kadam et
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al.. 1004). Outo porto 2 ser considerado @ que o acido lictice pods zer obtido a partir de
mtma—;u:m vegetal como o malago de cana-de-agucar, considerads residun azromdusirial
oa producdo de apucar @ alcool

I METODOLOCIA

O melage de cana-de-agucar wnlizado durante fodes os eosaios foi ebtido da Usina
Costa Pinte S A. de Diracicaba — SP, safra 2012 & estadade em sua forma nds hidrofisada

A principee, foram realizados estudes exploratorios, a fim de se apalizar as condigbes
que favareceszem a formacdo do prodare fnal ds frferessa. Aszsim, a cepa obtida da Fundacdo
Apdre Tosello de Pesquisa e Tecoologia foi reativada em meio MES azar por 43 horas 2
temperniam de crescimento, 37°C. Apn:_ e3se periodo, uma aliguota foi retirada e transferida
para um fubo de ensaio contendo 10 ml de meio MES lignido. As condipdes anterinres foram
mantidas Depois desse tempe, 5 ml foram refindos do mabo e adicionades 3 um erlenmeyer
de lzimmdjmdemmﬂs]imndne.mahmtaam.mmhn.ﬁmﬁmr
condigdes. 300 ml. de solu;de de melago de :ana-de—a;uur foram preparades em u*an.mmer
comtende 14% ww de inoculo & concentragdes conbecidas de sacarese (14 21, 23 gL e 33
L} e exirae de levedura coohecide (2 2L, 4 gLl e § gL) Logo. a feuneﬂt,agnn foi
conduzids em Shaker, Marconi MA 232, pas temperaras de 46°C, 23°C e 46°C durante 214 h a
203 rpm. Entde, amestoas de 4 ml foram coletadas pos tempes &, 10 2 24 homs pam
acompanhar o processo.

A melhor condicdo enconmrada nos esmdos exploratorios foi aplicada pe fermentadar
BioFlo 415. As primeiras trés atapas formm realizadas da mesma forma do estudo preévie. Pam
substimir 2 vliima etapa, foi os2do wn efepmeyer dz 1000 mL com 450 mL d= meio MRS
lLiquide e 05 50 ml tofais provenientss da fase anfecedents O 500 ml foram mantides em
shaker a 150 rpm, por 30 horas, para compar o mocnlo da famentacdo. Passado esse periode,
foram tramsferidos 410 ml de inocule em 2580 ml de meio, composto pelas melheres
condigdes. A rotacdo foi estabelecida em 200 rpm, o tempo fod de 30 horas e o pH foi
coatrolade em 5 pela adigie de NaOH 4M. Um pulo de 72 ml de melage difeide for dade
com 24 horas 2 oume com 2proximadamente 30 horas de processe com nma concentracdo de
173 gL de sacaross, a fm de manter a prodogdo do 2cide. Amestras de 4 mL eram retiradas
de 2 em I horas pary acompanhar o processa.

As tnnc—:nuw;ues de sacarose, glicese faose e acide lacuoe foram guantificadas
afmaves de analizes em cTomatograda liquida de alta eficiéncia usande um ﬂmnﬂtugn.fu
Agient modelo 1350 nfinity Quaternary LT System equipade com uma cofuna Bio-Ead
Ammex HPN-5TH e detector de indice de reffagde. A conceotragdo de hiomassa foi
determinada palo metedo pravimetrice. A purezs otica do acido lactice fol confimada asando
o kit D-Lacric acidI-Lactic acid UV-methed. Car. Wo. 11 112 821 035, BOEHRINGER
MAWNHEDM  B-BIOPHARM Enrymatic BioAralyzisFood Analysis

1. RESULTADOS E DISCUSSOES
Dos estudes exploratorios se observou que a5 methores concentragies de acido lactico

foram para 40 °C e 46 °C com concentracies de sacarose e extabe de levedura d2 33 gL 2 6
g'L. respectivaments {Tabela 1}, Wo entanto, & fermentac® e biomeator BioFlo 415 foi
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realizads a 40 °C por s=r 3 menor temperatura. Darnte a fermentac3o, a temperatara, a
agitagdo, o pH 2 o foncionamento da bomba de alimentacio da sebigde de NaoH foram
moritorades. Assim, o5 pulses de solugdo de melago de capa-de-agucar form dados mos
MOMEnTes e gue 58 ehserven que 3 bomba da base ndo estava alimentands o reator

Tabela 1. Remliados obfides mos estudes prévies a 4 h de fermentacio.

Temperatura Sacarose Levedura Acido | Temperatura Sacarose Levedura I;ﬁ
(g} gLy (L) laotico(gT) o) -y (BL) {=Ly
40 14 2 73 43 ;] ] B4
40 14 4 T 43 33 2 LE ]
40 14 ] B3 43 33 4 Ba
40 3 3 86 43 33 6 100
40 vi] 4 5 45 I4 3 103
40 B ] a3 45 14 4 51
40 33 ] 100 44 I4 ] 6.5
40 i3 4 10,1 45 ] 1 6.3
40 13 fi 3 4 b.L] 4 30
L5 14 3 i 45 3 1] 62
43 14 4 e 44 33 2 62
EE] £ & 24 45 33 4 5.1
4 3 3 B4 44 33 ] 5.7
43 3 4 7.2 + s - =

Ja oo mmicie da fermentagio o biormeator BioFle 415 se obsarvou um auments on
concentragio inicial de sacarose pam 433 gL, emo que se apresenten devida ae projete do
biormeator 4135, o qual tem perda de wapor duante a esterilizacio de meio fermentativo
(Figura 1). Para acomodar ssfa caracteristica do fermentador um procedimento operacional

adequado deve ser realizadn
a0 A
50 + o4

3. g | + f
= " E o
i | =
=30 . v b N £
E A5 i
Yoo i -1 E3
5 £
e 104 Aa

B 2T e i wwmow owomow W w e S om ' =— 0

[ B 12 18 i = 1]
Temipa de fermmentacBo (hi
sacamse |gfli = dlicose (@) Frukzme [g/L) A lictiea (gl
Fubsy +  Diomazss Ik gfl| + Froduthadede de scidg taction [gfLhl

Figura 1. Comportamento da fermentacas em funcac do tempo.
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A apalise das amostras tomadas durmante 3 fermentacio permiticams shservar que
durante 25 primeiras § boras de processe, a5 concentractes da glicose (0,24 2'1) e de fnstose
(.78 gLy ja ticham diminaido A sua totalidads, enguanto que 3 concentragdo de sacatose (33
2L} 52 momtinka constante Isso mosoa pousca preferéncia da bactéria pelos mondmeros de
agncates. Logo apos o esgotaments dos mesmes, o microrzamisme comeged a desradar o
dimero mais npl.dnmﬂte. justificade pela gueda al:entundnnhsfmnda o Erafico, alem dos
dois pico: mamimos de produtividade observados Portanfo, @ possivel afirmar gue o
Lactebaciiins deibrueckss CCT 3744 e capaz de metbolizmr todes os apurares presenfes em
preduie de mte.resae,pm:.;a COM BS5E MAERE [REpe ﬂprocs:o, analiza-se uma considerzval
concentragae de acide lactco {15,531 #L) no meio. Antes do primeiro pulse; ohsenva-se que a
prodatividads estava alta, em 1,75 gL b, com uma concenmasdo de 42 gL de acide lactico
Apos o3 dods palsos, Com wma concentracio final de 50 gL de proshoto. 3 prodotividada cain
para 157 gL b & 387 homs de processo. Com valorss tio proximoes, € wiavel que om tempa
reduzido de fermentagdo, 24 horas, sejn aplicado pars uma producdo satisfatoria de dcide
1actico.

4. CONCLUSOES

Heste mabathe foram identificadas as condigdes de operacio par a producie de L-acida
lactico usando a bactér Lacebaciins deibrwecki CCT 3744 usapdo melaco de capa-de-
a0car como meio de fermentagdo. Foi obtida uma mnn:enlm;iw final de 503 gl e
produtividade de 1,26 5L h No entanto, & tnetvel a redugdo do tempo da fermentagio para 24
Beras, onde se ooteve uma produtividads de 189 glh de acide lactice. Todo o cenario
sugers que, nas condigfes de mabalhe, a Lacrbarcillur deibruecki é capaz de merabolizar
sacarose, glicose e fratose para acide Jactico.
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