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RESUMO

As questdes socioculturais e, em especial, ambientais, tém levado a busca de
novos meétodos de sintese de materiais alternativamente aqueles originados de
combustiveis fésseis. Nesse sentido, a producéo de poliacido latico (PLA), um
substituto biodegradavel do plastico, pode-se tornar viavel a partir de uma rota
biotecnolégica limpa utilizando residuos agroindustriais. Para tanto, propde-se
uma estratégia para o aproveitamento do bagaco de caju (BC) como matéria-
prima para producéo de &cido latico (AL) pelas bactérias Lactobacillus plantarum
LABO7, isolada do queijo, e L. plantarum LAB14, isolada do molho de pimenta.
Depois da producdo de AL, o mesmo € utilizado para sintese do PLA. O
aproveitamento do BC representa um fator relevante no desenvolvimento de
processos sustentaveis, devido a quantidade de residuo que é rejeitada pela
agroindustria e pelo seu potencial uso em processos de biorrefinaria, devido ao
fato de a celulose, hemicelulose e lignina, principais fragdbes que o compdem,
serem utilizadas para sintese de uma ampla gama de bioprodutos. Inicialmente
foi realizado um tratamento com &cido sulfurico diluido para obter o hidrolisado
do bagaco de caju (HBC) com carboidratos fermentesciveis. Depois foram
avaliados diversos parametros durante os bioprocessos de producdo de AL,
como tempo de indculo (16, 20 e 24 horas), temperatura (25, 30, 37 e 45 °C),
rotacdo (100, 150 e 200 rpm) e a suplementacédo do HBC com fonte de nitrogénio
(extrato de levedura, sulfato de amonio e ureia). O HBC apresentou 39,9 g/L de
glicose e 28,0 g/L de xilose e foi utilizado para determinar as melhores condi¢gdes
do bioprocesso de producdo de AL em agitador orbital, seguida do estudo em
biorreator com o controle do pH. Os resultados apontaram que a condi¢cdo mais
favoravel para a produgéo de AL ocorreu usando uma cultura no inicio da fase
estacionaria, obtidas com tempo de in6culo de 24 h (LABO7) e 20 h (LAB14), e
0 processo conduzido a 30 °C e 100 rpm, adicionando-se ureia como fonte de
nitrogénio e controlando-se o pH com a adicdo de NaOH 5 mol/L, produzindo
31,6 g/L e 29,58 g/L de AL levogiro (L) com as cepas LABO7 e LAB14,
respectivamente. A utilizacdo do BC como fonte de carbono e ureia como fonte
de nitrogénio na producédo de AL ocasionou uma reducao de 90% dos custos se
comparado com o meio MRS, meio formulado geralmente utilizado. Apds isso,

foram avaliados diferentes solventes para extracdo do AL (1-butanol,

6



cloroférmio, hexano, octanol e tolueno) e observou-se que o melhor resultado foi
obtido ao utilizar-se 1-butanol, resultando uma recuperagdo de 72,1%. Em
seguida, realizou-se a polimerizagdo do AL utilizando a enzima lipase B de
Candida antarctica (CALB) como catalisador e por andlise de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), confirmou-se a sintese do biopolimero PLA. Entao,
concluiu-se que foi possivel realizar a produg¢do de AL utilizando o HBC, um
subproduto agroindustrial, e produzir PLA a partir de uma rota enzimatica, sendo
uma alternativa viavel e sustentavel para obtencdo de um polimero

biodegradavel com diversas aplicacGes industriais.

Palavras-chave: &cido latico; biopolimero; bioprocesso; bactérias acido laticas;

aproveitamento de residuos.



ABSTRACT

Sociocultural and, in particular, environmental issues have led to the search for
new methods of synthesizing materials alternatively to those originating from
fossil fuels. In this sense, the production of polylactic acid (PLA), a biodegradable
substitute for plastic, can become viable from a clean biotechnological route using
agro-industrial waste. Therefore, a strategy is proposed for the use of cashew
apple bagasse (CAB) as a raw material for the production of lactic acid (LA) by
the bacteria Lactobacillus plantarum LABO7, isolated from cheese, and L.
plantarum LAB14, isolated from pepper sauce. After the production of AL, it is
used for the synthesis of PLA. The use of CAB represents a relevant factor in the
development of sustainable processes, due to the amount of waste that is
rejected by the agroindustry and its potential use in biorefinery processes, due to
the fact that cellulose, hemicellulose and lignin, the main fractions that compose
it, to be used for the synthesis of a wide range of bioproducts. Initially, a treatment
with diluted sulfuric acid was carried out to obtain the cashew apple bagasse
hydrolyzate (CABH) with fermentable carbohydrates. Afterwards, several
conditions were evaluated during the LA production bioprocesses, such as the
growth phase of the microorganisms to be inoculated, being evaluated by the
inoculum time (16, 20 and 24 hours), temperature (25, 30, 37 and 45 °C), rotation
(100, 150 and 200 rpm) and CABH supplementation with nitrogen source (yeast
extract, ammonium sulfate and urea). The CABH presented 39.9 g/L of glucose
and 28.0 g/L of xylose and was used to determine the best fermentation
parameters for LA production in an orbital shaker, after being evaluated in a
bioreactor, with controlled pH. The results showed that the most favorable
condition for LA production occurred using a culture at the beginning of the
stationary phase obtained with an inoculum time of 24 h (LABO7) and 20 h
(LAB14) and the process conducted at 30 °C and 100 rpm, adding urea as a
source of nitrogen and controlling the pH with the addition of NaOH 5 mol/L,
producing 31.6 g/L and 29.58 g/L of levorotatory LA (L) with strains LABO7 and
LAB14, respectively. The use of CAB as a carbon source and urea as a nitrogen
source in the production of AL caused a reduction of 90% compared to the MRS
medium (commonly used medium). After that, different solvents for LA extraction

(1-butanol, chloroform, hexane, octanol and toluene) were evaluated and it was
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observed that the best result was obtained when using 1-butanol, resulting in a
recovery of 72.1%. Then, the polymerization of the LA was carried out using the
enzyme lipase B of Candida antarctica (CALB) as catalyst and by analysis of
Nuclear Magnetic Resonance (NMR), the synthesis of the biopolymer PLA was
confirmed. It was concluded that it was possible to produce LA using CABH, an
agroindustrial by-product, and to produce PLA from an enzymatic route, being a
viable and sustainable alternative for obtaining a biodegradable polymer with

several industrial applications.

Keywords: lactic acid; biopolymer; bioprocess; lactic acid bacteria; waste

recovery.
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1. INTRODUCAO

O 4&cido latico, composto organico (CsHsOs) que apresenta isomeria
Optica, nas formas dextrogiro e levogiro e também como mistura racémica -D, -
L, pode ser encontrado em diversos alimentos e tecidos, como no leite, nos
fluidos e tecidos musculares de seres humanos e animais, ou € um produto
intermediario no metabolismo de diversos microrganismos. O acido latico é um
produto classificado como uma commaodity com diversas aplicagdes na industria
de alimentos, cosméticos e farmacéuticas. Além disso, tem ganhado especial
destaque em um segmento promissor no cenario global atual que é a producao
de poliacido latico, um biopolimero com potencial para fabricacdo e substituicdo
dos plasticos oriundos do petroleo.

A producéo de acido latico pode ocorrer por via quimica, porém apresenta
altos custos com a aquisicao de matérias-primas e produz uma mistura racémica,
necessitando de processos mais complexos para separagcao dos isbmeros, o que
eleva custos e aumenta impactos ambientais. Uma alternativa viavel a esta rota
Sdo 0s processos biotecnolégicos, que, em geral, podem utilizar residuos
agroindustriais como matéria-prima para 0 processo microbiano, que, por sua
vez, pode determinar qual isbmero sera produzido a partir da selecdo do
microrganismo, alcancando-se a producdo de um A&cido latico
enantiomericamente puro. A maioria dos estudos visa a producdo do L-acido
latico, por apresentar uma maior gama de aplicacdes, seja na industria de
alimentos ou farmacéutica (OLIVEIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018), haja
vista que o isbmero D, em quantidades elevadas, € nocivo ao organismo humano
e pode causar alguns maleficios, como acidose e descalcificacdo (OLIVEIRA et
al., 2016).

Dentre as matérias primas que podem ser utilizadas para produzir acido
latico pode se destacar residuos alimentares, sélidos urbanos, residuos
agroindustriais como palha de trigo, palha de milho e bagaco de sisal, entre
outros. Esses tipos de biomassa, conhecidos por materiais lignoceluldsicos, séo
majoritariamente compostos por celulose, hemicelulose e lignina e a partir de
tratamentos especificos, € possivel obter acucares fermentesciveis para
producdo do acido latico (DIN et al., 2022). Um exemplo de material

lignocelulésico que ainda néo foi avaliado como matéria-prima na producao de
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AL é o bagaco de caju, e este material tem sido estudado pelo Grupo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Processos Biotecnolégicos (GPBIO) na
producao de outros produtos como etanol (CORREIA et al., 2022, ROCHA et al.,
2014; CORREIA et al., 2013), xilitol (MARQUES e ROCHA, 2021;
ALBUQUERQUE et al., 2015) e hidrogénio (SILVA et al., 2018).

O bagaco de caju (BC) é uma matéria-prima lignoceluldsica que contém
aproximadamente 19% de celulose, 18% de hemicelulose e 33% de lignina
(SERPA et al.,, 2020; MARQUES e ROCHA, 2021), e os polissacarideos
presentes, apods hidrolise, liberam o acucar (glicose) necesséario para a producao
de acido latico. Essa producéo pode ser alcancada efetivamente com a utilizacdo
de bactérias acido laticas (BALs), que sdo capazes de produzir altas
concentracdes acido latico a partir de diversos substratos.

Devido a problematica ambiental causada pela utilizacdo excessiva de
plasticos provenientes do petroleo, ha uma elevada demanda pelo
desenvolvimento de produtos alternativos que sejam sustentaveis (MILAD et al.,
2020; ZHAO et al., 2021). De acordo com os dados obtidos pelo Programa das
Nacdes Unidas para o Meio Ambiente (UN Environment Programme (2021)), sdo
descartadas mais de cinco trilhdes de sacolas plasticas e um milhdo de garrafas
plasticas anualmente, em que os produtos plasticos representam 85% do lixo
marinho. Esse relatorio ressalta também que a pandemia de COVID-19
ocasionou em um grande uso de embalagens plasticas de alimentos, luvas e
mascaras descartaveis. No entanto, uma quantidade muito pequena, cerca de
9% a 12%, é reciclada ou incinerada, sendo que aproximadamente 79% tém um
descarte incorreto e sdo destinados a aterros sanitarios (KASAVAN et al., 2021).
Desta forma, € essencial que se busquem alternativas para a producédo e
utilizacdo de bioplasticos, que sdo biodegradaveis e, portanto, reduzirdo os
impactos ambientais causados com seu descarte. Um biopolimero que vem
ganhando bastante destaque no mercado de novas embalagens e plasticos é o
poliacido latico ou acido polilatico (PLA).

Uma das vantagens da producao de PLA reside na possibilidade do uso
de enzimas como biocatalisadores, reduzindo o impacto ambiental se
comparado ao uso de catalisadores metalicos comumente utilizados (GAO et al.,
2011). Contudo é observada a necessidade de mais estudos relacionados a

utilizacao desses biocatalisadores como uma forma de conseguir produzir um
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PLA que atenda aos requisitos necessarios da legislacdo ambiental, como menor
consumo de energia, menor emissao de gas carbbnico (CO2), menor potencial
de aguecimento global e de eutrofizagdo, utilizacdo de energia ndo renovavel e
ocupacdo agricola do solo (OLIVEIRA et al., 2019).

Desta maneira, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver um
processo biotecnologico de producédo de acido latico a partir do hidrolisado do
bagaco de caju como meio de cultivo e avaliar a producéo de acido polilatico por

via enzimatica usando o acido latico obtido.

1.1 Objetivos geral e especificos

O objetivo geral do trabalho foi produzir &cido latico por bioprocesso
fermentativo usando o hidrolisado do bagaco de caju como meio de cultura,
avaliando os principais parametros que influenciam na produg¢éo como idade do
in6culo, temperatura, rotacdo e fonte de nitrogénio. Em seguida investigar a
sintese enzimética do poliacido latico por lipases comerciais de diferentes fontes.
Para atingir o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram definidos:

» Avaliar a producéao de acido latico com o hidrolisado acido do bagaco de
caju por dois diferentes microrganismos (L.plantarum LABO7 e L.
plantarum LAB14);

» Avaliar condi¢cdes operacionais para producdo do acido em agitador
orbital, como: fase de crescimento da cultura de indéculo (tempo de
indculo), temperatura, intensidade de agitacao e fonte de nitrogénio;

* Nas melhores condi¢des operacionais obtidas em agitador orbital, avaliar
a producdo do acido sem e com controle de pH;

* Avaliar a separacdo e purificacdo do &cido latico produzido a partir do
hidrolisado de bagaco de caju;

* Avaliar o isbmero formado durante a producdo de acido latico por
polarimetria;

* Avaliar a sintese do polimero PLA por via enzimética utilizando lipases

como biocatalisadores a partir de ressonancia magnética nuclear (RMN).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acido latico

Historicamente, o acido latico (AL), 2-hidroxipropandico (CHs-CH-(OH)-
COOH), foi descoberto pelo quimico sueco Carl Wilhelm Scheele em 1780,
isolando-0 de um xarope marrom impuro que continha &cido latico a partir do
leite. No ano de 1789, Lavoisier comec¢ou a chamar esse composto do leite de
“acido acidico”. Em 1857, Pasteur constatou que o acido latico era um dos
metabdlitos de alguns microrganismos. Posteriormente, em 1891, Frémy
realizou a fermentacdo, em escala industrial, na qual foi obtido acido latico
originando assim a primeira producdo de acido latico industrial dos Estados
Unidos (GHAFFAR et al., 2014).

Na Figura 1 esta representada a estrutura quimica dos isbmeros L e D de
acido latico.

Figura 1 - Estrutura quimica dos isébmeros L e D acido latico.

(|3H3 (|3H3
CillH C
\w
HO” M HY ¢ SoH
COOH HOOC
L-acido latico D-acido latico

Por apresentar um carbono quiral em sua estrutura, o acido latico pode
ser encontrado nas formas isoméricas L e D (OLIVEIRA et al., 2018) e suas
estruturas estao representadas na Figura 1. Como concentracdes elevadas do
isémero D sdo capazes de gerar inUmeros problema a satde humana, como
acidose ou descalcificacdo, o isbmero L €& preferido pelas indastrias
farmacéuticas e alimenticias (OLIVEIRA et al., 2018; ES et al., 2018; DE LA
TORRE et al., 2019).

A Tabela 1 apresenta as principais propriedades fisico-quimicas do &cido

latico. Na qual é possivel observar a massa molar, os pontos de fusdo para os
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isdmeros L e D e para a mistura racémica, densidade, viscosidade, pH, acidez,

entre outras.

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do acido latico

Propriedades Caracteristicas

Férmula Quimica C3HsO3

Massa Molar 90,08 g/mol

Ponto de fuséo L: 28 °C; D: 28 °C; D/L: 16,8 °C

Ponto de ebulicéo O racémico entra em ebulicdo a 122
°C

Densidade 1,206 g/mL

Viscosidade 5,0 60,0 mPa.s a 25 °C (solucdo 50-
90%)

Tenséo superficial 50 - 44 mN/m (solug&o 50-90%)

pH <2,0a25°C

Acidez (pKa) 3,85

Solubilidade na 4gua Miscivel

Calor de combustao -3,620 cal/g

Aparéncia Liquido

Cor Incolor/amarelo/castanho claro

Odor Caracteristico

Fonte: Elaborado pelo autor (2022), Ficha de Informacao de Seguranc¢a de Produtos Quimicos —
FISPQ (2022).

O &cido latico apresenta as funcdes organicas de acido carboxilico e de
alcool em sua composicdo. Assim, pode participar de diversas reacdes quimicas,
como condensacao, esterificacdo, polimerizacao, reducéo e substituicdo, sendo
um produto quimico que apresenta um enorme potencial de utilizacdo em
diferentes industrias (PAL et al., 2009). Entao, devido a sua grande versatilidade,
o Al é considerado uma commodity de elevada demanda.

O AL pode ser aplicado como acidulante, intensificador de sabor e
conservante, tendo caracteristicas muito desejaveis em industrias alimenticias,
farmacéuticas e cosméticas (WANG et al., 2015). Na indastria de alimentos é

utilizado no ajuste de pH de inUmeros produtos, como cervejas, cidras e vinhos,
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e com conservante de produtos da industria dos lacticinios. A industria de
alimentos é responsavel pelo uso de quase 70% de todo o 4cido latico produzido
no mundo, sendo utilizado na fabricacdo de diferentes produtos, como iogurtes
e queijos (MARTINEZ et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2018; ES et al., 2018). O AL
também é aplicado como emulsificante (GAO, MA, & XU, 2011) e na industria
farmacéutica e de cosmeéticos é utilizado para producédo de logdes para pele e
tratamentos dérmicos.

O acido latico também é utilizado por industrias de insumos quimicos para
producdo de produtos quimicos oxigenados (propilenoglicol), reguladores de
crescimento de plantas e intermediarios quimicos especiais (OSHIRO et al.,
2009; SINGHVI et al., 2010; TASHIRO et al., 2011). Nas industrias téxteis e
farmacéuticas € utilizado na fabricacdo de solventes verdes (etil, propil, butil e
lactatos) (DATTA e HENRY, 2006).

Uma importante aplicagdo de AL € na fabricacdo de termoplésticos
biodegradaveis como o polimero de acido latico (PLA). O PLA pode ser utilizado
como matéria-prima para embalagens, espumas e fibras, contudo,
especialmente por ser uma tecnologia recente, possui elevados custos com a
producao industrial em larga escala (WANG et al., 2016). Por outro lado, devido
aos substanciais beneficios relacionados, especialmente a questdes de
sustentabilidade, tanto o &cido latico quanto o PLA tém chamado atencéo da
comunidade cientifica, que busca a cada dia reduzir os custos de sua producéo.

Também, cada vez mais intensamente, busca-se obter produtos de valor
agregado a partir de bioprocessos devido a atencédo global com os temas
relacionados as questbes ambientais e de energia, efetivando-se o
estabelecimento de processos sustentaveis (ES et al., 2018). Entdo, devido ao
avanco dos processos biotecnoldgicos, moléculas de cadeias curtas tém sido
cada vez mais avaliadas quanto a sua utilizagdo como blocos de constru¢cao em
diferentes tipos de industrias (RONZON et al., 2017), a exemplo do AL.

2.2 Processo de producdo de &cido latico

O acido latico pode ser obtido por via quimica e biotecnolégica. Durante a
producéo do &cido latico pelo método quimico, realizada a partir da hidrolise do

lactonitrila, h4 formacdo de uma mistura racémica, ou seja, 0s isdbmeros D-acido
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latico e L-acido latico sédo formados. Ja os bioprocessos microbianos apresentam
como vantagem produtiva, a obtencéo do &cido latico na forma D-acido latico ou
L-acido latico, de acordo com a enzima vinculada ao processo, ou seja, depende
do microrganismo escolhido (OLIVEIRA et al., 2016; BERNARDO et al., 2016;
BOONTIM et al., 2016). De acordo com os ultimos dados, cerca de 90% de todo
acido latico produzido no mundo, é obtido por via microbiana e em 2021, no
mundo todo, foi produzido 1,39 milhdes de toneladas de acido latico que
representou 1,3 bilhdes de ddlares (FERNANDEZ, 2022; OLIVEIRA et al., 2019).

No processo microbiano de producdo de &acido latico, utilizam-se
bactérias, leveduras ou fungos PLEISSNER et al.,, 2015). Em geral, esse
processo é realizado em temperaturas mais amenas, com consumo energético
reduzido e obtém-se um produto com pureza 6ptica elevada (ILMEN et al., 2007;
PANDEY et al., 2001).

Em comparacdo com a producao quimica, a producado microbiana de AL
apresenta diversas vantagens, como a possibilidade de utilizacdo de recursos
renovaveis como matéria-prima (BERNARDO et al., 2016), sendo considerado
um dos produtos quimicos com potencial para ser obtido a partir destas fontes,

como biomassa lignocelulésica (WALTON et al., 2010).

2.2.1 Processo de producdao de &cido latico por via quimica

A producdo pelo método quimico de &cido latico ocorre a partir da
lactonitrila (CHsCHOCN). Inicialmente, se introduz um catalisador basico em um
reator a elevada pressdo com cianeto de hidrogénio (HCN) e acetaldeido
(CH3CHO), obtendo-se o lactonitrilo. Em seguida, é realizada uma etapa de
destilacdo para purificar o produto formado e, posteriormente, uma hidrélise
acida, com acido cloridrico (HCI) ou acido sulfarico (H2SOa), assim formando-se
o acido latico (NARAYANAN et al., 2004). Na Figura 2 esta representada as
equacdes das reacbes quimicas envolvidas na produgcdo do &cido latico,
destacando-se que, além de ser sintetizada uma mistura racémica, forma-se

sulfato de aménio como subproduto quando se utiliza acido sulfarico.
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Figura 2 — Equacédo que representa a reacdo quimica de producéo do acido latico a partir

do acetaldeido e cianeto de hidrogénio.

CHSCHOUSP HCN“)—P CH,CHOCN 0

Acetaldeido Cianeto de Lactonitrila
hidrogénio

CH3CHOCN(I-)I- H20(|)+ V2 HZSOA(Er’ CH3CHOHCOOH(|*)- 2 (NH4)2SO4(S)

Lactonitrila ~ Agua Acido Acido lético Sulfato de
Sulfurico aménio

Fonte: Adaptado de Narayanan et al., 2004.

E evidente que uma das desvantagens do uso do método quimico, além
do elevado custo dos reagentes requeridos, € a producdo de uma mistura
racémica do acido, que requerera maiores gastos com processos de purificacao.
Outra desvantagem desse processo € a utilizacado de um catalisadores quimicos
no processo como zedlitas USY (Ultrastable Y) (JANSSEN et al., 2007), e &cidos
de Lewis com estanho e aluminio em seus sitios ativos (HOLM,
SARAVANAMURUGAN, TAARNING, 2010). Tal producéo ocorre sob condi¢cdes
de elevadas temperaturas (cerca de 100 °C) e altas pressdes atmosféricas.
Também, ocorre a formacao subprodutos indesejados, favorecendo a busca por

alternativas mais sustentaveis, como os bioprocessos.
2.2.2 Processo de producdao de &cido latico por via biotecnoldgica

Devido a possibilidade do uso de matérias-primas oriundas da
agroindustria, os métodos biotecnolégicos sdo promissores para a producdo de
AL, em especial pela possibilidade de reducdo de custos. Assim, as
caracteristicas que as matérias-primas devem ter para serem aplicadas nestes
processos sao: nao necessidade de purificacdo, alto grau de conversao, baixo
custo, baixo nivel de contaminantes, altas taxas de rendimento e produtividade
de AL. Adicionalmente, deve-se verificar se existe ou nao a formacao de
subprodutos que interferiram na obtenc&o do produto de interesse, que esteja

disponivel em todos os periodos do ano, e se € necessario uso de pré-
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tratamentos antes da fermentagcéo (OLIVEIRA et al., 2016; ALVES-FERREIRA
et al., 2022).

Em bioprocessos, os métodos operacionais mais utilizados para producéo
de &cido latico sdo batelada, batelada alimentada e continuo. Para escolher o
melhor método a ser utilizado deve-se avaliar as propriedades cinéticas do
microrganismo, o substrato utilizado e os aspectos econémicos do processo. O
sistema em batelada é o método mais simples de producéo, apresenta como
vantagens uma maior flexibilidade para responder melhor a mudancas
necessarias, economia de escala, maior controle para conseguir ajustar as
condi¢des do processo e otimizar a produ¢do, menor investimento inicial e menor
risco. Contundo apresenta como desvantagens a possibilidade de inibicdo por
formacdo de produto, ou seja, levando o aumento da concentracdo de AL
interferir negativamente no crescimento celular, devido principalmente a
mudanca de pH no meio reacional. A alta concentracéo de substrato, em alguns
casos, também pode reduzir os rendimentos, devido a possiveis inibicdes
(COELHO et al., 2011).

Quando se utiliza o processo continuo é possivel obter altas taxas de
produtividade por um periodo mais longo de operacdo (HOFVENDAHL e HAHN-
HAGERDAL, 2000), contudo devido aos processos continuos serem mais
complexos e mais faceis de ocorrerem contaminacdo sua utilizacao torna-se
limitada (LOPEZ-GOMEZ et al., 2019). A batelada alimentada, na qual adiciona-
se mais substratos durante a fermentagéo, € um dos processos mais indicados,
pois permite-se controlar a concentracdo de agucares, na solucédo garantindo
assim que ndo ocorrera problemas de inibicdo por substrato (SOLETTO et al.,
2008).

Em relacdo aos fatores fermentativos, os principais parametros que
influenciam o crescimento celular, rendimento e produtividade durante a
producédo de acido latico séo o pH, as concentracfes de nutrientes, substratos e
produtos e a temperatura. E reportado na literatura que em baixo pH ndo ocorre
crescimento celular nem produgéo de acido latico. Desta forma, diversos autores
(TASHIRO et al., 2011; ABDEL-RAHMAN et al., 2011a, b; SHIBATA et al., 2007)
mostram que fermentacbes em batelada com controle de pH pela adicdo de
agentes neutralizantes (como carbonato de célcio (CaCOz3), hidroxido de sodio

(NaOH), hidréxido de amdnio (NH4OH)) podem favorecer sua producgéo.
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Como o0 processo em batelada ocorre em um sistema fechado, a
quantidade de nutrientes é limitada a concentracgao inicial, ou seja, 0s nutrientes
sao reduzidos ao longo do bioprocesso, conduzindo a reducdo do crescimento
celular e, consequentemente, diminuindo a producdo de &acido latico. Altas
concentracfes de substrato também podem apresentar efeitos inibitorios (DING
e TAN, 2006; GATJE e GOTTSCHALK, 1991; OSHIRO et al., 2009). Desta
maneira, a producéo de acido latico pode ser conduzida por batelada alimentada,
como citado anteriormente, adicionando-se substratos ao decorrer do tempo de
fermentacao, alcancando-se maiores concentracdes celulares e de acido latico
(BAl et al., 2004; DING e TAN 2006).

A inibicdo pela formacao do produto € outro problema que pode ocorrer
na producédo de AL, sendo necessario a separacdo do meio a medida em que &
formado. Estratégias tém sido reportadas na literatura para minimizar esse tipo
de inibicdo, como a extracdo fermentativa (HANO et al., 1993; HONDA et al.,
1995; IYER e LEE, 1999a, b; YABANNAVAR e WANG , 1991; YE et al., 1996),
eletrodialise (BOYAVAL et al., 1987; HONGO et al., 1986; KIM e MOON, 2001;
MIN-TIAN et al., 2005; NOMURA et al., 1998; VAN NISPEN e JONKER, 1991,
VONKTAVEESUK et al., 1994), membrana de nanofiltracéo e uso de resinas de
troca idnica (JEANTET et al., 1996; MONTEAGUDO e ALDAVERO, 1999;
SRIVASTAVA et al., 1992; VACCARI et al., 1993). Com a remocado do &cido
latico de maneira continua do meio de cultura é possivel incrementar o
rendimento de acido latico, superando os processos em batelada (MIN-TIAN et
al. 2005). Contudo, divergindo a esses ganhos, o fato de ocorrer uma diminuicéo
na taxa de fluxo do permeado e o elevado preco das geralmente membranas
utilizadas muitas vezes tornam tal processo inviavel. Podem ser utilizadas
membranas de eletrodidlise monopolar que concentra e purifica o caldo e depois
membranas de eletrodialise bipolar que convertem sais de lactato em acido latico
(RYU et al., 2012). Bernardo et al. (2016) utilizaram a membrana HL da GE
Osmonics com area de 6,28 cm? no processo de purificacéo.

Outro parametro de fundamental importancia em bioprocessos, e que esta
intrinsicamente relacionada na producéo de acido latico, é a temperatura, pois
relaciona-se aos parametros cinéticos de crescimento celular e formacdo do
produto (ABDEL-RAHMAN et al., 2011). As temperaturas utilizadas na producao
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desse acido estd entre 30 °C e 45 °C, baseando-se nas varias literaturas
consultadas.

A producéo de &cido latico por bioprocesso ocasiona a diminui¢cdo do pH,
haja vista que quanto maior a quantidade de acido latico no meio menor sera o
pH. Com o intuito de manter o pH préximo ao ideal, deve-se adicionar base para
elevar o pH. S&o reportados, especialmente, o uso de hidroxido de calcio
(CaOH), carbonato de célcio (CaCOs), hidréxido de amdnio (NHsOH) e hidréxido
de sédio (NaOH) (TASHIRO et al., 2011; ABDEL-RAHMAN et al., 2011a, b;
SHIBATA et al., 2007). Contudo, é observado que quando ocorre a adi¢do de
Ca(OH)z ocorre a formacao de um subproduto, o lactato de calcio. Deve-se entdo
separar o lactato de calcio das células por filtracdo e em seguida purificar por
algum processo como adsorcao com carvao ativado (BENEVENUTI e PEREIRA
Jr, 2016). A separacao ocorrera pela acidificacdo mediante adicdo de acido
sulfarico (H2SOa4). Contudo essa reagdo gera o sulfato de calcio (CaSOa),
conhecido como gesso, que € um subproduto considerado um dos maiores

empecilhos ambientais relacionados a producao biotecnoldgica de acido latico.

2.3 Matérias-primas para a producao de acido latico

Para o processo fermentativo de producdo de acido latico, as matérias-
primas correspondem a mais de 34% do custo total de producdo (AKERBERG
et al., 2000). Como caracteristicas principais dos materiais a serem usados para
producdo de AL estdo a sua disponibilidade, serem recursos renovaveis e
economicamente viaveis (JUTURU e WU, 2016). Desta maneira, busca-se cada
vez mais fontes alternativas visando se alcancar uma maior eficiéncia e
economia do processo.

Materiais  lignocelulésicos apresentam-se como matérias-primas
abundantes e de baixo custo e tém sido reportados na literatura devido as suas
vastas aplicacdes industriais na producgéo de biocombustiveis e biomoléculas de
elevado valor agregado. Materiais lignocelulésicos sao constituidos
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, que com o processo de
hidrolise obtém-se carboidratos fermentesciveis necessarios para producéo de
diferentes bioprodutos. (VASQUEZ et al., 2007; CORREIA et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2018; MARQUES e ROCHA, 2021).
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As principais caracteristicas que fazem com que se utilizem os materiais
lignocelulésicos para processos em larga escala sdo a sua grande quantidade
disponivel, seu preco baixo e elevado teor de agucares, bem como por ser uma
matéria-prima renovavel (RAHMAN et al., 2011). A celulose e hemicelulose séo
as fracOes que se obtém os principais acucares fermentesciveis (glicose, xilose,
arabinose, entre outros), mas estdo envoltas pela lignina. Portanto, deve ser
realizado algum tipo de pré-tratamento na biomassa, que seja capaz de romper
ou remover a lignina e assim conseguir aumentar a digestibilidade destas fracdes
aumentando sua conversao nos acgucares necessarios (ROCHA et al., 2014).

A celulose é considerada a principal substancia que forma a parede
celular dos vegetais, sendo um homopolimero linear formado por monémeros de
glicose com alto grau de polimerizacdo, alta cristalinidade e dificil de ser
hidrolisado (JONSSON e MARTIN, 2016). A hemicelulose, diferentemente da
celulose, é um heteropolimero, mais facil de ser hidrolisada, amorfa, apresenta
baixo grau de polimerizacdo e apds a hidrélise é capaz de liberar no meio
pentoses, hexoses e acido urdnico (JONSSON e MARTIN, 2016). A lignina é a
parte da biomassa responsavel tanto por sustentar os polimeros como também
por atuar de forma a inibir a degradacao da celulose e hemicelulose (FENGER,
WEGENER, 1989; KUHAD, SINGH, 1993). Juntamente com a celulose e a
hemicelulose € responsavel pela maior parte da formacdo do material
lignocelulésico e é um composto bastante complexo sendo constituido de
compostos fendlicos, alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico (LADISCH,
1979; BISARIA, GHOSE, 1981; SINGH, MISHRA, 1995).

Analisando-se fontes alternativas de carbono para producédo de acido
latico, observa-se que os materiais lignocelulésicos (ML) ja tém sido largamente
utilizados para producdo de diferentes produtos quimicos em larga escala
(ZHOU et al., 2011). Residuos de alimentos (ESTEBAN e LADERO, 2018), trigo,
cevada, milho e melaco de acucar (GHAFFAR et al 2014) sao exemplos de
matérias-primas que também podem ser utilizadas para produgcdo de &cido
latico, bem como residuos de milho e sementes de algodao, tanto como fontes
de carbono e nitrogénio visando assim a reducao dos custos de producédo (BAI
et al., 2016). Também, é reportado na literatura estudos sobre a utilizacdo de
residuos do beneficiamento de madeira em processos de sacarificacdo e
fermentacao simultanea (SSF) (HAMA et al., 2015).
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E dentre esses materiais destaca-se o0 bagaco de caju, um residuo
agroindustrial abundante com valores de celulose e hemicelulose superiores a
alguns outros materiais lignocelulésicos e vem sendo reportado na literatura
como um substrato utilizado na obtencéo de diferentes bioprodutos como etanol,
xilitol e hidrogénio (ROCHA et al., 2011; SILVA et al., 2018; MARQUES JUNIOR
e ROCHA, 2021), e que foi estudado nesse trabalho para producéo de &cido
latico.

2.3.1 Caju

O caju, da espécie Anacardium occidentale L., é produzido em diversos
paises ao redor do mundo totalizando uma area agricultavel igual a cinco milhdes
de hectares (SERPA et al., 2020) e uma producé&o mundial no ano de 2020 igual
a 4.180,99 milhdes de toneladas de castanha de caju (AGRIEXCHANGE, 2023).
No Brasil, a producdo de caju em 2021 apresentou uma area igual a 427 mil
hectares, ou seja, cerca de 8,5% da producdo mundial, e desse total, o estado
do Ceara se desta como o maior produtor (IBGE, 2021). O caju € composto de
duas partes, a parte carnosa, que representa o pedunculo (cerca de 90% do
caju), € o pseudofruto. J&4 a outra parte, o fruto, € a castanha do caju, que
apresenta grande importancia econémica haja vista que boa parte do fruto &
exportada.

Entre 10 e 15 toneladas do pseudofruto séo produzidas para cada
tonelada de caju (DAS e ARORA, 2017), sendo, apds extracdo do suco,
produzidos cerca de 15% de bagaco (PADILHA et al., 2019; REIS et al., 2017),
evidenciando assim que o bagaco de caju (BC) pode ser considerado um
importante residuo obtido do agronegdcio brasileiro (CORREIA et al., 2022;
REIS et al., 2017; ROCHA et al., 2014). Somando-se a este fato, a sua
composicdo quimica permite que seja considerado como uma potencial matéria-
prima alternativa para a obtencéo de diferentes produtos de alto valor agregado.

Diversos trabalhos tém se voltado para o uso deste residuo na producao
de diferentes moléculas como, por exemplo, enzimas, biossurfactante,
biopolimeros, pigmentos naturais e alcoois, reforcando a possibilidade do uso do
BC para obtencao de acido latico. Por exemplo, xilitol (ALBUQUERQUE et al.,
2022; MARQUES E ROCHA, 2021; ROCHA et al., 2014; ALBUQUERQUE et al.,
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2015), etanol (RODRIGUES et al., 2016; CORREIA et al., 2013; ROCHA et al.,
2011; RODRIGUES et al., 2011), hidrogénio (SILVA et al., 2018) e enzimas
(RODRIGUES et al., 2007). Para tanto, devido a complexidade da estrutura
dessa biomassa, sdo realizados diferentes tratamentos ou hidrdlises, que se

fazem necessarios para obter aclcares para biotransformacao.

2.3.2 Métodos de hidrélise

Nos ultimos anos, diversos cientistas vém estudando numerosos métodos
capazes de hidrolisar os materiais lignocelulésicos e assim liberar aclUcares
fermentesciveis (KUMAR et al., 2009; ROCHA et al.,, 2011). A Tabela 2
apresenta alguns métodos de hidrolise que sdo reportados na literatura e que

sao capazes de liberar esses acucares.

Tabela 2 - Métodos para hidrolisar materiais lignocelulésicos para producéo de &cido

latico.
Métodos Referéncia
Explosédo a vapor XAVIER, 2011
Hidrolise alcalina WISCHRAL, et al., 2019.

DE LA TORRE et al., 2019; CIZEIKIENE et al.
2018
Hidroélise acida KIM et al., 2019

Hidrdélise enzimética

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Na hidrélise da biomassa usando o método de exploséo a vapor ocorre a
descompressao da matéria-prima juntamente com vapor de agua saturado
rapidamente solubilizando a fracdo hemicelulésica com um baixo custo-
beneficio. Em contrapartida, esse método ocorre sob condi¢cdes desvantajosas
pois opera a altas pressfes e temperaturas, promovendo a degradacdo da
hemicelulose e da lignina, liberando compostos toxicos indesejados (CHEN;
HAN; XU, 2008, XAVIER, 2011).

O método de hidrdlise alcalina consiste em remover a lignina presente na

matéria-prima lignocelulésica aumentando assim a digestibilidade da celulose
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(SANCHEZ e CARDONA, 2008, WISCHRAL, et al., 2019). Porém, como
desvantagem, a hemicelulose também é solubilizada e a utiliza¢ao do hidrolisado
torna-se muito dificil pela presen¢a dos compostos oriundos da degradacéo da
lignina (JONSSON e MARTIN, 2016).

Ja a hidrélise enzimatica requer uma etapa anterior para liberar celulose,
hemicelulose e lignina. Em seguida, a hidrolise enzimética efetivamente é
realizada, com as enzimas, complexo de celulase, bem como as preparacdes de
xilanase, hemicelulase e B-glicosidase para, por fim, se obter o hidrolisado
composto por glicose (FITZPATRICK et al., 2010; HENDRIKS e ZEEMAN, 2009;
CORREIA, ROCHA E GONCALVES, 2012; CORREIA et al., 2015; CORREIA et
al., 2022). Esse método apresenta como vantagem alta conversdo de hidrolise
obtendo concentracdes maiores de acucares no meio fermentescivel,
comparada aos outros métodos, porém como desvantagem tem-se o longo
tempo de reacado e o alto custo das enzimas (MODENBACH e NOKES, 2013;
CIZEIKIENE et al. 2018; DE LA TORRE et al., 2019).

Por fim, cita-se a hidrdlise acida, que pode ser realizada tanto com a
utilizacao de acidos diluidos como com acidos concentrados. Contudo, 0 uso de
acido diluido apresenta como vantagem a reducéo de problemas com corrosao
e menores formacdes de compostos inibidores. Por outro lado, € observado uma
menor quantidade de acUcares obtidos (ALBUQUERQUE et al., 2015). Os
principais acidos utilizados nesse tipo de hidrélise séo o acido fosforico (HzPOa),
acido cloridrico (HCI) e acido sulfarico (H2SOa4). Normalmente sdo conduzidas a
alta temperatura (121 - 125 °C), podendo ser realizada em autoclave com
pressdo de 1 atm, porém €& um processo de que ocorre por um tempo
relativamente curto (0,5 — 1 h) (PING et al., 2013; ALBUQUERQUE et al., 2015;
MARQUES e ROCHA, 2021).

2.4 Microrganismos utilizados na producéo de &cido latico

Diversas classes de microrganismos séo capazes, por diferentes rotas, de
produzir acido latico, sejam bactérias, fungos filamentosos e leveduras. As
bactérias tém sido os microrganismos mais utilizados para producédo de acido
latico. As bactérias laticas sdo descritas como Gram positivas, aerébias ou

aerdbias facultativas, ndo formadoras de esporos, sendo encontradas na forma
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de bastdo ou coco, sendo dos géneros Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Bacillus, Lactobacillus, Bifidobacterium, entre outras. (KANDLER,
1983). Em relagcdo ao seu metabolismo, podem ser classificadas como
homofermentativas ou heterofermentativas, dependendo da fonte de carbono
que utilizam para producdo de AL. As bactérias sdo classificadas como
homofermentativas quando produzem apenas o acido latico e
heterofermentativas quando além dele sdo capazes de produzir acido acético
(CH3COOH), etanol (C2HsOH) e diéxido de carbono (CO2) (POT e
TSAKALIDOU, 2009; GIRAFFA, CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010). Outra
condicdo caracteristica importante € a exigéncia nutricional complexa por esses
microrganismos, requerendo vitaminas, aminoacidos, fontes de carbono e
nitrogénio para seu crescimento (STILES e HOLZAPFEL, 1997).

BALs apresentam como ponto positivo a alta capacidade de adaptacéo e
uma grande diversidade metabdlica, permitindo que consigam viver em
diferentes condicdes ambientais (SALMINEN et al., 2004). E relatado que
existem diversos estudos, em torno de 90%, sobre a producéo de &cido latico a
partir desses microrganismos, isso ocorre devido a algumas caracteristicas
como: o fato dessas bactérias apresentarem altos valores de rendimento e
produtividade de acido latico (WANG et al., 2015), bem como o fato dessas
bactérias atuarem em uma longa faixa de pH 3,2 a 9,6 e longas faixas de
temperaturas 5 a 45 °C (CAPLICE, 1999).

O crescimento das BALs acontece tanto em condi¢cdes de anaerobiose,
pois ndo necessitam de oxigénio (O2) para geracdo de energia, como também
em ambiente que apresentem oxigénio. Existem também microrganismos aero
tolerantes, devido a presenca de peroxidases na sua constituicao, resistem aos
efeitos do oxigénio e do peroxido de hidrogénio (H202) (VIJAYAKUMAR et al.,
2008).

Para uso industrial, € requerido que as BALs produzam eficientemente
acido latico utilizando matérias-primas baratas, que necessitem de poucos
nutrientes nitrogenados, proporcionem altos indices de rendimentos e
produtividades deste acido, além de ndo formarem subprodutos (NARAYANAN
et al., 2004), sendo relatado na literatura diferentes BALS com estas

caracteristicas.
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Na Tabela 3 estdo apresentadas diferentes ML usados por diferentes
microrganismos capazes de produzir &cido latico a partir dos agucares liberados.
E possivel constatar que existe uma grande quantidade de microrganismos e
matérias-primas a serem usados na producao de AL.

A Tabela 3 também destaca as diferentes condi¢cdes operacionais nas
quais ocorrem a producdo de &cido latico, sendo possivel observar que, de
acordo com os trabalhos citados, a maior parte da producdo de &cido latico
ocorre na faixa de pH do neutro para o acido, ou seja, entre 5 e 7, enquanto as
temperaturas apresentam uma faixa de operacao maior que vai desde 30 °C até
55 °C.

Chacon et al. (2021) observaram uma producdo de acido latico com
Bacillus smithii igual a 5,1 g/L ao operar em condi¢cbes de pH igual a 5 e
temperatura igual a 55 °C. Enquanto que Bernardo et al. (2016) relataram obter
uma concentracao de acido latico com L. rhamnosus B103 igual a 143,7 g/L no
bioprocesso conduzido com um pH igual a 6,2 e temperatura de 37 °C.

Din et al. (2022) e Alexandri et al. (2022) utlizaram 0 mesmo
microrganismo, L. coryniformis, para producéo de 4cido latico, contudo utilizaram
diferentes matérias-primas, enquanto o primeiro utilizou casca de coco o
segundo utilizou polpa de beterraba. A producéo a partir da casca de coco foi
inferior a da polpa de beterraba, 14,93 g/L e 21,7 g/L, respectivamente, contudo
a mesma apresentava uma menor concentragao inicial de carboidratos 19,17 g/L
e 43,6 g/L, respectivamente, indicando que a maior conversao de substrato em
acido latico foi obtida a partir da casca de coco.

Foi observado que alguns autores avaliaram 0 mesmo microrganismo
deste estudo, L. plantarum. Singh et al. (2022) obtiveram producdo méaxima de
acido latico igual a 11,08 g/L a partir de uma biomassa lignocelulésica mista.
Anagnostopoulou et al. (2022) reportaram produc¢éo de acido latico igual a 23,07
g/L utilizando residuos alimentares domésticos como matéria-prima na
temperatura de 37 °C e pH igual a 6,5. Ngouénam et al. (2021) conseguiram 14
g/L a partir de subprodutos do abacaxi nas condi¢coes operacionais de 45 °C e
com pH igual a 6,6. Desta forma, € possivel constatar que o microrganismo, L.
plantarum é um bom produtor de &cido latico sendo capaz de utilizar diferentes

matérias-primas durante o processo.
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Na literatura é citado que as condi¢cdes operacionais nas quais ocorrem a
producdo de AL depende muito do microrganismo utilizado, em geral bactérias
de acido latico atuam em pH na faixa de 5 a 7 e temperaturas entre 30 °C e 45
°C (MUSSATTO et al., 2008; ABDEL-RAHMAN et al., 2011).
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Tabela 3 - Principais condigfes para produgédo de acido latico por diferentes microrganismos de diferentes matérias-primas

Condicdes operacionais

. Concentracgao
Acido Concentracao o .
. _ _ _ . o maxima de Produtividade _
Matéria-prima | Microrganismo latico Temperatura inicial de o . Referéncia
o pH _ acido latico (g/L.h)
iIsdmero (°C) carboidratos Q/L)
g
(g/L)
Casca de coco L. coryniformis D 19,17 14,93 Din et al.,
subsp. torquens 2022
(DSM20004)
Polpa de L. coryniformis D 5 50 43,6 21,7 Alexandri et
beterraba subsp. torquens al., 2022
(DSM 20005)
Espiga de milho P. acidilactici D 61,9 Qiu et al.,
XH11 2022
Folha de sagu L. lactis 10-1 L 68 24,02 Ahmad et
al., 2022
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R. oryzae NRRL 30 44 0,13 Rodriguez-
395 Torres et
al., 2022
Biomassa L. plantarum LP- 11,08 Singh et al.,
lignocelulésica 9 2022
mista
(Mistura
dg palha de arroz
e juta na
)

Residuos L. plantarum 6,5 37 23,07 Anagnosto
alimentares BS17 e L. casei poulou et
domésticos BP2 al., 2022

Palha de arroz L. lactis 2369 50 82,2 0,61 Sivaguruna
than et al.,
2022

Residuos Lactobacillus. 5 35 70 Chenebault

alimentares sp. et al., 2022
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Polpa de tdmara | Bactérias nativas 6 46,2 Ahmad et
al., 2022
Residuos de K. cowanii (B2) 6,5 30 28,14 El-
algodao e café Sheshtawy
et al., 2022
Algas marinhas L. plantarum 6,8 37 10,10 66,5 Sudhakar e
Dharani,
2022
Palha de trigo P. acidilactici 5,5 42-50 107,5 2,69 Zhang et
al., 2022
Residuos B. smithii 5 55 51 Chacon et
sélidos al. 2021
municipais
Subprodutos de L. plantarum 6,6 45 14 1,31 Ngouénam
abacaxi strain 408 et al. 2021
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Serragem de C.sp 6,5 30 Camesasca
eucalipto etal., 2021
Casca de laranja L. delbrueckii 5,8 40 de la Torre
spp. delbrueckii et al., 2019
Bagaco da cana- B. coagulans 6,0 52 62,42 55,99 1,70 Oliveira et
de-agucar al., 2019
Espiga de milho B. coagulans 6,0 50 79,1 Jiang et al.,
2019
Borra de café S. cerevisiae 6,0 30 2,7 Kim et
gasta al.,2019
Residuos da L. 6,2 37 58,94 143,7 1,18 Bernardo et
industria de rhamnosus B103 al., 2016
laticinios
Farinha de milho | Sporolactobacillu 6,5 37 128,9 1,65 Zhao et al.,
hidrolisada s inulinus Y2-8 2014
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Curcuma longa L. coryniformis 6,0 37 91,6 2,08 Nguyen et
ATCC 25600 al., 2012
Hidrolisado de Lc. lactis 6,0 30 142 2,85 Shietal.,
alcachofra de ATCC19435 2012
Jerusalém
Microalga verde L. paracasei 6,0 37 37,11 1,03 Nguyen et
LA104 al., 2012
Palha de milho L. rhamnosus 5,0 37 20,95 0,58 Cui et al.,
and L. brevis 2011
Espiga de milho L. brevis S3F4 7,0 30 56,9 39,1 0,81 Guo et al.,
2010
Tubérculos de L. casei G-02 7,0 40 141,5 4,7 Ge et al.,
alcachofra de 2010
Jerusalém
Amido de bolota L. rhamnosus 42 57,61 1,6 Luetal.,
hidrolisado HG 09 2010
Bagaco de cana- L. lactis 10-1 6,0 37 10,9 0,17 Laopaiboon
de-acucar et al., 2010
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2.5 Poliacido latico (PLA)

O é&cido polilatico, polidcido latico ou PLA, é considerado um poliéster
termoplastico alifatico linear que € naturalmente biodegradavel. Desta forma, € um
potencial substituto dos polimeros comumente empregados na composicdo de
plasticos ndo biodegradaveis ou reciclaveis, como polietileno (PE), polipropileno
(PP), polietileno tereftalato (PET) e poliestireno (PS) (CARRASCO et al., 2010). O
PLA vem sendo estudado na literatura por ser considerado ecologicamente correto,
biocompativel e biodegradavel (ALBUQUERQUE et al., 2021).

O PLA é citado como um dos biopolimeros pois apresenta uma perspectiva
mais favoravel de ser utilizado devido as suas propriedades como elasticidade,
rigidez, comportamento termoplastico, biocompatibilidade e boa capacidade de
moldagem (BUSSA et al., 2019). Apresentando também como caracteristicas
importantes como reciclabilidade, n&o toxicidade e compostabilidade, o que o torna
um material atraente para aplicacdes biomédicas, medicamentosas e de quimica
verde (VAN de VELDE e KIEKENS, 2002).

O monbmero base necessario para producéo desse polimero € o acido latico.
Como ja visto, este precursor pode ser produzido a partir de residuos agroindustriais
de baixo custo, logo sua utilizacdo para producdo de PLA acarreta também na
diminuicdo do descarte de residuos no meio ambiente. Como o &cido latico
apresenta dois isémeros: L- ou -D, as proporcfes constituintes de cada isdmero
determinardo as propriedades do poliacido latico final.

Outra vantagem observada € que o poliacido latico € naturalmente
degradado no solo, em pouco tempo, cerca de oito semanas, devido as condicdes
em que se encontra como calor, umidade, oxigénio presente e microrganismos
(SINTIM et al., 2020). E devido a tais propriedades acredita-se que o poliacido latico
venha a substituir a utilizacdo de plasticos ou embalagens de uso Unico ou
descartaveis (YADAV et al., 2021).
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2.6 Processo de producéao de poliacido latico

A formacédo do PLA, representado como um polimero quiral que apresenta
atomos de carbono assimétricos com confeccdo helicoidal, pode ocorrer pela
condensacéao direta de acidos livres ou a partir da polimerizacdo por abertura de
anel dos ésteres acidos (CHENG et al., 2009).

O processo de formacgédo de PLA deriva de duas etapas, que séo: 1) a
producdo de acido latico e 2) sintese do polimero de acido latico. Desta forma, a
producdo do polimero decorre da formacéo do D/L acido latico, pois é a partir das
quantidades existentes de cada um desses isbmeros na estrutura quimica do
polimero que sera possivel obter um polimero com diferentes caracteristicas. Assim
sendo, uma das problematicas que existem na producéo do poliacido latico depende
da producéo do acido latico, o seu precursor, haja vista que se este acido for obtido
por processo de producdo quimica obtém-se uma mistura racémica, o que tornar o
processo de producdo de PLA mais custoso devido a necessidade de uma etapa
complementar de separacao isomerica.

As propriedades estereoquimicas e térmicas Sao responsaveis por atuar
diretamente nas caracteristicas do poliacido latico, como na sua cristalinidade. E
observado que a estrutura do PLA muda de acordo com a porcentagem dos
isémeros (D e L) que o forma, quando o PLA é composto com majoritariamente pelo
isémero L (PLLA), em condicfes superiores a 90%, o polimero € mais cristalino. E
que quando essa porcentagem decai, costuma ser amorfo, ou seja, quando a
concentracéo do poliacido latico formado pelo isbmero D for maior que 10% ocorre
a formacéo de um polimero amorfo. O PLA formado majoritariamente pelo isbmero
D, recebe a nomenclatura PDLA. Também pode ser constatado que outras
propriedades como temperatura de fuséo (Tm) e temperatura de transicao vitrea (Tg)
sdo influenciadas pela quantidade do isébmero L, ou seja, quanto menor a
guantidade de L-acido latico, menor serdo essas temperaturas. Assim sendo,
capacidade térmica, densidade e caracteristicas mecéanicas e reologicas do

polimero sdo dependentes das temperaturas de fusao cristalina e transi¢ao vitrea e
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consequentemente das quantidades dos isdmeros que o formam (AURAS et al.,
2010).

Algumas industrias, como o caso da Natureworks, tém produzido o poliacido
latico a partir da polimerizacdo por abertura de anel do intermediério lactideo para
conseguir produzir o polimero (JAMBUNATHAN et al., 2016). Entretanto, pesquisas
reportam a necessidade de estudos sobre a producao de PLA, especialmente por
rotas que contemplem processos sustentaveis, levando em conta que 0 processo
convencional apresenta como desvantagens o elevado tempo de producédo e a
utilizacao de catalisadores metalicos como estanho ou zinco (PANDEY E ASWATH,
2009). A utilizacéo de processos biotecnoldgicos, a partir do uso de enzimas como
biocatalisadores, na producédo de PLA, indicam uma reducdo nos custos de
purificacdo e separacdo do processo, tornando-o mais limpo. Assim, esta
metodologia pode reduzir o tempo de sintese do polimero de 7 para 2 dias, além de
apresentar uma temperatura operacional mais baixa (30 °C) (MATSUMURA et al.,
1997).

Assim serdo expostos 0s processos de producéo de acido latico pelo método

quimico e biolégico.

2.6.1 Processo de producédo de poliacido latico por via quimica

Existem trés rotas de producdo do polidcido latico, a condensacao por
desidratacdo azeotropica, a policondensacédo e a polimerizacdo por abertura de
anel, que podem ser utilizadas para producdo de PLA aja visto que essas rotas séo
comumente utilizadas para producao de diversos outros polimeros (HU et al., 2016;
SILVESTRINI e SANTANA, 2019; PACHECO e BARCELOS, 2021).

A producéo de PLA gue ocorre por condensacéo de desidratacéo azeotropica
proporciona dificuldades de controle operacional, altos custos e um produto com
propriedades mecéanicas ruins acabam inviabilizando esse método. Durante essa
producdo ocorre a remogdo agua e € formado o poliacido latico (SILVESTRINI e
SANTANA, 2019).

42



O método de formacgédo de PLA considerado mais tradicional é a partir da
polimerizacdo do lactideo, que € produzido quando ocorre a despolimerizacao do
pré-polimero de baixo peso molecular oriundo da condensacéo do D/L &cido latico
(YOO et al., 2005; SILVESTRINI e SANTANA, 2019; PACHECO e BARCELOS,
2021). E formado entdo um polimero de alto peso molecular, a polimerizacéo deve
ser realizada em duas etapas, na qual inicialmente ocorre a formacao do dimero
lactideo e em seguida a polimerizacao por abertura do anel. Contudo, pode ocorrer
a limitacdo pela reacdo de equilibrio de policondensacédo proporcionado pela
hidrolise das ligacbes éster. Também podem ocorrer transesterificacdes que se
originam a partir da formacdo das estruturas em anel como o lactideo. Todavia
essas reacdes sdo consideradas reagbOes colaterais e acabam gerando
caracteristicas indesejaveis ao polimero final.

Existe também a possibilidade de ocorrer a producéo do polimero a partir da
polimerizacdo por condensagéo direta no qual € formado um pré-polimero de baixo
peso molecular (devido a alta viscosidade e a presenca de agua no meio) e em
seguida apos a adicdo de agentes de acoplamento de cadeia ocorre a formacéo de
um polimero de alto peso molecular. Durante essa producéo ocorre a reacao entre
os grupos hidroxila e acido carboxilico do acido latico, que remove agua e é formado
o poliacido latico (SILVESTRINI e SANTANA, 2019). Ou seja, a policondensacédo
direta envolve a esterificacdo dos monémeros, 0 que so € possivel porque 0s grupos
OH e COOH estéo presentes na estrutura quimica do acido latico (PACHECO e
BARCELOS, 2021).

Na Figura 3 € apresenta esquemas da producdo de PLA pelas trés rotas
possiveis: condensacao de desidratacdo azeotropica abertura do anel do lactideo e

polimerizacao por condensacéao direta.
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Figura 3 — Rotas de producéo do polimero de acido latico (PLA)
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Fonte: Adaptado de Auras et al., 2010.

Desta forma, observando as reacdes de polimerizacédo é possivel observar
que sempre ird ocorrer a formacdo de subprodutos, porém a mesma pode ser
controlada com a utilizacdo de diferentes catalisadores (MEHTA et al., 2005). Na
literatura sédo apresentados alguns estudos com o uso de catalisadores como, por
exemplo, Singh et al. (2018) utlizaram SnCl2.H20 para produzir PLA por
policondensacao direta e Hong et al. (2012) utilizaram 6xido de zinco durante o
processo.

Hu et al. (2016) cita que no ano de 1932, Carothers prop6s um novo método
de polimerizacdo que consistia ha abertura do anel. Por esse principio, inicialmente
ocorre a formacao de um oligdmero de baixo peso molecular. Em seguida é, usando
um catalisador, despolimerizado por transesterificacéo interna em lactato e por fim
ocorre a abertura do anel para ocorrer a formacéo do poliacido latico com alto peso
molecular (GUO et al., 2018). Pelo método de abertura do anel pode-se produzir um

polimero com alto peso molecular, o mais utilizado nos dias de hoje pelas industrias.
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Esse processo utiliza catalisadores de metais pesados, como estanho e, por ser um
metal pesado, a Food and Drug Administration (FDA) limitou a 20 ppm a quantidade
de estanho residual em polimeros médicos comumente utilizados. Mesmo que
tenham sido estudados diversos métodos para reduzir a quantidade de catalisador
utilizado, ainda ndo se determinou um que fosse considerado viavel (SINGH et al.,
2018).

A literatura reporta alguns estudos que foram realizados visando aperfeicoar
0 método quimico. Pandey e Aswath (2009) pesquisaram sobre a utilizacdo de
micro-ondas na polimerizacdo de acido latico com e sem a utilizacdo de
catalisadores de estanho. Esses autores observaram que a utilizagéo do catalisador
colabora com a etapa de polimerizacdo, contudo ndo é indispenséavel para que
ocorra a polimerizacdo utilizando micro-ondas. De acordo com os autores, foi
possivel obter um polimero de alto peso molecular com um menor tempo de reacao
destacando assim que a utilizacdo de micro-ondas pode ser uma alternativa mais
rapida para se produzir esse polimero.

Outro empecilho relacionado a producédo do polimero é o longo tempo de
cristalizacdo, necessidade de altas temperaturas, e longos ciclos de processamento
(YUEAGYEN et al., 2017). Para contornar o problema, sdo comumente empregados
agentes nucleantes inorganicos que, além de diminuir o tempo, possibilitam um
incremento positivo nas caracteristicas do poliacido latico como mica,
montmorilonita, nanotubo de carbono ou substancias organicas, como N,N-
etilenobis (estearamida); N,N-etilenobis (12-hidroxiestearamida) ou ftalimida (SHI et
al., 2015). A utilizacao desses compostos apresenta como lado positivo um aumento
na rigidez do PLA, porém afeta negativamente a sua ductilidade atribuido a adicéo

de substéancias organicas.

2.6.2 Processo de producéo de poliacido latico por via biotecnoldgica

Com o intuito de se estabelecer alternativas para a producdo quimica do
polimero, vem sendo realizados estudos relacionados a producgéo de PLA por rotas

biotecnoldgicas, sem a adicdo de catalisadores a base de metais pesados. Essa
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nova abordagem sugere a utilizacdo de enzimas como catalisadores da reacéo de
polimerizacdo, que atuam na reacdo de abertura do anel aromatico (YADAV et al.,
2021). Nesse contexto, as lipases podem ser avaliadas em relacéo ao seu potencial
para esse tipo de reacdo, como a lipase B de Candida Antarctica, lipase AYS de
Candida rugosa, lipase M de Mujor javancius e lipase PA de Pseudomonas
aeruginosa (LIU et al., 2020).

A utilizacdo de enzimas, sejam elas imobilizadas ou livres, no processo de
producado de PLA proporciona diversas vantagens, como a nao utilizacdo de metais
pesados, evitando a ocorréncia de residuos toxicos no produto de interesse,
utilizando condi¢cdes mais amenas no processo e tornando as reacdes mais
seletivas (YADAV et al., 2021; JEON et al., 2013).

A producdo de PLA utilizando enzimas como biocatalisadores ocorre em
condicbes mais brandas de temperatura, cerca de 25 °C e 30 °C e o tempo de
reacdo pode durar desde 2 horas até 48 horas de acordo com as condi¢bes do
processo (MATSUMURA et al.,, 1997; JEON et al.,, 2013). Jeon et al. (2013)
avaliaram a producéo de poliacido latico a partir do lactideo avaliando a utilizacao
de diversas lipases como lipase A de Candida antarctica, lipase B de Candida
antarctica, lipase de Canida rugosa, lipase de Rhizomucor miehei, entre outras em
condi¢cBes brandas de 25 °C, contudo apenas a lipase B de Candida antarctica foi
capaz de produzir o polimero de acido latico. J& Yadav et al. (2021) estudaram a
producao do poliacido latico por 30 horas de reacdo também utilizando lipase como
biocatalisador na condigcéo de 40 °C.

Todavia, os dados na literatura sdo escassos quando relacionados a
producdo de PLA por via enzimatica pois boa parte dessas informacdes séo

segredos industriais relacionados a patentes.

2.7 Aspectos econdmicos e ambientais

O &cido latico é utilizado para producdo do polimero de &cido latico (PLA), que
representa mais de 35% do comércio dos bioplasticos, possui propriedades

ecologicas  interessantes como  biocompatibilidade, biodegradabilidade,
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elasticidade, entre outras (RAMOT et al., 2016; DJUKI'C-VUKOVI'C et al., 2013) e
também € uma matéria-prima biodegradavel que pode ser obtido a partir de
matérias-primas renovaveis (AMR, 2015).

Em 2021 foram produzidos cerca de 1,39 milhdes de toneladas de &cido
latico e espera-se que em 2029 essa producédo atinja valores de 2,65 milhdes de
toneladas apresentando um crescimento de 6,21% a/a o que equivale,
aproximadamente, a um total de 1,3 bilhdes de dolares no ano de 2021, tendo em
vista que o preco do acido latico gira em torno de 1,30 a 2,30 dolares por kg e tal
valor vai depender da sua utilizacao e do preco das suas matérias-primas utilizadas
(BIDDY et al., 2016; STATISTA, 2023). Sites como Alibaba relatam que o preco do
acido latico manteve valores similares aos estudos realizados por Biddy et al.,
(2016) com o preco do kg variando entre 1 e 2 dolares (ALIBABA, 2022).

Juntamente com o aumento das producdes e receitas do acido latico esta
também a do PLA, no qual espera-se para 2028 um total de 1,82 bilhées de délares,
em 2020 o valor total foi igual a 525 milhdes de dolares (STATISTA, 2023). Um dos
fatores que impulsionam o consumo de produtos verdes como o PLA é a preferéncia
por embalagens economicamente corretas fazendo assim com que cada vez mais
as empresas utilizem produtos biodegradaveis. Esses produtos também sé&o
conhecidos como embalagens sustentaveis e as principais caracteristicas desse
tipo de produto sédo ser feito a partir de um material organico ou reciclado ou
biodegradavel, ser produzido a partir de recursos naturais e gerar o menor impacto
ambiental apés ser descartado. Hoje em dia, o PLA se apresenta como um dos
plasticos biodegradaveis mais vantajosos (GROSS, 2002), pois ele proporciona
tanto resisténcia quimica, quanto resisténcia ao calor (TANAKA et al., 2006;
CASTRO-AGUIRRE et al., 2016), podendo ser utilizado para confeccado de
embalagens e utensilios plasticos substituindo assim os plasticos utilizados obtidos
a partir do petroleo (DATTA et al., 1995; YANG et al., 2015).

A busca por matéria-prima que reduza o custo do &cido latico e o
desenvolvimento por processos mais sustentaveis é importante para atender a
demanda do PLA e torna-lo mais atrativo, desta forma esse trabalho visa estudar

condi¢cBes que proporcionem uma producao de acido latico a partir de um residuo
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agroindustrial, o bagaco de caju, visando diminuir os custos com matéria-prima e
também conseguir produzir o PLA por uma rota mais verde ao utilizar enzimas como

biocatalisadores ao invés dos catalisadores metalicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Bagaco de caju

O Bagaco de caju (BC), gentilmente fornecido pela Empresa Brasileira de
Bebidas e Alimentos S/A (EBBA), foi utilizado como matéria-prima para producdo
de &cido latico. O BC foi lavado trés vezes com agua e prensado para ocorrer a
retirada da dgua. Em seguida o bagaco de caju foi seco em estufa Tecnal TE-397/4
(Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a 60 °C durante 24 h. Posteriormente, o bagaco foi
triturado, em moinho de bolas, e peneirado, para ocorrer a padronizacdo do
tamanho, no qual selecionou-se particulas que ficaram retina nas peneiras de 20-
80 Mesh (0,25-0,84 mm de diametro). Apds essas etapas, 0 material padronizado

foi armazenado a temperatura ambiente (25 °C) até ser utilizado.

3.2 Caracterizacao do bagaco de caju

A caracterizacdo do BC foi realizada para se determinar as quantidades
percentuais de celulose, hemicelulose e lignina presente na biomassa e na fracado
sélida obtida apés o tratamento &cido. Para a caracterizacdo utilizou-se a
metodologia proposta por Gouveia et al. (2009) e os protocolos da NREL (National
Renewable Energy Laboratory) NREL/TP-510-4620 (HAMES et al., 2008). A
quantidade de extraiveis (ceras e gorduras), sélidos totais e cinzas foi determinada
de acordo com o0s seguintes protocolos, respectivamente: NREL/TP-510-42619
(SLUITER et al., 2008a) e NREL/TP-510-42621 (SLUITER et al., 2008b). Para a
determinacao dos carboidratos e lignina foi usado o protocolo NREL/TP-510-42618
(SLUITER et al., 2008c)

3.3 Hidrdlise 4cida do bagaco de caju

A hidrolise acida branda no bagacgo de caju foi conduzida de acordo com

metodologia proposta por Rocha (2010) e Albuquerque (2014). Na hidrolise usou-
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se uma solucéo de acido sulftrico 0,6 mol/L e uma proporgcdo de 20% (m/v) de
bagaco de caju sendo o processo conduzido em autoclave nas condi¢des de 121
°C por 30 min. Apds isso, ocorreu a separacao das fases liquida e solida por filtragédo
a vacuo.

O hidrolisado teve pH ajustado, numa etapa de detoxificacdo, com o intuito
de eliminar possiveis interferentes do processo fermentativo. Para tanto, o pH foi
elevado para 10,0 utilizando-se hidréxido de célcio (Ca(OH)2) (MARQUES e
ROCHA, 2021), e entéo acido sulfurico (H2SO4) foi adicionado para atingir pH 6,0 £
0,2 sendo o adequado para a producéao de acido latico. O precipitado formado apos
o processo de detoxificacdo foi separado por filtracéo visando utilizar apenas a fase
liguida sobrenadante (nomeado de HBC) para producéo de acido latico.

3.4 Microrganismo

Nesse estudo, para a producdo de acido latico a partir do hidrolisado do
bagaco de caju, foram usados microrganismos da espécie Lactobacillus plantarum,
L. plantarum LABO7 e L. plantarum LAB14. Estas linhagens de bactérias foram
isoladas a partir do queijo artesanal e molho de pimenta, respectivamente, oriundas
do mercado local de Fortaleza (Ceara, Brasil), pelo Laboratério de Ecologia
Microbiana e Biotecnologia (LEMBiotech) do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceara. As cepas foram armazenadas a -80 °C em caldo
Man, Rogosa e Sharpe (MRS, MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960) com 20% de
glicerol (v/v) (XIMENES et al., 2019). As cepas utilizadas nesse estudo estdo com
sua sequéncia genética depositada no GenBank, apresentando codigo de acesso
FJ05311 para L. plantarum LABO7 e FJ05315 para L. plantarum LAB14.

3.5 Preparacéao de inoculo

Para preparo do indculo, realizou-se a ativacdo das bactérias em meio agar
MRS que continha 20 g/L glicose, 10 g/L peptona, 10 g/L extrato de carne, 5 g/L

extrato de levedura, 1 g/L polisorbato 80 tween, 2 g/L citrato de aménio, 5 g/L
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acetato de sodio, 0,10 g/L sulfato de magnésio, 0,05 g/L sulfato de manganés, 2 g/L
fosfato de potéssio dibésico a pH 6,0 + 0,2, e incubou-se a 37 °C por 48 h em estufa
bacteriolégica Tecnal TE-397/4 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). Em seguida,
realizou-se a ativacao, transferindo-se trés algcadas de colonia para 50 mL de meio
do in6culo MRS. A cultura foi incubada em agitador orbital a 37 °C, 180 rpm por 24
h. Em seguida, foi medida a concentracédo celular a partir da absorbancia (utilizando-
se o comprimento de onda de 600 nm) em espectrofotdmetro (Biochrom, Libra S22)
e calculou-se a concentracdo celular a partir das curvas padroes em base de massa

Seca.

3.6 Producdo de &cido latico em agitador orbital

O hidrolisado do bagaco de caju, ajustado para o pH de 6,0, foi utilizado como
meio de cultivo para a producéo de AL e antes do processo ele foi esterilizado em
autoclave nas condicdes de 110 °C por 10 minutos. A producgao ocorreu em frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio, incubados em um agitador
orbital (Tecnal — TE 422, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a diferentes temperatura,
150 rpm por 72 h. Amostras foram retiradas em tempos pré definidos (0, 4, 8, 12,
24, 30 48, 54, 72 horas) para quantificar a biomassa e determinar o consumo de
acucares e formacao de 4cido latico. Para determinar as melhores condi¢Ges de
producado de acido latico, avaliou-se inicialmente a melhor fase de crescimento do
microrganismo para inocular o meio de produgdo, sendo obtido em diferentes
tempos de preparagdo do inéculo (16 h, 20 h e 24 h) e o bioprocesso conduzido a
diferentes temperaturas (30 °C, 37 °C e 45 °C) e rotacdo (100 rpm, 150 rpm, 200
rpm) e a suplementacao do hidrolisado do bagaco de caju com fonte de nitrogénio
(extrato de levedura, sulfato de amonio e ureia). A concentracao de indculo no inicio
da reacéo foi de 10% (v/v). Todos os bioprocessos foram realizados em triplicata e
foram retiradas amostras em tempos pré-determinados para determinar o consumo
de carboidratos, formagéo de acido latico e o crescimento celular.

Apés a producdo do bioproduto, as células foram separadas do caldo

fermentado por centrifugacdo nas condi¢des de 4500 rpm, 4 °C por 20 minutos. Em
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seguida, a fase liquida foi estocada em freezer na temperatura de -20 °C para
experimentos posteriores.

Os parametros avaliados nos ensaios de producdo de &cido latico séo
melhores descritos nos subtépicos 3.6.1 a 3.6.4. Também foram avaliados os
parametros dos processos como produtividade volumétrica (Qr), as conversdes do
acucar consumido em acido latico (Yrss), de substrato consumido em biomassa
(Yxis) e de acido latico em biomassa (Yrix) € 0 consumo de glicose (S). Tais

parametros estdo melhores descritos no tépico 3.8.

3.6.1 Ensaio para determinacdo do tempo de crescimento do inéculo

Com o intuito de se determinar qual a melhor fase de crescimento do
microrganismo a ser inoculado no meio de producdo do AL, avaliou-se tempo de
preparacdo inéculo para cada microrganismo, sendo investigados trés diferentes
tempos (16 h, 20 h e 24 h). Para este estudo, a producéo de AL foi conduzida a 37
°C e sob agitacao orbital de 150 rpm por 72 h.

3.6.2 Ensaio para determinacdo da temperatura 6tima

Apoés determinar qual a melhor fase de crescimento do microrganismo a ser
inoculado, avaliou-se qual a melhor temperatura (25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C) para
producéo de acido latico. Os ensaios foram conduzidos em agitador orbital sob a
150 rpm por 72 horas e usando o inoculo obtido no tempo selecionado na etapa

anterior.

3.6.3 Ensaio para determinacéo da rotacao 6tima

Posteriormente, realizou-se o estudo para verificar a melhor rotacdo a ser
aplicada na producdo de AL. As rotacdes investigadas foram 100 rpm,150 rpm e
200 rpm e os ensaios foram conduzidos em agitador orbital por 72 horas na melhor

temperatura e usando o inoculo obtido no melhor tempo para cada microrganismo.
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3.6.4 Ensaio para determinacdo da melhor fonte de nitrogénio

Em seguida, determinou-se qual melhor fonte de nitrogénio a ser
suplementada no hidrolisado do bagaco de caju: extrato de levedura, sulfato de
amonio e ureia, para cada microrganismo estudado na producédo de AL. Para tanto
foram adicionados 5 g/L da fonte de nitrogénio e os experimentos foram conduzidos
em agitador orbital por 72 h sob as melhores condi¢cdes de temperatura e rotacao e
usando o indculo selecionado para cada microrganismo.

Apos a realizacdo da producao com diferentes fontes de nitrogénio realizou-
se um calculo para determinar se a adicdo da fonte de nitrogénio estudada
impactava positivamente na producgéo de &cido latico. Desta forma foram calculados
0s custos para producdo do meio padrédo, meio com extrato de levedura, meio com
sulfato de amdnio e meio com ureia, considerando no meio padrdo as quantidades
utilizadas de acido sulfdrico e hidréxido de calcio. Todos os valores dos insumos
foram obtidos a partir do site www.alibaba.com.

O custo para cada fonte de nitrogénio foi calculado de acordo com a
guantidade de cada componente e seu valor no mercado e esta exemplificado na
Equacdo 1. Na qual foi considerada a quantidade utilizada para 1 L de meio de

cultivo.

Custo = Y-, C;P; 1)

No qual custo € o valor do meio de cultivo exposto em dolar por litro (US$/L),
Ci é a concentracdo do componente i no meio de cultivo em quilogramas por litro
(kg/L) e Pi é o preco do componente i em ddélar por quilograma (US$/kg).

O custo da producao de acido latico (CPAL) foi calculado a partir da relagéo

do custo com a producéo de acido latico, de acordo com a Equagéo 2.

Custo

Custo da producao de acido latico (CPAL) =

)

Produgio de acido latico
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No qual CPAL é o valor do custo de producao de acido latico em (US$/g/L),
custo € o valor do meio de cultivo calculado na Equacéo (1) em (US$/L) e producéo
de &cido latico € o valor da producao de 4cido latico naguele meio em (g/L).

3.7 Ensaio de producéao de acido latico em biorreator

ApOs a realizac@o dos ensaios em agitador orbital, no qual foram obtidas as
melhores condi¢des de fase de crescimento do microrganismo inoculado (tempo de
indculo), temperatura, rotacédo e fonte de nitrogénio, foi realizada a producdo em
biorreator de bancada. O biorreator utilizado foi do modelo New Brunswick Bioflo
Celligen 115, Eppendorf, que apresenta um volume de 1 L e um volume util de 800
mL. Durante a bioproducdo, avaliou-se também o controle do pH, utilizando
hidroxido de sodio (NaOH) a 5 mol/L. Todo os experimentos ocorreram em triplicata
e foram coletadas amostras para quantificar o consumo de carboidratos, a formagao
dos produtos e a concentragao celular no decorrer das 72 horas de reacao.

3.8 Parametros cinéticos do processo de producéao de acido latico

A produtividade volumétrica de acido latico (Qp, g/L.h) foi calculada de acordo
com a relacao entre a producédo maxima de acido latico (Pmax, g/L) e o tempo (t, h)

em que a mesma foi obtida, de acordo com a Equacéo 3.

Qp = i (3)

As conversfes do aclcar consumido em &cido latico (Yrss), de substrato
consumido em biomassa (Yxs) e de acido latico em biomassa (Yrix) foram
determinadas de acordo com as Equacoes 4, 5 e 6, respectivamente, nas quais Po
e Psrepresentam as concentracdes iniciais e finais de 4cido latico, respectivamente;
So e Strepresentam as concentracdes iniciais e finais de acido latico e de glicose,
respectivamente; Xo e Xt as concentracdes iniciais e finais de biomassa,

respectivamente.
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Pf—Po

YP/S = (So—57) 4)
_ (Xf—Xo)

Yx/s = so=sp) )
_ (Pg—Py)

Yorx = G (6)

Também, calculou-se o quanto de glicose foi consumido de acordo com a

Equacéo 7.

S (%) = L 100 @)
0

3.9 Concentracdo, extracao e separacao de acido latico

Apos a producédo de acido latico, as células foram separadas do meio por
centrifugacéo a 4500 rpm, 4 °C por 20 minutos. A fase liquida foi estocada para em
seguida dar inicio aos processos de concentracdo, extracao e separacdo de acido
latico. Contudo, antes de realizar os estudos de concentracao, extracao e separacao
do acido latico, foi conduzido um processo de clarificacdo do meio fermentado para
a remocao da cor visando obter um liquido que seja mais claro, pois o hidrolisado
do bagaco de caju proporciona ao meio uma cor bastante escura, para tanto
adicionou-se carbono ativado NORIT com granulometria de 0,425 mm a 1,7 mm, na
proporcao de 3% (m/v). Os experimentos foram conduzidos em agitador orbital nas
condi¢cBes de 200 rpm, 30 °C por 2 horas, e em seguida o carbono ativado foi
separado por filtracdo a vacuo.

Apos, o meio fermentado e clarificado é concentrado usando um evaporador
rotativo (Quimis, Q344B) acoplado a um banho termostatizado (Tecnal, TE-2005).
O procedimento ocorre sob condi¢des de baixas pressoes, temperaturas e rotacdes
(-600 mmHg, 50 °C e 30 rpm).

Para extracao de acido latico, avaliou-se diferentes solventes no processo de

extracdo liquido-liqguido usando uma proporcdo de 1:3 hidrolisado: solvente
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organico. Foram usados o0s seguintes solventes: 1-butanol, 1-octanol, cloroférmio,
hexano e tolueno, seguindo a metodologia proposta por KUMAR et al., (2020).
Nesse processo, foram adicionados 5 g de sulfato de amoénio (NH4SO4) a 10 mL do
hidrolisado sob agitacdo para promover total dissolucdo, em seguida adicionou-se
30 mL de solvente e essa mistura foi levada para um agitador orbital nas condi¢cdes
de 200 rpm, 30 °C e 2 horas. A seguir, a mistura foi levada para um funil de
separacéo e deixada em repouso até as fases se separarem completamente. Apés
0 processo de separacao, foram retiradas amostras para determinar a quantidade
de acido latico, em ambas as fases, por meio de analise de HPLC.

No processo de quantificar o 4cido latico obtido e a eficiéncia do processo de
separacao, cada uma das fases foi centrifugada nas condi¢bes de 10000 rpm por
10 minutos e a amostra filtrada antes de ser analisada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (em inglés, High Performance Liquid Chromatography — HPLC).

A metodologia da andlise esté descrita no Topico 3.12

3.10 Determinacéo do poder rotatério especifico

Para determinacdo da isomeria do &cido latico produzido, Levogiro (L) ou
Dextrogiro (D), realizou-se a determinacéo do poder rotatério especifico que ocorreu
com a utilizacdo de um polarimetro da marca Polax. Os ensaios foram realizados
na temperatura ambiente (25 °C) e utilizou-se uma cubeta de quartzo com 10 cm de
percurso optico. Durante o ensaio foi possivel determinar o grau de rotacédo da luz

polarizada e assim definir qual foi 0 isbmero na amostra.

3.11 Producéao de poliacido latico (PLA)

Para os ensaios de producdo do poliacido latico (PLA), foi utilizado o
biocatalisador enzimatico, lipase B de Candida antartica (CALB), adquirido da
Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, Estados Unidos). O extrato comercial de CALB
apresentou atividade igual a 312,1 U/mL. Durante a producédo de PLA foram usados

300 mg de catalisador, 0,3 mmol de acido latico produzido, bem como 300 mg de
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peneira molecular 5A e 10 mL de diferentes solventes (hexano ou tolueno). As
reacOes ocorreram em agitador orbital a 150 rpm, 25 °C por 2 horas. Apés catalise,
ocorreu a remoc¢ao da peneira molecular por filtragdo e a amostra foi analisada para
determinar a producéo de poliacido latico por meio da técnica de RMN (JEON et al.,
2013).

As amostras obtidas na sintese do poliacido latico (PLA) foram analisadas
por ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H. As amostras foram solubilizadas
em 500 pL de dimetil-sulféxido deuterado (DMSO-d6, Cambridge Isototope
Laboratories) e condicionadas em tubos de 5 mm (Wilmad) e as analises foram
conduzidas no equipamento Bruker (Avance DRX 500).

Os espectros obtidos foram processados utilizando o programa VNMRJ ™
4.0 e os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm e referenciados atraves

do sinal do residuo nédo deuterado do solvente 2,50 (*H).

3.12 Métodos analiticos

3.12.1 Determinacao da concentracao celular

Para se determinar o crescimento microbiano, utilizou-se a turbidez por
densidade otica determinada no comprimento de onda de 600 nm em
espectrofotdbmetro (Biochrom, Libra S22). Para tanto fez-se necessario uma curva
de calibracdo em funcéo da concentracao celular e da densidade 6tica.

Para construcdo da curva de crescimento, inicialmente os microrganismos
foram inoculados em frascos Erlenmeyer contendo o meio MRS, previamente
esterilizado em autoclave a 121 °C e 15 min, em agitador orbital a 37 °C e 180 rpm
por 24 horas. Em seguida, foram repicados em agar MRS para isolamento de
colénias, que apos o crescimento celular, foram transferidas para 100 mL de meio
MRS e mantido sob agitagc&o por 26 horas a 37 °C e 180 rpm.

Posteriormente, centrifugou-se o meio de cultura a 4500 rpm por 10 min e a
massa de células precipitada foi lavada utilizando-se agua destilada estéril. Em

seguida, centrifugou-se novamente por 10 min a 4500 rpm, sendo este processo
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repetido trés vezes com o intuito de conseguir retirar todo o meio de cultura
impregnado nas ceélulas.

Em seguida, adicionou-se 10 mL de agua destilada estéril a massa de células
e homogeneizou-se para obter a suspensao estoque. Em seguida, retirou-se 2 mL
e adicionou-se em cadinhos previamente tarados e incubou-se em estufa nas
condicdes de 100 °C por 24 h e ap6s pesado até peso constante, tal procedimento
foi realizado em triplicata. Com essa massa seca obtida determinou-se a
concentracdo da suspensdao. Por fim, realizou-se diluicdes a partir da suspensao e
elaborou-se um grafico determinando-se a relacdo entre a massa seca (g/L) e a
absorbancia a 600 nm. Este procedimento, também foi realizado determinando o
namero de células viaveis na suspensédo e a correlacdo com a absorbancia. Com
estas curvas, foi possivel determinar a massa seca e o numero de células viaveis
em todos os bioprocessos realizados. As células viaveis foram determinadas a partir
da adicdo de 0,1 mL de inoculo com 0,3 mL de azul de metileno e a contagem foi
realizada em microscopio (Olympus) utilizando a camara de Neubauer. Como o
tamanho das células dos microrganismos dificultava a visualizacao utilizou-se lentes
objetivas com aumento de 40 e 100 vezes e o numero de células por mL foi obtido

de acordo com a Equacéao 8.

(N° total de células)
(N° de celulas por quadrante)

N° de células por mL = * fator de diluicao * 10000 (8)

Na qual o fator de diluicdo representa em quantas vezes a amostra foi diluida
e 0 10000 esta relacionado com o volume da camara de Neubauer.

Durante a realizacdo dos bioprocessos eram coletadas amostras, medida a
absorbéancia no comprimento de onda de 600 nm em espectrofotbmetro e a

concentracéo celular determinada utilizando as curvas padrdes realizadas.

3.12.2 Determinacao do substrato e do produto

A concentragdo dos agucares (glicose e xilose) obtidos das andlises de

caracterizagao da composicao do bagaco de caju (celulose, hemicelulose e lignina)
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e que compdem o meio de cultura utilizado na bioproducéo, dos acidos e compostos
furfurados obtidos na analise de caracteriza¢éo do bagaco de caju e a concentracéo
do acido latico proveniente do processo microbiano foram medidas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, utilizando um sistema Thermo Finnigan
Surveyor (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA) equipado com um detector
de indice de refracdo e com uma coluna Supelco 610 H. A solug&o de &cido fosforico
(HsPO4) a 0,1% v/v preparada com Agua MiliQ (Simplicity 185, Millipore, Billerica,
MA) foi utilizada como fase moével com vazao de 0,5 mL/min e a analise conduzida
a 30 °C. O volume de injegao das amostras foi padronizado em 20 yL e os picos
foram comparados com o tempo de retengcédo dos padrbes previamente definidos

dos constituintes de interesse identificados.

3.13 Analises estatisticas

Determinou-se 0s parametros estaticos dos dados oriundos dos processos
microbianos a partir dos testes de Analise de Variancia (ANOVA) usando um
intervalo de confianca igual a 95%, ou seja, p < 0,05. Realizou-se também anélises
como o Teste de Tukey para avaliar as diferencas significativas entre os parametros
analisados (tempo de in6culo, temperatura, rotacéo, fonte de nitrogénio e producdo
em biorreator), com o intuito de obter valores necessarios para orientar de maneira
estatistica o estudo. Essas andlises foram realizadas utilizando os programas
ORIGIN 9.0, Excel 2013 e Minitab 17.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizagdo do bagaco e hidrolisado de caju

Inicialmente analisou-se a composicao quimica do bagaco de caju, matéria-
prima utilizada para producdo de &cido latico, determinando as quantidades dos
principais componentes que compdem tal matriz lignocelulésica.

A composicdo do bagaco de caju, antes e apds o pré-tratamento, esta
apresentada na Tabela 4. O bagaco de caju apresentou em sua composicao 19,7 +
0,1% m/m de celulose, 19,2 = 0,2% m/m de hemicelulose, 33,4 £ 1,7% m/m de
lignina total, 6,4 + 0,2% m/m de extraiveis e 1,5 + 0,0% m/m de cinzas. Essa
composicao esta de acordo com outros estudos do grupo de pesquisa, nos quais
foram feitas também a caracterizacdo do bagaco de caju. Correia et al., (2022)
obtiveram na composi¢cdo de celulose, hemicelulose e lignina iguais a 20,91%,
10,17% e 35,26%, respectivamente (CORREIA et al.,2022). Rocha et al., (2010)
obtiveram 20,54%, 16,33%, 33,62%, de celulose, hemicelulose e lignina (ROCHA

et al., 2010) ao utilizar bagaco de caju para producéo de outros bioprodutos.

Tabela 4 - Caracterizacdo quimica percentual do bagaco de caju antes e apos a hidrélise
com H2S04 0,6 mol/L e quantidade méssica recuperada de cada componente partindo de 100 g de

bagaco de caju (valores apresentados entre parénteses).

Bagaco de Massa Celulose Hemicelulose Lignina Extraiveis Cinzas

Caju (9) (%) (%) (%) (%) (%)
Antes da 100 19,7+0,1 19,2+ 0,2 334+17 64+02 15+0,0
hidrélise (19,7 9) (19,2 9) (33,4 9) (6.4 9) (1.59)
Depois da 58,1 19,3+0,1 45+0,0 548+01 22502 23%0,0
hidrélise (10,8 9) (2,50) (30,8 9) (12,7 9) (1.39)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O tratamento realizado com H2SOs foi capaz de solubilizar 89% de
hemicelulose (Tabela 4), o que potencializa a produ¢éo de pentoses, como xilose e
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arabinose, e dissacarideos que dardo origem a glicose, favorecendo os
bioprocessos envolvidos (JONSSON e MARTIN, 2016).

Durante a hidrdlise &cida branda do bagaco de caju com acido sulfarico 0,6
mol/L foi constatada uma diminuicdo da massa de bagaco seco, como é mostrado
na Tabela 4. Partindo-se inicialmente de 100 g do bagaco de caju, obteve-se 58,1
g de bagaco apds a hidrélise. Essa diminuicdo da massa acontece devido ao
processo de hidrélise das ligacbes presentes nas moléculas de celulose e
hemicelulose, resultado em carboidratos como, por exemplo, glicose e xilose, que
sdo solubilizados na solugcdo. Foi apontada também a diminuicdo do volume de
solucgéo, pois partindo-se de um volume base igual a 500 mL chegou-se ao final do
processo a um volume de 342,5 mL que ocorre devido a evaporagédo da solucdo
durante o processo de hidrélise e a perda de volume durante o processo de
separacao da fracéo solida e liquida.

Em relacdo a celulose e hemicelulose, é possivel observar um decréscimo
das suas massas em torno de 8,9 g e 16,7 g, respectivamente. Para lignina e cinzas
foi observado uma baixa diminuicdo igual a 2,6 g e 0,2 g, respectivamente, e 0s
extraiveis apresentaram um aumento da sua massa de 6,3 g. Essa mudanca ocorre
devido a degradacdo de parte da matriz lignocelulésica durante a hidrolise acida
branda, liberando compostos no meio. Esses compostos sédo acucares oriundos dos
polissacarideos (celulose e hemicelulose) e compostos fendlicos e outros
compostos da lignina. Ao ocorrer a degradacao da matriz lignoceluldsica, a mesma
se torna mais facil de ser extraida pela utilizacdo de solventes, no caso etanol, como
foi observado o aumento na quantidade de extraiveis. Esses resultados estao
condizentes com outros estudos da literatura que relatam comportamento similares
apos realizacao de hidrélise acida em uma biomassa lignocelulésica (KUMAR et al.,
2018; JONSSON e MARTIN, 2016; ALBUQUERQUE et al., 2015).

A diminuicdo da massa da hemicelulose decorre da atuacdo do &acido
sulfirico na molécula, pois esse tipo de pré-tratamento é capaz de degradar
facilmente esta molécula, que representa um composto com baixo peso molecular
na forma de um heteropolimero amorfo. O agente causador do ataque a biomassa,

e liberacdo dos agucares, sédo os ions HzO*, que agem no interior da mesma para
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ocorrer a hidrdlise, e quanto maior a porcentagem de soélido, menor é a eficacia.
Assim, deve existir um equilibrio entre a quantidade de biomassa e a quantidade de
solucado acida para conseguir concentraces adequadas de ions HzO* para realizar
uma hidrdlise efetiva (ROCHA et al., 2014).

Ja a celulose, por exemplo, € um homopolimero cristalino de alto peso
molecular sendo mais dificil de ser degradada a partir da hidrolise acida. A lignina
também foi um pouco degradada, e isso pode também ser percebido devido a
deteccado de alguns compostos presentes no meio hidrolisado que séo oriundos da
lignina, como hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, que podem ser inibidores para
alguns microrganismos. Os teores de lignina, extraiveis e cinzas, expostos na
Tabela 4, apresentaram aumento de 64,2%, 251,6% e 53,3%, respectivamente.
Esse resultado também indica a possibilidade de utilizacdo do bagaco de caju apés
pré-tratamento para obtencéo de lignina, que nos ultimos anos tem atraido mais
atencdo devido ao seu potencial de aplicacdo em diversos setores, como
alimenticio, cosmético, farmacéutico, quimico e téxtil (ALBUQUERQUE et al., 2019;
NOGUEIRA et al., 2019; SERPA et al., 2020; SERPA et al., 2021).

O aumento da quantidade de extraiveis é observado pois tal etapa de
extracdo ocorre a partir da utilizacdo de etanol e apods a hidrélise acida foi
constatada que devido a modificacdo na estrutura do material, os compostos
sollveis em etanol se tornaram mais suscetiveis a extragdo com esse solvente. E
em relacdo a porcentagem, ao diminui-se uma fracdo, para manter o todo, outra
fracdo (em porcentagem) pode aumentar. Por fim, ndo foi observada uma grande
variacdo da massa das cinzas.

O hidrolisado acido obtido continha glicose e xilose nas concentracfes de
39,9+ 3,6 g/L e 28,0 £ 2,5 g/L, respectivamente. Parte dessa glicose é oriunda da
hemicelulose, composta de pentoses, hexoses e acidos urdnicos, a outra parte, por
volta de 18,9 g/L, é obtida a partir da hidrolise da celulose, a qual teve sua massa
reduzida em torno de 8,5 g apds a hidrdlise com acido sulfurico.

Nesse estudo foi observado que o hidrolisado do bagaco de caju, antes do
tratamento com hidréxido de célcio para ajuste de pH, proporcionou a formacéo de

2,05 g/L de acido acético e 0,07 g/L de acido formico, valores proximos aos

62



relatados por Albuquerque et al. (2015), que quantificaram 1,79 g/L de acido acético
e 0,08 g/L de acido formico na hidrolise do bagaco de caju utilizando acido diluido.
ApOs o ajuste de pH, foi observada a diminuigdo da concentragéo de acido acético
e acido férmico para 1,95 g/L e 0,05 g/L, respectivamente. Tal reducdo ocorreu
devido ao processo de ajuste de pH ser também um processo de desintoxicacao,
pois ao adicionar a base, Ca(OH)2, ocorre uma reagdo &cido-base, diminuindo
assim a quantidade de tais acidos, formando um precipitado. Segundo dados da
literatura, durante a etapa de hidrélise ocorre a liberacao de substancias que podem
influenciar o metabolismo celular (ALVES-FERREIRA et al., 2022), sendo as mais
reportadas &cido acético, é&cido foérmico, 5-hidroximetilfurfural e compostos
fendlicos. Contudo, normalmente sdo realizados processos de desintoxicacao antes
do bioprocesso como o hidroxido de célcio que além de ajustar o pH proporciona
também a detoxificacdo do meio, ja a utilizacdo de carbono ativado que além de
remover tais compostos também ocasiona na clarificacdo do meio (ARMINDA et al.,
2021).

Desta forma, a composicéo do hidrolisado do bagaco de caju, em relacéo a
glicose e xilose e a baixa concentracdo de compostos que podem interferir no
metabolismo microbiano, faz com que este hidrolisado possa vir a ser um meio de

cultivo para a producéo de acido latico, o que sera avaliado nos proximos topicos.

4.2 Estudo da curva de crescimento dos microrganismos em meio sintético

Inicialmente, realizou-se um estudo do crescimento celular dos dois
microrganismos selecionados, L. plantarum LAB 07 e L. plantarum LAB 14, em meio
sintético MRS (Man, Rogosa, Sharp), que continha 20 g/L glicose, 10 g/L peptona,
10 g/L extrato de carne, 5 g/L extrato de levedura, 1 g/L polisorbato 80 tween, 2 g/L
citrato de amonio, 5 g/L acetato de sodio, 0,10 g/L sulfato de magnésio, 0,05 g/L
sulfato de manganés e 2 g/L fosfato de potassio dibasico a pH 6,0 + 0,2. Esse estudo
ocorreu em agitador orbital nas condi¢cdes de 37 °C, 150 rpm por 26 horas para

avaliar as fases de crescimento dos microrganismos, o comportamento da cinética
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de crescimento das duas cepas e 0 estado fisiologico. Tais perfis de crescimento

estdo apresentados na Figura 4.

Figura 4 - Perfil de crescimento dos microrganismos Lactobacillus plantarum, cepas LAB 07
(A) e LAB 14 (B), em meio Man, Rogosa, Sharp (MRS), em agitador orbital sob as condicdes de 37
°C e 150 rpm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ambas as cepas, LAB 07 e LAB 14, apresentam fase lag similar e com
duracéo de 4 horas (Figura 4). Apés a fase lag é observada a fase log que dura até
as 21 h e em seguida é observada a fase estacionaria, que durou no intervalo de 21
h a 26 h. As cepas apresentaram crescimento similar, com concentragcdes maximas
de células iguais a 3,2 g/L e 3,1 g/L para LAB 07 e LAB 14, respectivamente. A
velocidade maxima especifica de crescimento (Umax) para a LAB 07 e LAB 14 foram
iguais a 0,36 h't e 0,31 h'%, respectivamente. O meio de cultivo (MRS) é muito mais
complexo do que hidrolisado do bagaco de caju, que sera utilizado na producéo de
acido latico, desta forma esta etapa do estudo € importante para saber em qual
estado fisiologico estardo as células ao serem inoculadas no meio de producgéo do
acido de interesse. Como as cepas apresentaram resultados similares, ambas

podem ser utilizadas nos ensaios da producao de &cido latico.
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4.3 Producdao de acido latico em agitador orbital

4.3.1 Avaliacdo do tempo de in6culo na producdo de &cido latico

Inicialmente, investigou-se a influéncia da fase de crescimento do
microrganismo inoculado, avaliando-se o tempo de preparacdo do inoculo, no
processo de producdo de &cido latico por ambas as cepas (LABO7 e LAB14),
usando o hidrolisado do bagaco de caju como meio de cultivo. Os resultados obtidos

estdo apresentados nas Figuras 5 e 6.

Figura 5 — Perfil do crescimento celular (A ), concentracdes de glicose (m) e acido latico (e)
durante o bioprocesso a 37 °C e 150 rpm usando L. plantarum LABO7 e o meio hidrolisado do bagago
de caju inoculado por microrganismos obtidos em diferentes tempos de inéculo: (A) 16 horas (fase
de desaceleracéo do crescimento), (B) 20 horas (fase de desaceleracéo do crescimento), e (C) 24

horas (fase estacionaria do crescimento).

50 2,0
J40-E-m-m =
%JD \i 1.5 Q
-’ \\% A %
=) \ o
Q L hd
£ 30 .} i
= % -1,0 ©
‘Q (¢
S 20 i 3
w )
8 L |
—_—
o
» "0,50&
O 10+ W 7“‘ B

| A 2 '

0g-gg——2"" . . —L00
0 24 48 72
Tempo (h)

66



2,0

Crescimento celular (g/L)

- 1,5
]

0,0

§ A

[ . 4 ele

T T
S > > e
Lag] o v—

("1/3) 0d1%] OPIdE 3 3S0II[D)

]

Tempo (h)

Crescimento celular (g/L)

= . <. n, <
o o o (—] [—]
L 1 . 1 . 1 .
< \l/ s
) i
<4 ] Q/ - ¥
e
< = 8 - &
<o
O o »/rf
T T Y!.\_ T T T =
o = S = =

=
W

(71/3) 0d1pe] Op1OE 3 3500I[D)

Tempo (h)

Fonte: Elaborado pelo autor.

67



Figura 6 — Perfil do crescimento celular (A), das concentracdes de glicose (m) e acido latico
(®) durante o bioprocesso a 37 °C e 150 rpm usando L. plantarum LAB14 e o meio hidrolisado do
bagaco de caju inoculado por microrganismos obtidos em diferentes tempos de indculo: (A) 16 horas
(fase de desaceleracéo do crescimento), (B) 20 horas (fase de desaceleracdo do crescimento), e (C)

24 horas (fase estacionéria do crescimento).
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Em nenhumas das condicfes avaliadas, a glicose foi totalmente consumida
pela cepa LABO7, apresentando valores de converséao iguais a 39,51%, 60,53% e
52,09%, para os tempos de inéculo de 16 h (fase de crescimento), 20 h (fase de
desaceleracédo) e 24 h (inicio da fase estacionaria), respectivamente. Apesar do
tempo de indéculo ser diferente, a concentracéo inicial das células foi padronizada,
e ambas as cepas consumiram a glicose presente no hidrolisado do bagaco de caju.
A glicose é o principal acucar utilizado por cepas da bactéria Lactobacillus para
produzir acido latico em um processo conhecido como homofermentacdo. No
entanto, a xilose ndo foi assimilada pelo microrganismo, portanto esses dados nao
foram apresentados nos resultados cinéticos dos processos.

No processo usando o inéculo obtido por 20 h, em que a cultura esta na fase
de desaceleracdo do crescimento, ocorreu 0 maior crescimento celular e resultou
em 15,9 g/L acido latico, ndo sendo a maior producéo obtida do acido de interesse.
A maior producéo foi alcangada no processo inoculado com a cultura obtida no inicio
da fase estacionaria em 24 h, obtendo 16,5 g/L de &cido latico. O processo usando
0 in6éculo com o menor tempo, 16 h ou fase de crescimento, apresentou uma
producado de acido latico de 10,4 g/L. Um fato que vale a pena de ser acentuado &
que os valores de producdo maxima de acido latico (Pmax) foram registrados com 72
horas de fermentacédo e que com o tempo de inéculo de 24 horas foi 0 que obteve
0s maiores valores de Qp (produtividade) e de Pmax (producdo maxima), como pode
ser observado na Tabela 5.

Em relacdo as células obtidas com 24 h de inéculo (a qual estava na fase
estacionaria de crescimento), foi observada uma concentracao celular de 1,6 g/L.
J& nos processos com crescimento do inéculo por 20 h (fase de desaceleracao) ou
16 h (fase log), os valores de biomassa alcancados foram de apenas 0,95 g/L € 0,44
g/L, respectivamente. O maior tempo de preparo do inéculo, que proporcionalmente
ao microrganismo atinge a fase estacionaria de crescimento, foi benéfico para
acelerar o crescimento do microrganismo no processo de produgéao de AL usando
o HBC.
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Tabela 5 - Parametros cinéticos, producdo, rendimento e produtividade do acido latico
usando as cepas L. plantarum LABO7 e LAB14 e o hidrolisado do bagaco de caju como meio de
cultura, inoculados com culturas obtidas em diferentes tempos de crescimento. Letras diferentes em

uma mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes.

Tempo de L. plantarum LABO7 L. plantarum LAB14
crescimento
. Yxis Ypix Yeis  Pwmax Qe Yxis Ypix Yeis  Pwmax Qr
do indculo
h) (9/9) (9/9) (g/9) (g/L) (g9/(L.h)) | (9/9) (9/9) (9/g) (g/L) g/(L.h))
16 0,032 12,06 0,702 10,42 0,152 0,06a 12,22 0,702 15,12 0,212
20 0,032 12,22 0,59 15,9 0,310 0,02> 13,1 0,91° 15,9 0,33
24 0,07* 13,6 0,85¢ 16,5° 0,222 0,02> 12,12 0,602 15,9 0,222

Fonte: Elaborado pelo autor.

O rendimento de células com base no consumo de glicose, Yxs, foi igual para
0s processos usando os inoculos obtidos com 16 h e 20 h, obtendo 0,03
Oceélula/Jglicose, POrém o valor de Yxss foi 0,07 g/g para o processo usando o indculo de
obtido com 24 h (Tabela 5). O fato anterior também é observado ao ser analisado
os valores do parametro Yr/ix no qual tem-se os resultados préximos de 12,0 g/g e
12,2 g/g para os processos inoculado com a cultura obtida com 16 h (fase de
crescimento) e 20 h (fase de desaceleracdo do crescimento), respectivamente, e
novamente o maior valor observado foi no processo usando o indculo obtido com
24 h (inicio da fase estacionaria), com valor de Yxp igual a 13,6 g/g.

Este mesmo comportamento foi observado para o rendimento de acido latico
baseado no consumo de glicose, Ypis, obtendo um rendimento de 0,85 gaL/Qglicose
para o processo usando o inéculo obtido com 24 horas (Tabela 5).

A maior produtividade volumétrica de &cido latico, Qep, foi obtida no processo
usando o in6culo de 20 h com um valor de 0,31 g/(L.h), seguido pelo processo
usando o indculo de 24 h, que apresentou valor de 0,22 g/(L.h) e por fim no processo
usando o indculo de 16 h com uma produtividade de 0,14 g/(L.h).

Comportamento similar foi observado para a cepa LAB14 analisando os
resultados obtidos dos processos inoculados com culturas obtidas por diferentes

tempos (Figuras 6 A, B e C). Em nenhum dos processos o acgucar, glicose, foi
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completamente consumido pela cepa LAB14, com porcentagem de consumo iguais
a 59,26%, 64,21% e 66,92%, para 0s processos usado o indculo obtido com 16 h
(fase de crescimento), 20 h (fase de desaceleracdo) e 24 h (inicio da fase
estacionaria), respectivamente. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 7.
O maior consumo foi alcancado usado o indculo obtido com 24 h e tal valor &
bastante préximo ao consumo usando o in6culo de 20 h, sendo estes valores
significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (Tabela 7).

A cepa LAB 14 apresentou o maior crescimento celular usando o inéculo
obtido com 16 h, obtendo 1,30 g/L de células, seguido do processo usando o indculo
de 24 h com 0,57 g/L de células e por fim obteve-se o menor crescimento celular
usando o in6culo de 20 h com uma concentragéo celular de 0,43 g/L. Desta maneira,
foi possivel observar que com um menor tempo de inéculo, cuja a cultura estava na
fase de desaceleracdo de crescimento (16 h), foi possivel obter uma maior
concentracéo final de biomassa, comparado quando utiliza-se uma cultura em fase
estacionaria de crescimento (20 h e 24 h). Nesse estudo foi observado que a maior
concentracdo celular ndo ocorreu juntamente com o maior consumo de glicose,
indicando que parte da glicose consumida, no estudo com maior consumo, tenha
sido utilizada para manutencgédo celular e formacao de &cido latico.

Ao contrario do que ocorre com a concentracao celular, o tempo de inéculo
nao influenciou na producédo de &cido latico. As concentracdes maximas (Pmax) de
AL foram 15,1 g/L, 15,9 g/L e 15,9 g/L obtidas nos processos usando o indculo
obtido com 16 h, 20 h e 24 h, respectivamente. Entretanto, a eficiéncia do
bioprocesso em termos de produtividade (Qr) foi influenciada pela fase de
crescimento, sendo a maior produtividade (0,33 g/L.h) obtida no processo usando o
inoculo obtido com 20 h, no qual o microrganismos encontra-se na fase de
desaceleragéo do crescimento (Tabela 7).

Analisando os rendimentos obtidos pela bactéria L. plantarum LAB14,
observa-se que o rendimento de células com base no consumo de substrato (Y xs)
foram iguais nos processos inoculados com a cultura obtida com 20 h ou 24 h,
obtendo 0,02 gcsiulas/gglicose. NO entanto, o0 maior rendimento Yxis (0,06 gcsiula/Qglicose)

foi obtido no processo usando o inoculo obtido com 16 h (Tabela 5). Esse
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comportamento foi semelhante ao observado para o rendimento de Ypix, obtendo
12,2 g/g, 13,1 g/g e 12,1 g/g, para os processos usando o in6culo de 16 h, 20 h e
24 h, respectivamente (Tabela 5).

Ja para os rendimentos de produto com base no consumo de glicose (Yerss),
observou-se que o processo inoculado com a cultura obtida com 20 h propiciou o
maior Yess (0,91 g/g) seguido pelo processo conduzido com o inéculo de 16 h (0,70
g/g) e o menor rendimento obtido no processo usando o indculo de 24 h (0,60 g/g),
vide Tabela 7.

Queiroz (2021) estudou a producdo de acido latico pelos mesmos
microrganismos avaliados neste estudo, L. plantarum LABO7 e LAB14, porém
usando o soro de leite como fonte de carbono. As concentracdes de acido latico
obtidas pela cepa LABO7 foram 13,1 g/L, 8,5 g/L e 11,2 g/L para os tempos de
in6culo de 16 h, 20 h e 24 h, respectivamente, e para a cepa LAB14 obteve-se 10,4
g/L, 10,6 g/L e 9,3 g/L usando o in6culo obtido com 16 h, 20 h e 24 h,
respectivamente (Queiroz, 2021). Para ambas as cepas estudadas (LABO7 e
LAB14), Queiroz (2021) obteve a maior producdo de acido latico com o tempo de
16 h, tempo no qual o microrganismo se encontrava na fase de crescimento. Essa
concentracdes séo inferiores as obtidas usando o bagaco de caju como fonte de
carbono.

A partir de andlises estatisticas, usando teste de Tukey com um nivel de
significancia igual a 95%, verificou-se que para a cepa LAB 07, o tempo de inéculo
no qual se obteve a maior producao de &cido latico foi igual a 24 h (inicio da fase
estacionaria), enquanto que para a cepa LAB14 foi de 20 h (fase de desaceleracéo
do crescimento). Deve-se constatar que mesmo utilizando apenas hidréxido de
calcio (Ca(OH)2) no processo de desintoxicacao, foi possivel obter altos valores de
concentracéo de acido latico usando o hidrolisado do bagaco de caju, destacando
dessa forma uma economia de custo e de tempo nessa etapa para formulacdo do
meio reacional. E mesmo com a presenca de alguns compostos, como acido acético
e acido formico. No hidrolisado, ambas as cepas conseguiram produzir o acido latico
em quantidades elevadas se comparados os resultados obtidos por Queiroz (2021).

Entdo, visando aumentar esta producéo, outras variaveis foram avaliadas como a
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temperatura, mantendo-se o tempo de obtencdo do inoculo em 24 h (fase
estacionaria) para a LABO7 e 20 h (fase de desaceleracéo do crescimento) para a
LAB14.

4.3.2 Avaliacdo da temperatura na producao de acido latico

Partindo-se dos melhores resultados da analise da fase de crescimento dos
microrganismos a ser inoculado no meio de producédo, avaliou-se a influéncia da
temperatura realizando ensaios a 25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C e os resultados podem
ser observados nas Figuras 7 e 8 para L. plantarum LABO7 e LAB14,

respectivamente.
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Figura 7 — Perfil das concentracdes celular (A), de glicose (m) e acido latico (e) durante o
bioprocesso a 150 rpm e diferentes temperaturas (25 °C (A), 30 °C (B), 37 °C (C) e 45 °C (D)) usando
L. plantarum LABQ7 e o meio hidrolisado do bagaco de caju inoculado por microrganismos obtidos

com 24 h.
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Figura 8 — Perfil das concentracdes celular (A), de glicose (m) e acido latico (e) durante o
bioprocesso a 150 rpm e diferentes temperaturas (25 °C (A), 30 °C (B), 37 °C (C) e 45 °C (D)) usando
L. plantarum LAB14 e o meio hidrolisado do bagaco de caju inoculado por microrganismos obtidos
com 20 h.
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As bactérias de &cido latico normalmente atuam em uma ampla faixa de
temperatura, 20 °C — 45 °C, sendo um fator primordial e de grande influéncia no
processo produtivo. Nas temperaturas analisadas (25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C), a
producado de acido latico é afetada negativamente com o aumento da temperatura,
pois ocasiona a reducdo da atividade enzimatica responsavel pela conversdo
metabdlica de substrato (glicose) em produto (acido latico).

Neste estudo, o microrganismo avaliado, L. plantarum, € uma bactéria
homofermentativa capaz de converter apenas glicose em &cido latico no qual uma
molécula de glicose forma duas de acido latico. Esse metabolismo ocorre através
da via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), e as principais enzimas envolvidas séo
glicose-6P isomerase (EC 5.3.1.9), 6-fosfofrutoquinase (EC. 2.7.1.11) e frutose
bifosfato aldolase (EC 4.2.1.13) (EITEMAN e RAMALINGAM, 2015). Essas

enzimas, quando originarias de microrganismos silvestres, ou seja, agueles que ndo
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sofreram modificacdes genéticas, tém sua atividade oOtima em torno de 30 °C
(SANFELIX-HAYWOOD et al., 2011).

Em nenhuma das temperaturas avaliadas, a glicose foi completamente
metabolizada, apresentando valores de consumo de glicose iguais a 46,63%,
79,09%, 52,09% e 0,13% nos processos conduzidos a 25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C,
respectivamente, indicando uma maior assimilacao deste carboidrato a 30 °C e que
a 45 °C praticamente nao houve consumo. Esse resultado, como esperado,
influenciou no crescimento celular em que a maior concentracdo de células (1,57
g/L) foi obtida a 30 °C com 72 h de processo, enquanto a 45 °C obteve-se apenas
0,12 g/L de células (Figuras, 7 B e 7 D).

A méxima concentracdo de acido latico obtida pela cepa LABO7 a diferentes
temperaturas foi de 14,6 g/L, 17,7 g/L, 15,9 g/L e 5,4 g/L para as temperaturas de
25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C, respectivamente, como apresentado nas Figuras 7 A,
7B, 7Ce7D.

Os rendimentos Yxss, Yrix € Ypis foram calculados para a cepa LABO7 e estéo
apresentados na Tabela 8, contudo, devido a baixa producédo de &cido latico, baixo
consumo de glicose e baixo crescimento celular ndo foi possivel calcular tais
parametros para a temperatura de 45 °C. Os rendimentos de células com base no
consumo de substrato (Yxs) obtidos a 25 °C, 30 °C e 37 °C foram 0,12 g/g, 0,06 g/g
e 0,07 g/g, respectivamente. No processo conduzido a 45 °C, o valor de Yxs foi
insignificante o que indica que pouco substrato foi metabolizado influenciando a

reproducao celular durante o processo, como observado na Figura 7 D.
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Tabela 6 - Parametros cinéticos, producdo, rendimento e produtividade de acido latico
obtidos pelas cepas L. plantarum LABO7 e LAB14 a diferentes temperaturas e usando o hidrolisado
do bagaco de caju como meio de cultura. Letras diferentes em uma mesma coluna representam
resultados estatisticamente diferentes.

L. plantarum LABO7 L. plantarum LAB14
Temperatura
) Yxs  Yex  Yes  Pwmax Qr Yxis  Yex  Yps  Puax Qr
(9/9) (9/9) (9/9) (9/L) (9/(L.h)) | (9/g) (9/9) (9/g) (g/L) (g/(L.h))
25 0,122 7,412 0,88* 14,62 0,208 | 0,13* 6,032 0,77¢ 15,92 0,222
30 0,06 8,522 0,64*> 17,7° 0,25* | 0,082 9,32® 0,802 19,9® 0,282
37 0,07° 11,6> 0,852 159¢ 0,222 |0,02° 13,12¢ 0,91® 1592 0,212
45 - - - 5,4d 0,08 - - - 5,6¢ 0,08

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observou-se que os valores de Yp/x referentes as temperaturas de 25 °C, 30
°C e 37 °C foram iguais a 7,41 g/g, 8,52 g/g e 11,6 g/g respectivamente (Tabela 6).
No processo conduzido a 25 °C é obtido o menor valor de Ypix, pois nessa
temperatura é observado o maior valor de crescimento celular (2 g/L), ja a 30 °C é
apontado um valor de Yp/x que se encontra entre os valores apresentados pois
ocorreu, nessa temperatura, tanto o maior crescimento celular quanto a maior
producdo de &cido latico. Por fim na temperatura de 37 °C, € obtido o maior valor
de Yrix, pois foi observado nessa temperatura o menor valor de crescimento celular.

O menor valor de Yeis (0,64 g/g) foi obtido a 30 °C, indicando que nessa
temperatura ocorreu tanto a maior producéo de acido latico, como também ocorreu
0 maior consumo de substrato. O rendimento Ye/s na temperatura de 37 °C foi 0,85
g/g, indicando que quase todo substrato consumido foi convertido em produto. O
maior valor obtido do rendimento Yess (0,88 g/g) foi no processo conduzido a 25 °C.
Por fim, na temperatura de 45 °C n&o houve a conversao de substrato em produto,
pois a bactéria ndo consumiu a glicose.

As produtividades (Qr) obtidas foram préximas nos bioprocessos realizados
a25°C,30°Ce37°C,0,20g/L.h, 0,25 g/L.h e 0,22 g/L.h, respectivamente (Tabela
6), corroborando com os valores proximos de concentracdo de acido latico obtidos

nestas temperaturas (Figuras 7A, 7B e 7C). No entanto, o processo a 45 °C
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apresentou a menor produtividade, 0,08 g/L.h, devido a baixa producdo de &cido
latico (Figura 7D). Mesmo ndo havendo consumo de acUcar a baixa producéo e
consequentemente a baixa produtividade de &cido latico a 45 °C foi observada ja
gue o meio de inéculo apresentava producao de AL.

Os ensaios realizados com a cepa LAB14, o comportamento dos resultados
com a temperatura foram semelhantes aos obtidos pela cepa LABO7. L. plantarum
LAB14 também ndo consumiu toda a glicose durante as 72 horas de processo,
consumindo 54,26%, 66,97%, 64,21% e 7,91% nos processos conduzidos a 25 °C,
30 °C, 37 °C e 45 °C, respectivamente, em que o consumo foi similar a 30 °C e 37
°C. Uma possivel justificativa para o baixo consumo de glicose é decorrente da
diminuicdo do metabolismo celular que é causada pela modificacdo do pH durante
0 processo, pois nao ocorreu 0 consumo completo devido a questao da acidez do
meio gerada pela formacéo de acido latico o que acaba ocasionando uma inibicao
pelo produto (SINGHVI, ZENDO e SONOMOTO, 2018).

As concentracdes de células obtidas ap6s 72 horas de reacéo foram 2,00 g/L
para a temperatura de 25 °C, 1,92 g/L a 30 °C, 1,32 g/L a 37 °C e 0,14 g/L a 45 °C,
demonstrando que a temperatura influenciou o crescimento celular, devido a
reducdo da atividade catalitica das enzimas envolvidas na conversdo metabdlica do
substrato, na reproducdao celular e na produc¢éo do acido latico (KIZZIE-HAYFORD
et al., 2021).

Para a producao de acido latico por LAB 14 foram obtidas concentracfes
iguais a 15,9 g/L 19,9 g/L, 15,9 g/L e 5,62 g/L para os processos conduzidos a 25
°C, 30 °C, 37 °C e 45 °C, respectivamente, reforcando um melhor metabolismo
celular a 30 °C.

Os resultados obtidos na avaliacdo da temperatura de producédo do acido
latico estdo condizentes com 0s observados na literatura. Souza et al. (2017), ao
analisarem a influéncia da temperatura na producdo de &acido latico pelo
microrganismo a L. lactis, constataram que a producéo obtida na temperatura acima
de 40 °C era irrelevante quando comparada a obtida a 30 °C ou 37 °C. Zhang e
Vadlani (2015) utilizaram um processo de cofermentagéo de L. bravis e L. plantarum

para produzir acido latico a partir de biomassa lignocelulésica (casca de milho
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hidrolisada) a 37 °C, alcancando uma producao de 24,3 g/L de acido latico por cepa
L. plantarum, resultado maior do que o obtido nesse estudo que foi de 17,7 g/L para
a LABO7 e 19,9 g/L para a LAB14.

Por outro lado, tais estudos variam de microrganismo para microrganismo.
De la Torre et al. (2019) conseguiram uma maior producéo de acido latico a partir
do hidrolisado de casca de laranja na temperatura de 40 °C por L. delbrueckii.

A mesma espécie avaliada neste estudo, L. plantarum, foi reportada para
produzir acido latico usando hidrolisados de outras biomassas, por exemplo,
Nagarajan et al. (2022) utilizaram hidrolisados de algas marinhas e o processo foi
conduzido a 30 °C. Tu et al. (2019) avaliaram hidrolisado de palha de arroz integral
como meio de cultura e conduziram o processo a 37 °C. Além disso, outros estudos
citam que a temperatura influenciou a producéo do tipo de isébmero do acido latico.
Akerberg et al. (1998) relatam que em processos produtivos utilizando a bactéria
Lactococcus lactis ssp. A partir da glicose com temperatura acima de 30 °C é mais
propicio a formacéo de D-acido latico e Choonut et al. (2016) reportaram que para
L. plantarum temperaturas por volta de 37 °C, produz os isbmeros D e L &cido latico.

Nesse estudo, apos a utilizacdo do polarimetro, foi constada que em todas
as temperaturas estudas, 25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C, e para ambas as cepas de
L. plantarum, LABO7 e LAB14, ocorreu a formacao do isbmero L-acido latico sendo
observada uma variacdo na sua rotacao especifica entre 1 e 8 graus dependendo
da concentracdo da solucéo analisada. Este resultado € muito interessante pois em
altas concentracfes o D-acido latico pode gerar problemas para a saude humana,
como acidose ou descalcificacdo, assim o isébmero L € preferido pelas industrias
farmacéutica e alimenticia (de la Torre et al., 2019, Oliveira et al., 2019, Es et al.,
2018).

Entdo, de forma geral, foi observado que tanto para a LAB 07 quanto para a
LAB 14, o aumento da temperatura foi desvantajoso para producédo de acido latico,
e de acordo com as analises estatisticas, constatou-se que para ambas as cepas a
melhor temperatura para se conduzir o bioprocesso é a temperatura de 30 °C. Essa
temperatura, além de favorecer uma maior producéo e produtividade de acido latico,

pode ocasionar uma economia de custos por ndo necessitar de mais energia para
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manter 0 processo em temperaturas mais elevadas. Consta na literatura alguns
estudos de producdo de acido latico com L. plantarum conduzidos a 30 °C, por
exemplo, Marzo et al. (2020) estudaram a producéo de AL por uma linhagem de L.
plantarum a partir da fermentacéo do hidrolisado de polpa de beterraba, atingindo
Pmax de 6,55 g/L e Qp de 0,05 g/L.h, obtendo uma producgéo de AL 63% menor que
a obtida no presente estudo, embora o meio de cultura contenha maior
concentracdo de acuUcares redutores (~64 g/L). Queiroz (2021), em seus estudos
com a L. plantarum a 30 °C, reportou produ¢cdo maxima de &cido latico iguais a
11,17 g/L e 11,34 g/L com as cepas LABO7 e LAB14, respectivamente, utilizando
soro de leite como fonte de carbono.

E por fim, apds analisar a melhor fase de crescimento do microrganismo
inoculado no meio de producdo e a melhor temperatura para se conduzir o
bioprocesso, fez-se necessario também determinar qual seria a melhor rotacao.

Desta maneira, foram realizados ensaios conduzidos com trés rotacdes diferentes.

4.3.3 Avaliacéo da rotacao na producéo de acido latico

Apbs a realizacdo das analises de influéncia de temperatura no qual foi
selecionado, para ambos os microrganismos (LABO7 e LAB14), a temperatura de
30 °C, estudou-se a influéncia da rotacdo na bioproducéo de acido latico por estas
bactérias. Para tanto, foram realizados experimentos com trés diferentes rotacées

100, 150 e 200 rpm e os resultados estao apresentados nas Figuras 9 e 10.
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Figura 9 — Perfil das concentracdes celular (A), de glicose (m) e acido latico (e) durante o
bioprocesso a 30 °C e diferentes agitac6es (100 rpm (A), 150 rpm (B) e 200 rpm (C)) usando L.
plantarum LABO7 e o meio hidrolisado do bagaco de caju inoculado por microrganismos obtidos com
24 h.

50 2,5
~ 401 a2 =
S ~n =
= e,
S 304 A—aA 1,5 5
e o
= =
S /.\:\—l e
9] Y
=~
%] L
2 @ -
3 i o )
— 10 - "0,5 =
o) / ~—
~ “/.
0 - . . . - —L 0,0
0 24 48 72
Tempo (h)

86



)
~

1

Crescimento celular (g/L)

<
«~
1

Tempo (h)

50

('1/3) 0o1g[ 0pIdE 3 350115

Crescimento celular (g/L)

w < ) < ) -
I o, 7 e T g
A/ ® o
h n
< -o/ - F
17 0
4nm ® - &
\l A1/./
. 1
/
= T T T -l o
: § ® 8§ = -~

("1/8) 0d1¢[ 0PI 3 IS0

Tempo (h)

Fonte: Elaborado pelo autor.

87



20 h.

Figura 10 — Perfil das concentracdes celular (A ), de glicose (m) e acido latico (e) durante o
bioprocesso a 30 °C e diferentes agitages (100 rpm (A), 150 rpm (B) e 200 rpm (C)) usando L.

plantarum LAB14 e o meio hidrolisado do bagaco de caju inoculado por microrganismos obtidos com
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Analisando os resultados obtidos com a cepa LABO7, observou-se que nao
houve diferenca expressiva para o consumo de glicose nos processos conduzidos
nas trés rotacdes estudadas 100, 150 e 200 rpm, obtendo 52%, 52% e 56%,
respectivamente, e que ndo houve consumo de xilose. No estudo realizado com a
rotacao de 200 rpm foi verificado o maior crescimento celular 2 g/L, contudo a maior
producéo de 4cido latico foi observada na menor rotacéo, 100 rpm, obtendo um Pmax
de 20,7 g/L. Nos processos conduzidos a 150 rpm e 200 rpm as concentragdes
maximas de acido latico obtidas foram 17,7 g/L e 17,4 g/L, respectivamente. Na
Tabela 7 é possivel observar melhor os valores dos parametros cinéticos,
produtividade e Pmax para os resultados obtidos com diferentes rotagbes para ambas
as cepas (LABO7 e LAB14).

Tabela 7 — Fatores de converséo, producao, rendimento e produtividade de &cido latico pelas
cepas L. plantarum LABO7 e LAB14 do hidrolisado do bagago de caju utilizando diferentes rotacoes.

Letras diferentes em uma mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes.

L. plantarum LABO7 L. plantarum LAB14
Rotacéo

(rpm)

Yws  Yex  Yeps  Pwax Qe Yws  Yex  Yes  Pmax Qe

(9/9) (9/9) (g/9) (9/L) (9/(L.h)) | (9/9) (g/g) (g/g) (9/L) (9/(L.h))
100 0,09¢ 8,72 0,812 20,72 0,432 0,072 8,52 0,632 18,52 0,262
150 0,03» 13,6 0,34 17,7° 0,250 0,082 13,1 0,80 19,92 0,282
200 0,082 8,22 0,66° 17,4° 0,24b 0,08 8,02 0,622 18,42 0,262

Fonte: Elaborado pelo autor.

No estudo utilizando a cepa LAB 14, também ndo se observou o consumo
total de glicose, como ocorreu nha LABQO7, porém o consumo foi maior, 61%, 62% e
63% para as rotagdes de 100, 150 e 200 rpm, respectivamente. A maior produgao
de &cido latico foi obtido a 150 rpm, contudo ndo houve diferenga estatistica
significativa se comparada a uma menor rotacéo (100 rpm), mesmo comportamento
apresentado pela cepa LABO7. Esse comportamento € explicado pelo tipo de
metabolismo da bactéria L. plantarum.

L. plantarum e boa parte das bactérias laticas séo capazes de crescer sem a

presenca de oxigénio e produzir acido latico pela via Embden-Meyerhof-Parnas
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(EMP). Apesar dos processos serem conduzido sem aeracédo, a transferéncia de
oxigénio no reator € favorecida pelo processo de agitacdo, e em condi¢cdes
aerdbicas esses microrganismos podem catabolizar o piruvato, sintetizando o
acetato pela enzima acetato quinase com a producéo de ATP (HICKEY et al., 1983).
O acumulo de acetato em vez de lactato pode ter um efeito benéfico na célula,
garantindo a homeostase do pH e a sobrevivéncia durante o crescimento da fase
estacionaria (TSENG et al., 1991), mas diminui a producéo de acido latico.

Desta forma o meio néo foi aerado, pois uma concentracdo elevada de
oxigénio dissolvido pode interferir no crescimento celular e na producao de acido
latico de alguns microrganismos (SOUZA et al., 2017). Entdo, uma menor agitacdo
favoreceu a producédo do acido de interesse, sendo que se faz necessario agitar
para ter uma melhor homogeneidade no meio reacional, melhorar a fluidodinamica
do processo e manter as mesmas condi¢cdes em qualquer parte do reator.

Mesmo que em 150 rpm tenha sido observada uma producdo um pouco
superior de acido latico em relacdo a 100 rpm, apds a realizacdo do Teste de Tukey
com nivel de significancia igual a 5%, foi percebido que ndo houve diferenca
significativa para producao de 4cido latico nestas rotacdes. Desta forma, constatou-
se que a rotacao de 100 rpm foi considerada a mais eficiente para o bioprocesso,
pois além de consumir menos energia, provoca menos danos as células dos
microrganismos durante a bioproducéo.

E reportado na literatura que alguns microrganismos consomem tanto a
glicose quanto a xilose, conseguindo assim produzir mais &cido latico, logo
aumentando a eficiéncia do processo (ALVES-FERREIRA et al., 2022; MA et al.,
2016). Tais microrganismos conseguem utilizar a xilose como fonte de carbono por
duas rotas, pela Via da Pentose Fosfato (PPP) e pela Via Fosfocetolase (PKP) (SUN
et al., 2021). O fato do metabolismo das cepas de L. plantarum LABO7 e LAB14 ser
homofermentativo, ou seja, s6 conseguirem converter glicose em acido latico,
resultou no meio uma quantidade significativa de xilose, pois tais microrganismos
nao conseguem metabolizar pentoses. De la Torre et al. (2019) explicam que tal
metabolismo, das bactérias laticas homofermentativas, ocorre pela via Embden-

Meyerhof-Parnas (EMP), também chamada de via glicolitica. Nesse estudo

91



observou-se que a glicose néo foi inteiramente consumida devido ao fato de o
aumento da concentracao de 4cido latico provocar a diminuicdo do pH e a reducéo
do crescimento celular.

Comparando os diversos estudos relatados na literatura com o uso de
residuos lignocelulésicos, esse estudo apresentou altos valores de concentracdes
de acido latico ao utilizar o hidrolisado do bagaco de caju como matéria-prima e 0s
microrganismos LAB 07 e LAB 14, mesmo sem consumir xilose. Por exemplo, a
producdo de acido latico a partir do hidrolisado da borra de café, usando uma
levedura Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada, forneceu 2,7 g/L de
acido latico (KIM et al., 2019). Nos experimentos relatado por Cizeikiene et al.
(2018), o hidrolisado enzimético da palha de trigo e a combinacgéo de varias cepas
do género Lactobacillus foram utilizadas no processo para produzir 4cido latico e
uma concentracdo maxima de 4,94 g/L foi alcancada. A utilizacdo do melaco de
cana-de-acucar como matéria-prima para a producdo de &cido latico por uma
linhagem de L. rhamnosus proporcionou uma producédo de acido latico de 16,5 g/L
(SENEDESE et al., 2015). O hidrolisado de cana-de-agucar também foi utilizado
como meio de cultura para a producao de &cido latico por uma cepa de L. lactis,
obtendo uma concentracao de 10,9 g/L (LAOPAIBOON et al., 2010).

Desta forma, devido ao hidrolisado ser deficiente em fontes de nitrogénio,
faz-se necessaria um estudo sobre como a suplementacdo pode ser analisada
visando aumentar mais ainda a producdo de acido latico, sendo 0s ensaios

realizados na rotag&o escolhida de 100 rpm.

4.3.4 Avaliacao das fontes de nitrogénio na producao de acido latico

Apoés a determinacdo da melhor rotacéo (100 rpm) para ambas as cepas
LABO7 e LAB 14, fez-se necessario um estudo sobre a utilizacdo de fontes de
nitrogénio. Existem diferentes tipos de fontes de nitrogénio que podem ser
utilizadas, desde substancias organicas como sementes, extrato de levedura e
peptona como, também, substancias inorganicas, por exemplo, nitrato de amonio e

sulfato de amdnio (THAKUR et al., 2019). Além de uma fonte de carbono, as BALs
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também precisam de uma fonte de nitrogénio e uma grande variedade de vitaminas
e minerais para manter o crescimento celular e a producgéo de acido latico, sendo
reportado que as BALs estdo normalmente associadas a meios de cultura ricos em
nutrientes (OLIVEIRA et al., 2018). E observado na literatura diversos estudos sobre
a adicao de fontes de nitrogénio em residuos visando um aumento na concentracao
de &cido latico (OVERBECK et al., 2016; IZAGUIRRE et al., 2019; THAKUR et al.
2019; MICHALCZYK et al., 2021). A fonte de nitrogénio mais citada na literatura em
processos que envolvem a fermentacdo latica tem sido o extrato de levedura,
contudo o uso dessa fonte pode afetar economicamente o processo, dificultando
sua utilizacao a nivel industrial (ALTAF et al., 2007; PEJIN et al., 2015; OLIVEIRA
et al., 2018).

Nesse contexto, avaliou-se a influéncia da suplementacao do hidrolisado do
bagaco de caju com fontes de nitrogénio na producéo de acido latico pelas cepas
LABO7 e LAB14. Os resultados dos ensaios usando o HBC suplementado com 5
g/L das fontes de nitrogénio, extrato de levedura, sulfato de amonio e ureia, estao

apresentados nas Figuras 11 e 12.

93



Figura 11 — Perfil das concentracdes celular (A ), de glicose (m) e acido latico (e) durante o

bioprocesso a 30 °C e 100 rpm usando L. plantarum LAB 07 e o meio hidrolisado do bagacgo de caju,

inoculado por microrganismos obtidos com 24 h, e suplementando com diferentes fontes de

nitrogénio na concentracdo de 5 g/L: extrato de levedura (A), sulfato de aménio (B) e Ureia (C).
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Figura 12 — Perfil das concentracdes celular (A), de glicose (m) e acido latico (e) durante o
bioprocesso a 30 °C e 100 rpm usando L. plantarum LAB14 e o meio hidrolisado do bagaco de caju,
inoculado por microrganismos obtidos com 20 h, e suplementando com diferentes fontes de

nitrogénio na concentracdo de 5 g/L: extrato de levedura (A), sulfato de aménio (B) e Ureia (C).
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De acordo com os resultados expostos nas Figura 11 A, B e C, a adi¢céo de
fontes de nitrogénio nos experimentos realizados com hidrolisado bagacgo de caju e
a cepa LAB 07 resultou num incremento na producdo de acido latico. A maior
producdo do acido de interesse ocorreu no meio suplementado com extrato de
levedura, obtendo 25,3 g/L. O extrato de levedura é um meio mais rico em
nutrientes, composto por diversas proteinas e aminoacidos, que podem ter
favorecido a producéo do acido latico. Nos meios suplementados com ureia e sulfato
de amoénio a concentracdo de acido latico produzida foi de 24,3 g/L 22,6 g/L,
respectivamente, indicando que o microrganismo produzia mais no meio com fontes
de nitrogénio de origem orgéanica do que com inorganica.

Utilizando a cepa LAB 14, também foi observado um incremento na producao
de &cido latico ao adicionar fontes de nitrogénio (Figura 12). Foi constatado que a
maior producao de &cido latico ocorreu também no meio suplementado com extrato
de levedura, seguido de ureia e por fim sulfato de amoénio, com concentrac¢des iguais
a 24,0 g/L, 24,3 g/lL e 23,4 g/L, respectivamente. O meio MRS apresenta uma
guantidade de nitrogénio igual a 3,45 g e uma relacdo C/N igual a 2,32. O meio
estudado contendo ureia apresenta 1,16 g de nitrogénio e uma relacao C/N igual a
13,68, o sulfato de amoénio apresenta 0,53 g e relagdo C/N igual a 30,10, por fim o
meio com extrato de levedura apresenta 0,75 g de nitrogénio e a relagdo C/N igual
a 21,26. Todos esses célculos foram realizados considerando 5 g/L de fonte de
nitrogénio. Desta forma, como extrato de levedura e ureia apresentaram maiores
quantidades de nitrogénio e uma maior relacdo C/N foram o que apresentaram
também maior producdo de &cido latico indicando a importancia da adicdo de
nitrogénio ao meio.

A Tabela 8 fornece os valores Pmax € da produtividade obtidos por ambas as
cepas nos ensaios sem (controle) e com suplementacao de fontes de nitrogénio. Foi
possivel concluir que o0 controle apresentou uma menor produtividade se
comparado aos ensaios realizados com fonte de nitrogénio, a producdo de &cido

latico com essas fontes foi também superior apresentando valores de 24,3 g/L ao
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utilizar ureia enquanto com controle obteve 20,7 g/L em estudos realizados com a
cepa LAB 07, indicando um aumento de 17,4%.

Ja com a cepa LAB 14 a ureia apresentou os maiores valores tanto de Pmax
(24,3 g/L) quanto de produtividade (0,34 g/(L.h)), quando comparados com o
controle (sem fonte de nitrogénio). Contudo ao analisar a producdo de acido latico
para ambas as cepas € possivel observar que as concentragfes deste 4cido obtidas
no meio suplementado com extrato de levedura ou ureia apresentaram valores
estatisticamente iguais com nivel de significancia de 95% (Tabela 8).

A adicdo de quaisquer fontes de nitrogénio em ambos os microrganismos
resultou num aumento significativo da concentracdo de acido latico ao ser
comparado com o bioprocesso conduzido sem a adi¢cao dessa fonte.

Observando os dados de producéo para a cepa LAB 07, foi possivel constatar
gque a suplementacdo com fontes de nitrogénio ocasionou no aumento da
concentracdo de acido latico igual a 22,2% para o extrato de levedura, 9,4% para o
sulfato de amoénio e 17,4% para a ureia. Os melhores resultados foram obtidos com
extrato de levedura e ureia, ndo apresentando uma diferenca significativa, com um
nivel de significancia de 95%.

A producdo de acido latico pela cepa LAB 14 também apresentou um
incremento igual a 34,6% para o extrato de levedura, 26,5% para o sulfato de
amonio e 31,4% para a ureia ao suplementar o meio com fontes de nitrogénio.
Observou-se gue as trés fontes analisadas apresentaram valores estatisticamente
semelhantes de acordo com o Teste de Tukey com 95% de significancia.

Thakur et al. (2019) estudaram a producao de acido latico a partir de residuos
agroindustriais suplementados com licor de maceracéo de milho (CSL) como fonte
de nitrogénio. Eles também observaram que a suplementacdo com 25 mL/L ou 2%
(m/m) aumentou a producao de acido latico. Os aminoacidos também sé&o relatados
como fontes promissoras de nitrogénio para a producdo de acido latico
(OVERBECK et al., 2016), porém sédo mais caros para serem utilizados em um

bioprocesso.
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Tabela 8 - Concentragdo e produtividade de acido latico obtidas pelas cepas L. plantarum
LABO7 e LAB14 usando hidrolisado do bagaco de caju suplementado com diferentes fontes de
nitrogénio nas melhores condicdes estabelecidas (LAB 07: tempo de indculo 24 h, temperatura 30
°C e rotacao 100 rpm; LAB 14: tempo de inéculo 20 h, temperatura 30 °C e rotacdo 100 rpm). Letras

diferentes em uma mesma coluna representa resultados estatisticamente diferentes.

. . . . Qp
Microrganismo Fonte de nitrogénio Pmax (g/L)
(g/(L.h))
Controle 20,7 £ 0,12 0,282
Extrato de levedura 25,3+ 0,4 0,35P
L. plantarum LABO7
Sulfato de amoénio 22,6 +0,4¢ 0,31¢
Ureia 24,3 + 1,0°¢ 0,34bc
Controle 18,5+ 0,32 0,262
Extrato de levedura 24,9 +0,7° 0,35P
L. plantarum LAB14
Sulfato de amonio 23,4 +0,3° 0,33
Ureia 24,3 +1,0° 0,34b

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para uma melhor avaliacdo da suplementagéao do hidrolisado do bagaco de
caju com uma fonte de nitrogénio, foi realizada uma analise de custo para verificar
0 impacto econémico na adicdo de fonte de nitrogénio na formulacdo do meio de
cultura.

O custo para obter o hidrolisado do bagacgo de caju sem a suplementacéo
com fonte de nitrogénio foi calculado usando os custos da matéria-prima (bagacgo
de caju) e dos insumos, acido sulfarico e de hidroxido de calcio, utilizados na
hidrolise do bagaco de caju e no ajuste do pH do hidrolisado, respectivamente. Para
0s demais meios de cultura foi adicionado o custo com a fonte de nitrogénio. Os
calculos foram realizados para obter 1 litro de meio de cultura. Nao foram incluidas

guestdes como custo energético dos equipamentos pois este seria 0 mesmo para
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todos os estudos e o foco era avaliar apenas as fontes de nitrogénio, sendo
determinados apenas 0s custos com os componentes da formulacdo do meio de
cultura.

O custo para obter o hidrolisado do bagaco de caju (HBC) sem
suplementacdo com fonte de nitrogénio foi 0,62 US$/L, e os custos do HBC
suplementado com ureia, sulfato de amdnio e extrato de levedura foram 0,65 US$/L,
0,68 US$/L e 1,47 USS/L, respectivamente. O custo para produzir um litro do meio
MRS foi 5,06 US$/L. Devido ao meio MRS ser bastante complexo, sendo formulado
com diversos insumos desde fontes de nitrogénio, a sais e acucares, 0 mesmo
apresenta o maior valor de custo dentre os meios estudados.

Desta forma, ao realizar uma comparagdo entre o meio MRS e o HBC,
percebe-se a importancia da utilizacdo de materiais lignocelulésicos, no caso o
bagaco de caju, como substratos renovaveis para a producdo de bioprodutos.
Baseado nos resultados j& apresentados, constatou-se que o hidrolisado desse
residuo da agroindustria pode ser utilizado como fonte de nutrientes para a
producdo de acido latico e ainda apresenta um menor custo comparado a um dos
meios complexos formulados mais citados na literatura para a obtencdo do acido de
interesse.

Como mostrado na Tabela 9, em relacdo a adicao de fontes de nitrogénio ao
HBC, tem-se que a adicdo de extrato de levedura € a fonte de nitrogénio que mais
encarece o processo de producédo de acido latico. E ao analisar o custo da producéo
de acido latico (CPAL) percebe-se que para a cepa LABO7 apenas a ureia
apresentou CPAL inferior ao HBC, indicando que € viavel economicamente a adicédo
da mesma na producéo de acido latico no qual o CPAL da ureia foi de 0,027 US$/g
e o custo HBC igual a 0,030 US$/g. J& com a cepa LAB14 tanto ureia como sulfato
de amonio apresentaram valores menores que o custo do HBC, contudo novamente
a ureia apresentou o menor valor, CPAL HBC foi igual a 0,033 US$/g, CPAL do
sulfato de aménio foi de 0,029 US$/g e o CPAL de ureia foi de 0,027 US$/g.
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Tabela 9 — Relacao entre custo, concentracdo e custo da producédo de acido latico (CPAL)

usando o hidrolisado do bagaco de caju sem e suplementado com diferentes fontes de nitrogénio, e

usando meio MRS.

Microrganismo Meio Custo Concentracdo  Custo Producéo
(US$/L) de AL (g/L) Acido Léatico
(CPAL) (U%/9)
MRS 5,06 20,8 0,243
HBC 0,62 20,7 0,030
HBC + 1,47 25,3 0,058
Extrato de
L. plantarum levedura
LABO7 HBC + 0,68 22,6 0,030
Sulfato de
amonio
HBC + 0,65 24,3 0,027
Ureia
MRS 5,06 19,58 0,258
Padréo 0,62 18,5 0,033
BC + 1,47 24,9 0,059
L. plantarum Extrato de
L AB14 levedura
BC + 0,68 23,4 0,029
Sulfato de
amonio
BC + Ureia 0,65 24,3 0,027

Fonte: Elaborado pelo autor.

Desta forma, tem-se que o0 a adicdo de ureia como fonte de nitrogénio
representa um investimento de apenas 0,03 U$/L e sua utilizagdo ocasiona uma

melhoria na producéo de acido latico gerando um incremento de producéo de 3,6
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g/L com a cepa LABO7 e 5,8 g/L com a LAB14, bem como o uso da ureia como fonte
de nitrogénio reduz o custo de producdo de &cido latico quando se comparado ao
custo de produgéo sem sua adicao.

Desta forma tem-se que a ureia foi a fonte de nitrogénio avaliada considerada
a melhor, tanto a partir dos dados estatisticos como economicamente aja visto que
sua utilizacdo apresenta um retorno econdmico em relacdo a producdo de acido
latico.

A utilizacdo de HBC + ureia apresentou uma reducdo nos custos com o meio
de 89% com a cepa LABO7 e de 90% com a cepa LAB14, ao serem comparados
com o custo envolvido na produgéo usando o meio MRS. Ou seja, a utilizagao de
ureia ao invés do extrato de levedura resulta numa diminuicdo dos custos do
processo e consegue-se obter concentracdes similares de 4cido latico.

Assim selecionou-se a ureia como melhor fonte de nitrogénio devido a
produtivamente e economicidade ao realizar as analises em ambas as cepas LABO7
e LAB14. E apds selecionar a ureia como melhor fonte de nitrogénio para ambas as
cepas LAB 07 e LAB 14 e visando uma maior producédo de 4cido latico, realizou-se

estudos em um biorreator avaliando a influéncia do controle de pH.

4.3.5 Producdao de acido latico em biorreator

A producdo de &cido latico usando o HBC suplementado com ureia foi
conduzido em um biorreator para avaliar a influéncia do controle do pH durante o
processo. Os resultados dessa etapa do estudo estédo apresentados nas Figuras 13
e 14 para as cepas LABO7 e LAB14, respectivamente. No ensaio utilizando a cepa
LABO7, as condicBes operacionais realizadas foram: idade de indculo 24 h, 30 °C,
100 rpm e 5 g/L de ureia como fonte de nitrogénio. Ja no ensaio utilizando a cepa
LAB14 utilizou-se as seguintes condi¢des: idade de inoculo 20 h, 30 °C, 100 rpm e
5 g/L de ureia como fonte de nitrogénio.

O controle de pH realizado visava fixar o pH do meio reacional em torno de
6,0 sendo considerado o pH 6timo para o crescimento dos microrganismos

avaliados para a producéo de acido latico. Ngouénam et al. (2021), Sudhakar e
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Dharani, (2022) e Anagnostopoulou et al., (2022) estudaram a producao de acido
latico utilizando o mesmo microrganismo desse estudo (L. plantarum) e realizaram

as bioprodugbes com pHs iguais a 6,6, 6,8 e 6,5, respectivamente.

Figura 13 — Influéncia do controle de pH na producéo de &cido latico por L. plantarum LAB
07 do hidrolisado do bagaco de caju suplementado com ureia. Condi¢des de processo: sem controle
de pH (A) e com controle de pH (B) a 30 °C e 100 rpm e inéculo cultivado por 24 h. Concentracdes

de células (A), glicose (m), acido latico (e) e pH (V).
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Figura 14 — Influéncia do controle de pH na producéo de acido latico por L. plantarum LAB
14 usando o hidrolisado do bagaco de caju suplementado com ureia. Condi¢cdes de processo: sem
controle de pH (A) e com controle de pH (B) a 30 °C e 100 rpm e inéculo cultivado por 20 h.

Concentracfes de células (A ), glicose (m), acido latico (e) e pH (V).
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Inicialmente avaliado os resultados obtidos para a cepa LABO7, observa-se
gue em nenhum dos processos (sem e com controle de pH) a glicose foi totalmente
consumida (Figuras 13 A e 13 B), porém o ensaio com controle de pH, apresentou
0 maior consumo de glicose, cerca de 88,8% enquanto o estudo sem controle do
pH, o consumo deste carboidrato foi 72,7%. Ja em relagdo ao crescimento celular,
ambos os estudos apresentaram curvas similares retratando um pico no meio do
processo e uma queda de concentragdo ao final. No ensaio com controle de pH foi
observado no tempo de 72 horas um /crescimento celular de 2,4 g/L, enquanto no
sem controle de pH foi igual a 3,3 g/L. Nos ensaio sem controle de pH, foi observado
que no tempo de 72 horas foi obtida uma concentracdo de acido latico igual a 20,1
g/L enquanto que no ensaio com controle de pH a concentracdo de acido latico
produzido foi igual a 31,6 g/L, indicando que ao operar o reator com controle de pH
foi possivel obter um incremento de 57,2% na producdo com a cepa LABO7.
Indicando assim que a producao de acido latico foi favorecida com o ajuste de pH
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enguanto que o estudo sem ajuste de pH ocorreu o favorecimento da formacéo de
novas células.

Semelhante com o que ocorreu para a cepa LABO7, também n&o ocorreu o
completo consumo da glicose no processo usado a cepa LAB14, sem e com
controle de pH (Figuras 14 A e 14 B). No ensaio com controle de pH observou-se
um consumo de 94% e sem controle de pH igual a 87,1%. Em relacdo ao
crescimento celular, ambos 0s processos apresentaram curvas similares e
concentracdes celulares proximas, 3,8 g/L e 3,3 g/L nos estudos realizados sem e
com controle de pH no tempo de 72 horas, respectivamente. Como ja esperado, o
bioprocesso realizado com controle de pH apresentou a maior produgédo do &cido
de interesse, cerca de 29,58 g/L, enquanto sem controle de pH obteve-se 20,31 g/L,
ou seja um aumento de 45,6% na producdo. Com isso foi possivel observar que a
adicdo de base para manter o pH do meio ajustado, para ambas as cepas L.
plantarum LABO7 e LAB 14, promoveu uma maior conversao do substrato em
produto do que em crescimento celular.

A producéo de acido latico ocasiona a diminuicdo do pH no meio reacional o
gue provoca, em alguns casos, a inibicdo do microrganismo pelo produto, pois em
condicdes de pH baixo é observado alguns problemas como uma diminuicdo na
producdo de enzimas, no crescimento celular e no transporte de nutrientes para as
células do microrganismo, e também ¢é constatado uma falha na producédo de
proteinas e no RNA (KLOVRYCHEYV et al., 1979).

Comportamento semelhante foi reportado por outros estudos, por exemplo,
Mussato et al. (2008) avaliaram a producédo de acido latico a partir de hidrolisados
de residuos de cervejaria e reportaram uma concentracado de 13 g/L de acido latico
sem controlar o pH e 35,54 g/L ao controlar o pH. Esses autores também
observaram que ao atingir pH igual a 4,2 ndo ocorria mais formacao do bioproduto
de interesse.

A importancia do estudo acerca do controle do pH na bioproducéo de &acido
latico existe pois 0 mesmo pode interferir tanto no crescimento celular como na
formacao do produto de interesse (SOUZA et al., 2017). Uma mudanca, queda, de

pH muito acentuada pode provocar rompimento da membrana celular do

108



microrganismo pelo acumulo da concentracdo de &cido intracelular ocasionando
inibicdo do metabolismo celular pela alta concentragdo de &cido latico produzido
(ABDEL-RAHMAN e SONOMOTO, 2016).

Logo pode-se observar que o bioprocesso realizado com a utilizagdo de um
biorreator com controle de pH favoreceu a producao de acido latico para ambas as
cepas no qual foi observado um incremento de 57,2% com a LABO7 e 45,6% com
a LAB14.

Na Figura 15 estdo representados os fluxogramas dos bioprocessos para
esclarecer melhor as condicGes operacionais estudadas e os melhores resultados

estédo grifados em vermelho.
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Figura 15 — Fluxograma do estudo de pardmetros do processo de producédo de acido latico
a partir do bagacgo de caju como fonte de carbono utilizando o microrganismo L. plantarum cepa
LABO7 (A) e cepa LAB14 (B). As melhores condicGes foram destacadas em vermelho, com a
concentracao de acido latico obtida expressa entre parénteses, e foram mantidas fixas nos estudos
posteriores.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nesse sentido, a melhor producdo de acido latico por L. plantarum LABO7

ocorreu com o processo conduzido em bioreator com controle de pH a 30 °C, 100

rpm e usando o hidrolisado de bagaco de caju suplementado com ureia como fonte

de nitrogénio, sendo o0 meio inoculado com um microrganismo no inicio da fase

estacionaria obtido com 24 horas (Figura 15 A). E a melhor producéo de acido latico
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por L. plantarum LAB14 ocorreu nas mesmas condi¢des para L. plantarum LABO7,
porém o meio de cultura deve ser inoculado com o microrganismos na fase de
desaceleracao obtido com 20 horas (Figura 15 B).

Mesmo que o0s microrganismos estudados tenham sido isolados de
diferentes fontes (molho de pimenta (LABO7) e queijo (LAB14)) e também tenham
sido inoculadas no meio HBC, para a producao de &cido latico, em diferentes fase
de crescimento durante a fase estacionaria 24 h (LABO7) e na fase de
desaceleracdo 20 h (LAB14), ambas produziram quantidades similares de acido
latico a LABQO7 apresentou uma producéo de 31,6 g/L de acido latico enquanto com
a LAB14 foi obtido 29,6 g/L, indicando assim que as duas cepas sao propicias para

a utilizacédo da sintese deste bioproduto.

4.4 Concentracdo, extracdo e separacao de acido latico

ApGs a producdo de &cido latico em biorreator, controlado o pH durante o
processo, realizou-se a clarificacdo do meio fermentado utilizando carbono ativado,
na qual foi observada uma mudanca visual na coloracéo do meio apos a clarificacéo
(ver Figura 16), indicando a remocao de compostos que proporcionavam coloragéo
escura ao meio como, por exemplo, compostos aromaticos, 5- hidroximetilfurfural

(HMF) e furfural oriundos da hidrolise do bagaco de caju.
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Figura 16 — Imagens do meio fermentado antes (A) e apés (B) o processo de clarificacdo do

meio fermentado.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em seguida, foi também realizada uma varredura de comprimento de onda
na faixa de 300 a 800 nm para determinar a variacdo da absorbancia antes e apos
0 processo de clarificacdo, cujas curvas estdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17 — Espectro de varredura do meio fermentado contendo o acido latico produzido a

partir do hidrolisado do bagaco de caju antes (-) e apés (-) processo de clarificacéo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 17 foi observado que a maior absorbancia obtida foi no
comprimento de onda igual a 300 nm tanto antes (em vermelho) quanto ap6s (em
preto) a etapa de clarificacdo e que o meio clarificado apresentou um menor valor
de absorbancia para todos os comprimentos de ondas, indicando que o carbono
ativado é capaz de adsorver componentes presentes no meio que proporcionavam
cor e consequentemente uma maior absorbancia. Os resultados obtidos séo
corroborados por outros autores. Albuquerque et al. (2015) avaliaram a producao
de xilitol a partir do hidrolisado hemiceluldsico do bagaco de caju e constataram que
ocorre uma clarificacdo do meio fermentativo ao utilizar carbono ativado. Além
disso, esse método é reportado na literatura como um método eficiente e barato
para retirar compostos interferentes do bioprocesso, como compostos fendlicos,

acido aceético, compostos aromaticos, furfural e 5- hidroximetilfurfural (HMF) que
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normalmente sdo encontrados nos hidrolisados de materiais lignocelulésicos
(CANILHA et al, 2008; TADA, KANNO e HORIUCHI 2012; MISRA,
RAGHUWANSHI e SAXENA, 2013; MUSHTAQ et al., 2013).

Apos a clarificacéo, foi realizada a concentracdo do meio visando aumentar
o teor de acido latico em aproximadamente 100 g/L (concentrado 3 vezes) e em
seguida o pH da solugcéo foi ajustado para 2. Esse ajuste de pH aumenta a
solubilidade do &cido latico nos solventes organicos (1-butanol, 1-octanol,
cloroférmio, hexano e tolueno) enquanto aumenta sua polaridade e o coeficiente de
particdo, tornando a extracéao liquido-liquido melhor. Na literatura também é relatado
estudos sobre extracdo e separacdo de acido latico em condicbes de altas
concentracfes e baixo pH. Baral et al. (2021), ao realizarem o estudo sobre a
extracdo com solvente assistida por salting-out de acido L(+) latico obtido apds
fermentacdo de hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar, as concentracdes no
meio estava na faixa de 40 g/L a 100 g/L e pH aproximadamente igual a 2,5.
Concentracao inicial de &cido latico de 55 g/L e pH de 3,6 foram reportados no
estudo realizado por Xu et al., (2018), no processo de separacao de acido latico de
solucbes sintéticas e da mistura diretamente derivada de palha de milho por
extracdo aquosa bifasica. Hu et al. (2017) conduziram um estudo que partiu de
concentragdes iniciais de acido latico de 350 — 400 g/L e pH igual a 2.

Neste estudo foram conduzidos ensaios de extracao liquido-liquido tanto com
solucbes de acido latico PA, como com o acido latico produzido a partir do
hidrolisado do bagaco de caju nas concentragdes de 100 g/L e pH igual 2.

Cunha (2022) avaliou a selecao de 51 diferentes solventes para a extragao
de acido latico em solu¢gBes aquosas por meio do modelo UNIFAC. Dentre esses
solventes foram analisados hidrocarbonetos como hexano e tolueno, compostos
clorados como cloroférmio e alcoois como 1- butanol e 1- octanol. Constatou-se que
hidrocarbonetos que contem anel aromatico apresentam baixos valores de
desempenho no processo extrativo ocasionado pelo arranjo da cadeia. Ja
hidrocarbonetos de cadeia aberta sdo capazes de extrair melhor pois a interacao é
considerada mais forte entre as substancias de maior cadeia carbonica. J& em

relacdo aos alcoois quanto menor a cadeia melhor a eficiéncia de extracao pois
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cadeias apolares grandes acabam por exercer influéncia negativa na extracao de
acido latico, contudo a eficiéncia dos &lcoois € maior do que a de hidrocarbonetos.
Os compostos clorados como o cloroférmio, que apresenta uma baixa polaridade,
nao favorecem o processo de extracdo. Desta forma, foram escolhidos esses
solventes (1-butanol, 1-octanol, cloroférmio, hexano e tolueno) para avaliar a
extracao de acido latico da fase aquosa (hidrolisado do bagaco de caju) para a fase
organica.

Na Tabela 10 é possivel observar a porcentagem de separacéo que foi obtida
em cada fase para cada solvente utilizado, indicando assim a quantidade final de

acido latico obtido.

Tabela 10 — Porcentagem de recuperacdo de &cido latico por diferentes solventes na
separacao do 4cido latico comercial e oriundo do bioprocesso usando o hidrolisado do bagago de

caju por extracao liquido-liquido.

ACIDO Solvente Fase organica Fase aquosa
1-butanol 80 20
. ) 1-octanol 42,3 57,7
Acido latico _
_ cloroférmio 0 100
comercial
hexano 0 100
tolueno 0 100
1-butanol 72,1 27,9
o _ 1-octanol 37,9 62,1
Acido latico .
. _ cloroformio 1,1 98,9
hidrolisado
hexano 0 100
tolueno 0 100

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os processos de extragcdo de solvente usando hexano e tolueno né&o
propiciaram a separacao do acido latico da fase aquosa para a organica utilizando
ambas as solugdes de acido latico (comercial ou oriundo do bioprocesso). Isso pode

ser explicado pois tais solventes sdo apolares e como a molécula de interesse
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(acido latico) é polar a mesma apresentou maior afinidade com solventes também
polares como o caso do 1-butanol e 1-octanol.

Na extracdo utilizando 1-octanol foi possivel separar o &cido latico da fase
aguosa, porém os rendimentos de separacao foram de 42,3% para o acido latico
comercial e 37,9% para o acido latico oriundo do bioprocesso.

J& nos processos de separacao utilizando o 1-butanol como solvente foram
obtidos os melhores resultados. Na extracdo usando o acido latico comercial, o
butanol conseguiu uma eficiéncia de separacao igual a 80,0% e que diminuiu para
72,1% no processo de extracao usando o acido latico oriundo do bioprocesso. Esse
decréscimo ocorre devido ao meio hidrolisado apresentar além do acido latico
outros componentes como agucares ndo consumidos e outros componentes que
podem interferir no processo de separacdo do acido latico da fase aquosa para
organica.

O 1 — butanol foi considerado melhor solvente comparado com o 1 — octanol,
observando um incremento de 89,1% para o processo de extracao utilizando o 4cido
latico comercial e um incremento de 90,2% utilizando o &cido latico oriundo do
hidrolisado do bagaco de caju.

Outros autores obtiveram diferentes valores ao estudar a separacéo de acido
latico por solventes. Hu et al. (2017) obtiveram rendimento de recuperacéo igual a
57,38% do caldo fermentado utilizando acetato de etila como solvente. Beg et al.
(2022) conduziram um estudo sobre extracdo liquido-liquido de acido latico usando
solventes ndo téxicos com adicdo de diferentes 6leos, 6leo de gergelim, 6leo de
farelo de arroz e 6leo de mostarda, e reportaram eficiéncias de extracdo iguais a
22,37%, 16,66% e 12,16%, respectivamente.

Durante o processo de extracao de acido latico, ocorreu a formacao de trés
fases conforme apresentado na Figura 18. A fase do fundo representa o sulfato de
amonio, que acabou precipitando com o tempo, a fase do meio representa fracao
aquosa do hidrolisado do bagaco de caju e a fracdo do topo equivale a fase organica

na qual ficou concentrada a maior parte do acido latico.
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Figura 18 — Imagem ilustrativa da extra¢éo do &cido latico, produzido a partir do hidrolisado
do bagaco de caju, da fase aquosa para fase organica utilizando como solvente 1-butanol e com

tempo de extracao de 2 horas.

Topo
fase
organica

Meio

fase Fundo
aquosa sulfato de

amonio

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apobs a realizacdo da etapa de extracdo, ao acido latico obtido foi realizada a
caracterizacdo do isébmero, e apds analises realizadas no polarimetro Polax foi
possivel determinar que para ambas as cepas, LABO7 e LAB14, ocorreu a producdo

de L — acido latico.

4.5 Producdo enzimatica de poliacido latico (PLA)

Dentre as estratégias avaliadas para producdo de poliacido latico (PLA),
neste trabalho, destacou-se a utilizacdo de enzimas como biocatalisadores, em
substituicdo aos comumente utilizados catalisadores metalicos. O método de
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producéo do polimero PLA catalisado pela enzima lipase B de Candida antarctica
(CALB), ocorreu sob condi¢gbes de 25 °C e 150 rpm por 2 horas, avaliando os
solventes tolueno e hexano como meio reacional, bem como diferentes
concentracdes de acido latico (8, 23, 38, 53 e 75 mmol/L) oriundo do HBC.

A Tabela 11 apresenta os resultados da conversao de acido latico em PLA.
Foi possivel observar que a utilizacdo do hexano como solvente ndo favoreceu a
producdo, pois em todos os testes analisados n&o ocorreu mudanca na
concentracdo do acido latico. No entanto, nos processos usando o tolueno como
solvente, foi possivel constatar que com uma maior concentracdo de acido latico
inicial (53 e 75 mmol/L) ocorreu uma diminuigdo na sua concentragéo no decorrer
do processo enzimético, indicando assim que a enzima pode ter sintetizado o
polimero, ndo ocorrendo nenhuma variacdo na concentracdo de acido latico nos

experimentos realizados nas menores concentracdes (8, 23 e 38 mmol/L).

Tabela 11 - Sintese do polimero PLA catalisada pela enzima lipase B de Candida antarctica
a 25 °C e 150 rpm por 2 horas em diferentes solventes e usando o acido latico oriundo do

bioprocesso.

Solvente Concentracao de acido (mmol/L) Converséao de AL (%)
8 0
23 0

Hexano 38 0
53 0
75 0
8 0
23 0

Tolueno 38 0
53 3,7
75 7,9

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O PLA produzido foi identificado por espectroscopia de ressonancia
magnética baseada na identificacdo dos hidrogénios (RMN de 'H). De acordo com
os resultados apresentados, observou-se que a enzima CALB pode ser usada para
producdo de PLA, sendo os dados obtidos nesse trabalho suportados pelos dados
publicados na literatura (JEON et al., 2013). A Figura 19 apresenta o RMN obtido
para o ensaio utilizando tolueno como solvente e com uma concentracdo de acido
igual a 75 mmol/L. Na andlise do espectro de RMN de 'H observa que ocorreram
desvios quimicos em &n 5,22 - 1,47 ppm indicando assim a formacao de PLA. Na
Figura 19, é possivel observar que os grupos CH estao representados em 6n 5,22 -
5,18 ppm e também pode ser constatado a presenca de grupos CHs nos dupletos
em Oou 158 -156 ppm. E observando os dados reportados na literatura
(SUGANUMA et al., 2019), é possivel constatar a concordancia dos resultados de
deslocamento quimico do PLA. Pode-se também analisar que para o deslocamento
quimico para o acido latico, o quarteto em &+ 4,40 — 4,35 ppm representa o CH e o
dupleto em dn 1,48-1,47 ppm representa CHs. Por fim, foi observado que os
resultados experimentais apresentados na Figura 19 estdo de acordo com os

valores encontrados no banco de dados HMDB (Human Metabolome Database).

120



Figura 19 - Espectro de RMN de *H da sintese do PLA por lipase B de Candida antactica em

tolueno por 2 horas usando o acido latico produzido por bioprocesso.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Contudo, poucos estudos séo reportados na literatura acerca da utilizacdo de
enzimas como biocatalisadores para producédo de PLA, ndo existindo assim muitos
dados comparativos. Todavia, foi constada a producéo de PLA pela técnica de RMN
e tal producédo, que ocorre utilizando um biocatalisador enzimatico, apresenta-se
adequada aos requisitos necessarios as mais novas legislagbes ambientais
(OLIVEIRA et al., 2019), tendo em vista a n&o utilizacdo de um catalisador quimico
que gera muitos compostos toxicos. Esse estudo foi realizado sob condigbes
reacionais mais amenas, contudo em relagéo a utilizagao do tolueno como solvente,
esse seria um ponto de estudo futuro visando avaliar solventes menos toxicos, pois

os resultados obtidos com tolueno ja foram promissores.
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5 CONCLUSAO

Em concordancia com os resultados obtidos nesse estudo, foi possivel
concluir a producéo de L- acido latico a partir do hidrolisado de bagaco de caju em
biorreator, que nas melhores condi¢cdes operacionais selecionadas de obtencéo do
inodculo, temperatura, rotacdo, controlando o pH e adicionando ureia como fonte de
nitrogénio obteve concentra¢des de acido latico iguais a 31,6 g/L e 29,58 g/L para
as cepas de Lactobacillus plantarum LAB 07 e LAB 14, respectivamente.

Constatou-se que o melhor tempo de in6culo foi de 24 h para a cepa LABO7
e 20 h para a cepa LAB14, indicando assim que a cultura em fase de desaceleragéo
de crescimento € mais favoravel ao processo de producdo do &cido de interesse.
Bem como foi possivel observar que a maior producdo ocorreu a uma menor
temperatura, 30 °C, para ambas as cepas e também se constatou que com uma
menor rotacéo 100 rpm era possivel produzir mais &cido latico.

A fonte de nitrogénio escolhida (para ambas as cepas) foi a ureia, pois 0
hidrolisado suplementado com essa fonte apresentou maior producdo se
comparado com os estudos sem fonte de nitrogénio e com sulfato de aménio, bem
como nao houve diferenca significativa se comparado com o ensaio que utilizou de
extrato de levedura. Além disso a utilizacdo do hidrolisado do bagaco de caju
suplementado com ureia apresentou uma reducdo nos custos com o meio de cultivo
de 90%, se comparado com o meio comercial (MRS), condicdo essa importante
tendo em vista a possibilidade de aplicacéo industrial e destacando o HBC como
importante fonte de carbono para producéo do bioproduto.

No processo de separacdo do acido latico por extracao liquido-liquido, o 1-
butanol apresentou melhores resultados, recuperando 80% e 72,1% do acido latico,
proveniente da fase polar, comercial e o oriundo do bioprocesso, respectivamente.

Também foi verificado a producéo do bioplastico PLA por RMN a partir do
acido latico produzido em HBC, por reacdo enzimatica com lipase CALB em tolueno,
numa reacao de 2 horas a 150 rpm e 30 °C, ressaltando a importancia desse residuo
agroindustrial na producdo de bioprodutos de alto valor agregado e grande

aplicacao industrial.
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Por fim, esta tese apresenta-se como uma rota inovadora para a producao
de L-4cido latico (o mais requerido pelas industrias para producéo do PLA), por duas
cepas de L. plantarum selvagens, uma isolada do queijo (LABO7) e outra isolada do
molho de pimenta (LAB14), utilizando uma fonte de carbono renovavel (HBC) e com
baixo custo de processo. Também, obteve-se o polimero de acido latico por um
bioprocesso sendo conduzido em condi¢cdes amenas (25 °C, 150 rpm) e utilizando

um catalisador nao toxico.
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6 PRODUCOES CIENTIFICAS

O desenvolvimento dessa tese de doutorado gerou as seguintes producdes

cientificas:

* Foi publicado um artigo de revisdo cujo titulo foi: “Polylactic acid production
from biotechnological routes: A review”. Na revista: International Journal of
Biological Macromolecules;

* Foi submetido um artigo cujo titulo foi: “Lactic acid production from cashew
apple bagasse, an agro-industrial waste, and its application in the enzymatic
synthesis of polylactic acid”. Na revista: Process Biochemistry.

* Foi apresentado um trabalho no 26th International Congress of Chemical and
Process Engineering — CHISA, que ocorreu em Praga em 2022, cujo titulo do
trabalho foi: “Cashew apple bagasse as feedstock for biotechnological

production of lactic acid”.
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