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RESUMO

O presente trabalho apresenta um estudo sobre a producdo de L(+) &cido latico por
Lactobacillus rhamnosus B 103 utilizando diversas estratégias fermentativas com o objetivo
de aumentar a producdo. Foram também realizados estudos sobre o processo de purificagcdo
do acido em questdo. Foi utilizado o meio otimizado, essencialmente composto por residuos
da agroindustria: 60,00 g/L de lactose de soro de queijo (90,00 g/L de agucares redutores
totais), 45,00 mL/L de &gua de maceracdo de milho, 1,00 mL/L de Tween 80 e 0,075 g/L de
sulfato de manganés.

Foram realizados 4 tipos de fermentacdes em batelada: batelada simples, batelada alimentada
por fluxo constante, batelada alimentada por pulso e batelada alimentada por pH-stat. Foram
estudados os parametros cinéticos, de producdo e produtividade. A fermentacdo com melhores
resultados foi a batelada alimentada por pH stat, quando o meio de alimentacao foi composto
exclusivamente por residuos da agroindustria (soro de queijo e 4gua de maceracdo de milho).
A producdo foi de 143,70 g/L e a produtividade, para &cido latico, em 24, 48 e 96 horas
foram 2,70; 2,25 e 1,49 g/L/h respectivamente. Para a fermentacdo em batelada a producéo foi
de 57,00 g/L, para a batelada alimentada por pulso foi de 98,90 g/L e para a batelada
alimentada com fluxo constante foi de 80,45 g/L.

Para a extracdo e purificacdo do &cido latico foram realizados estudos utilizando carvéo
ativado, troca ibnica, nanofiltracdo e filtracdo a vacuo utilizando carvdo ativado e celite. A
dupla filtracdo a vacuo utilizando carvéo ativado e celite apresentou melhor recuperacao de
acido latico (71%), relacdo acUcares redutores/acido latico de 0,5% e 100% de remocéo de
proteinas.

Palavras chave: Producdo de &cido latico. Residuo agroindustrial. Purificacdo. Celite.



ABSTRACT

This work presents study of production of L(+) lactic acid by Lactobacillus rhamnosus B 103
using different fermentative strategies with the aim of increase the production by fed batch
fermentation. The study about the purification process of the lactic acid was also made.
Optimized medium used was essentially composed of agribusiness residues: 60,00 g/L of
lactose from whey (90,00 g/L of total reducing sugars), 45,00 mL/L of corn steep liquor, 1,00
mL/L of Tween 80 and 0,075 g/L of manganese sulfate.

Four different kinds of batch fermentation were made: simple batch, constant feed rate fed-
batch, pulse fed-batch and pH stat. The kinetic parameters of production and productivity
were investigated during this study too. The best fermentation was the pH stat with feed
medium containing only whey and corn steep liquor. The production was 143,70 g/L and the
productivity for lactic acid in 24, 48 and 96 hours were 2,70; 2,25 and 1,49 g/L/h respectively.
For the batch process the production was 57,00 g/L, for pulse fed-batch was 98,90 g/L and for
constant feed fed-batch was 80,45 g/L.

For extraction and purification of lactic acid different process were studied too: activated
carbon, ion exchange, ultrafiltration, nanofiltration and vacuum filtration using activated
carbon and celite. The double vacuum filtration using activated carbon and celite was the best
process with recovery of lactic acid of 71%, lactic acid and reducing sugars relation of 0,5%

and 100% of protein remotion.

Key Word: Lactic Acid Production. Residues of agribusiness. Purification. Celite.
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1 INTRODUCAO

O écido latico (acido 2-hidroxipropanodico) é um &cido organico amplamente
empregado em diversos setores da industria. Na industria farmacéutica, o &cido latico pode ser
utilizado como matéria prima na producdo de cosméticos, formulacdo de pomadas e locGes;
na industria quimica pode ser empregado na producdo de bases quimicas e solventes
orgénicos e na industria alimenticia atua como acidulantes, flavorizantes, aromatizantes e
emulsificantes (WEE et al., 2004; ALTAF et al., 2005).

Outro grande campo de interesse do acido latico estd na producdo de plasticos
renovaveis e biodegradaveis a partir do acido polilatico (PLA), tais como embalagens de
alimentos e utensilios plasticos variados, os quais podem substituir os produtos fabricados
com matéria prima a base de petréleo (DATTA et al., 1995). Além disso, os biopolimeros de
PLA por serem assimilaveis pelo corpo humano podem ser empregados na medicina, na
regeneracdo de tecidos, suturas, fixacOGes de fraturas, reposicdo 0ssea, reparo da cartilagem,
fixacdo de ligamentos e implantes (SAKATA et al., 2004).

O écido latico tem em sua estrutura um carbono assimétrico, chamado de carbono
quiral. Este carbono confere a molécula a propriedade de desviar o plano da luz polarizada,
tanto para a esquerda [isoméro levagiro L(+)] quanto para a direita [isoméro dextrogiro D(-)]
(ZHOU et al., 2003) (Figura 1). Os polimeros produzidos a partir de acido latico D(-) e L(+)
tém mostrado propriedades fisico-mecanicas comparaveis aos plasticos produzidos a partir de
reservas fosseis de energia, porém com elevadas taxas de biodegradabilidade. O acido latico
pode ser obtido tanto pela acdo fermentativa de bactérias, fungos e leveduras quanto por
sintese quimica. A sintese quimica do acido latico sempre produz uma mistura racémica, ja a
producdo fermentativa de acido latico permite a obtencdo dos isdmeros L(+) e D(-) &cido
latico separadamente e também de DL &cido latico. A producdo dos diferentes isdmeros se da
em funcdo da espécie de micro-organismo selecionada para fermentacdo. A pureza dptica do
acido latico é o fator crucial nas propriedades fisicas do PLA (SODEGARD e STOLT, 2002).

H H

HOOC” I H ™ NCOOH
OH HO
Li+) Di-)

Figura 1: Estrutura do &cido latico e seus isdmeros



Os processos fermentativos sdo mais vantajosos por serem mais econémicos (SILVA e
MANCILHA, 1991). Aproximadamente 90% do total do &cido latico produzido no mundo é
obtido por fermentacéo utilizando bactérias (ZHOU et al., 2006).

Diversos subprodutos e matérias-primas da agroindustria tém sido empregados para a
producdo de &cido latico, em funcdo da alta disponibilidade e baixo custo, por exemplo,
bagaco, melaco e caldo de cana de aclcar (DE LIMA et al., 2009; DE LIMA et al., 2010a;
COELHO et al., 2011b), soro de queijo (DE LIMA et al., 2010b), manipueira (COELHO et
al., 2010) além da agua de maceracgdo de milho (AMM) e do autolisado de levedura.

Para otimizar a producédo de &cido latico, alguns pardmetros devem ser considerados
durante a fermentacdo, tais como: concentracdo de nutrientes, pressao parcial de oxigénio e
didxido de carbono, pressdo osmdtica, variagdo do pH, o “stress” provocado pela agitacao
sobre as ceélulas, além da temperatura de cultivo, do tempo de fermentacdo e do tipo de
fermentacdo, continuo ou por batelada (BOUDRANT et al., 2005).

A producéo de acido latico pode ser inibida em funcdo de altas concentracGes da fonte
de carbono. Para evitar esse problema, diferentes medidas véem sendo adotadas: adicdo de
enzimas ao meio de fermentacdo em batelada, proporcionando a quebra da fonte de carbono e
producdo de acido latico simultaneamente; ModificacBes das bactérias laticas através da acéo
de engenharia genética tornando-as capazes de quebrar a fonte de carbono em seus
mondmeros. E por fim, uso de processos em batelada alimentada, com diferentes métodos de
alimentacdo tem se apresentado como uma excelente opgdo de solucdo para este problema
(ZHANG et al., 2010).

Terminado o processo fermentativo inicia-se o processo de purificacdo do acido latico.
A primeira etapa é separar as células do caldo fermentado. Apés a centrifugacdo o meio de
fermentacdo ainda apresenta muitas impurezas no sobrenadante, por exemplo, ions (sédio,
sulfato), proteinas e aglcares. Como sequéncia ao processo de obtencdo do &cido latico,
resinas trocadoras de ions podem ser usadas com o objetivo de remover essas impurezas.
Desde que haja a presenca de ions lactato, este pode ser adsorvido em resinas trocadoras de
anions, para que o acido latico seja recuperado. Existem outros métodos de recuperagdo como
a extragdo (SUN et al., 2006), eletrodialise (MADZINGAIDZO et al., 2002). Entretanto, todas
as técnicas precisam de maiores esforcos na otimizacdo para que a grande demanda de

producdo de acido latico seja atendida (WU et al., 2012).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Micro-organismos produtores de &cido latico

O é&cido latico pode ser produzido por bactérias, por algumas leveduras e por alguns
fungos filamentosos. Os fungos filamentosos (Rhizopus) ainda sdo pouco utilizados para a
producdo de &cido latico, pois 0 processo necessita de biorreatores com alta taxa de aeracdo,
uma vez que esses micro-organismos sao obrigatoriamente aerobios. Além disso, a eficiéncia
dos processos produtivos utilizando fungos é baixa, devido a menor taxa de reagdo causada
pela limitacdo a transferéncia de massa (PARK et al., 1998) e a formacdo de bioprodutos
como acido fumarico e etanol (TAY e YANG, 2002).

A maior producdo de &cido latico por micro-organismos se da por via bacteriana,
sendo que o0s g@éneros mais comuns Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (ERCOLINI et al., 2001; JAY,
2000; HOLZAPFEL et al., 2001; STILES e HOLZAPFEL,1997), pertencem ao Filo
Firmicutes. JA& no Filo Actinobacteria estdo agrupadas bactérias como Aerococcus,
Microbacterium e Propionibacterium (SNEATH e HOLT, 2001) e também Bifidobacterium
(GIBSON e FULLER, 2000; HOLZAPFEL et al., 2001).

Bactérias laticas sdo caracterizadas basicamente por serem Gram positivas, aerdbias ou
anaerobias facultativas, ndo formadoras de esporos. Podem ter formas de bastdo ou cocos.
Quanto as caracteristicas bioguimicas sdo catalase, oxidase e benzidina negativas, nédo
reduzem nitrato a nitrito, sdo gelatinase negativas e sao incapazes de utilizar lactato (CARR et
al.,2002). Dependendo do metabolismo do micro-organismo, este pode ser classificado de
acordo com a fonte de carbono em bactérias homofermentativas, como Lactococcus e
Streptococcus, que tem rendimento tedrico de duas moléculas de lactato a partir de uma
molécula de glicose, de forma que ocorre a degradacdo anaerobica da glicose para produzir o
acido latico. A glicélise é uma das inimeras vias catabdlicas conhecidas genericamente como
fermentacdes anaerobias, através das quais muitos organismos extraem energia quimica de
varios combustiveis organicos, na auséncia do oxigénio molecular (LEHNINGER et al.,
2002).

Podem também ser classificadas como bactérias heterofermentativas (Leuconostoc e
Weissella) seguindo a rota do fosfogliconato fornecendo lactato, etanol (e/ou acetato) e gas
carbonico em quantidades equimolares (LEHNINGER et al., 2002, CAPLICE e
FITZGERALD, 1999; JAY, 2000; KUIPERS et al., 2000).
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As bactérias laticas tém capacidade biossintética limitada que confere dependéncia de
meio nutricional complexo, com vitaminas e aminoacidos para o crescimento (STILES e
HOLZAPFEL, 1997). Os principais aminoacidos requeridos para a fermentacao latica sdo a
leucina, isoleucina e valina (OLIVA-NETO e YOKOYA, 1997) que estdo presentes no soro
de queijo e na agua de maceracdo de milho, fontes alternativas comumente utilizadas na

producdo de &cido latico.

2.1.1 Lactobacillus

A divisdo classica de Orla-Jensen (1919) para o género Lactobacillus foi baseada nas
caracteristicas fermentativas desses micro-organismos (Tabela 1):

1) Homofermentativo obrigatorio 2) Heterofermentativo facultativo 3) Heterofermentativo
obrigatdrio.

Esta divisdo esta adequada aos interesses dos microbiologistas de alimentos. Varios
Lactobacillus dos grupos 1 e 2 e alguns do grupo 3 sdo utilizados em alimentos fermentados,
mas o grupo 3 também estd comumente associado com a deterioracdo dos alimentos.

Os Lactobacillus sdo descritos como um grupo heterogéneo de bastonetes Gram
positivos, ndo formadores de esporos, mesofilos ou termdfilos, catalase negativos, que
apresentam forma de bastonetes, sdo anaerébios ou aerotolerantes (STILES e
HOLZAPFEL,1997; HUANG e TANG, 2007; SNEATH e HOLT, 2001). Além disso,
apresentam limitada capacidade biossintética e dependéncia de meio nutricional complexo
com vitaminas e aminoacidos para o crescimento (STILES e HOLZAPFEL, 1997).

Esses micro-organismos crescem em diferentes habitats, tais como plantas, solo, dgua,
esgoto, esterco e alimentos fermentados (leite, carne e vegetais), cereais, silagem, alimentos
deteriorados, cerveja, frutas e grdos, peixes, residuos da industria de processamento de agucar,
leite, carnes, bebidas fermentadas e a cavidade oral e o trato intestinal de seres humanos. Eles
sdo aciddfilos, portanto reduzem o pH dos alimentos contendo carboidratos fermentesciveis
em torno de 4,00 e como resultado, muitas vezes inibem o crescimento ou matam outras
bactérias. E geralmente aceito que os Lactobacillus crescem até um pH maximo de 7,20,
apesar de existirem excecdes com relagdo ao substrato e a cepa. Lactobacillus sdo usados
como culturas iniciadoras em muitas variedades de queijo, alimentos vegetais fermentados,
carnes fermentadas, vinho e cerveja, pdo e silagem. O atual estado da taxonomia de
Lactobacillus baseada na subdiviséo classica fenotipica esta mostrada na Tabela 1 ( ORLA-
JENSEN, 1919).
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O grupo 1 inclui os Lactobacillus homofermentativos obrigatérios que fermentam
glicose em exclusivamente &cido latico e ndo fermentam pentoses ou gluconato. Representam
as termobactérias de Orla-Jensen e importantes espécies associadas a industria de alimentos:
Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii e Lb. helveticus, assim como Lb. kefiranofaciens.

O grupo 2 inclui os Lactobacillus heterofermentativos facultativos, que fermentam
hexoses em acido latico e podem produzir gas a partir de gluconato, mas nao a partir de
glicose. Eles também fermentam pentose por fosfocetolase induzivel para produzir acido
latico e acético. Importantes espécies neste grupo sdo o Lb. casei e Lb. plantarum que estdo
associados com muitos habitats, incluindo produtos lacteos, silagem, boca e intestino humano
e esgoto. Lb.plantarum ¢ utilizado como “starter” em alguns produtos embutidos fermentados
e produtos de cereais, cresce em vegetais fermentados e produtos de carne e esta relacionado a
deterioracdo em citros, sucos, vinho e queijos. Um terceiro subgrupo do grupo 2 de
Lactobacillus inclui o Lb.curvatus e Lb. sake que tem importante associacdo com alimentos.

O grupo 3 inclui os heterofermentativos obrigatorios que fermentam hexose em acido
latico, &cido acético e/ou etanol e didxido de carbono. A producdo de géas a partir de glicose é
uma caracteristica dessas bactérias. A maioria dos Lactobacillus heterofermentativos
obrigatorios estdo associados com fermentacGes de alimentos, sendo que o Lb. sanfrancisco
converte maltose em acido latico, acido acético e em compostos flavorizantes, dando aroma
ao pao de massa azeda. Entretanto, alguns, como o Lb. bifermentans podem causar
deterioracdo de alimentos, provocando rachaduras em queijo Gouda e Edam, devido a
producdo de gas. Outros, como o Lb. brevis, causam deterioracdo em frutas citricas, vinho e
cerveja, Lb. fructivorans, Lb. brevis e Lb.buchneri causam deterioracdo em maionese
(DAKIN e RADWELL, 1971).
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Tabela 1: Diviséo dos Lactobacillus de acordo com seu metabolismo ( ORLA-JENSEN, 1919)

.. . Heterofermentativo Heterofermentativo
Caracteristicas Homofermentativo

facultativo estrito
Aldolase + + -
Fosfocetolase - + +
Formacdo de CO, - + +
Fermentacéo de i N N
pentoses
Micro-organismos L. acidophilus L. casei L. fermentum
L helvectus L. rhamnosus L. brevis
. L. plantarum L. buchneri
L.salivarus
L.delbrikii L. sake L. reuteri

2.2 Residuos utilizados para producéo de acido latico

Bactérias laticas tém necessidade de nutricdo complexa, devido a capacidade limitante
de sintetizar seus préprios fatores de crescimento, como vitaminas do complexo B e
aminoacidos. Elas necessitam de alguns elementos para crescimento, como fontes de carbono
e nitrogénio, na forma de carboidratos, amino&cidos, vitaminas e minerais

Ha& vérios fatores que estimulam o crescimento e que tem efeito positivo na taxa de
producdo de acido latico. Misturas de aminodacidos, peptideos e amidas geralmente estimulam
0 crescimento e resultam em taxas de crescimento maiores do que aquelas obtidas a partir de
aminoéacidos livres. Acidos graxos também influenciam o crescimento dessas bactérias e o sal
mais importante na fermentac&o latica é o fosfato. fons aménio ndo podem ser usados como
fonte Unica de nitrogénio, mas eles exercem influéncia no metabolismo de alguns
aminodcidos (NIEL e HAHN-HAGERDAL, 1999).

Minerais ndo parecem ser essenciais para o crescimento de bactérias laticas, logo a
quantidade encontrada em meios complexos comerciais € suficiente. Temperatura e pH séo
fatores importantes que influenciam o crescimento e a produgcdo de &cido latico
(HOFVENDAHL e HAHN-HAGERDAL, 2000).

Em geral, as caracteristicas desejaveis para uma bacteria latica industrial s&o:
habilidade de crescer rapidamente e converter completamente matérias primas de baixo custo
em &cido latico, com o minimo requerimento nutricional e prover altas concentragcGes de um

dos isbmeros Opticos, sem formacdo de co-produtos (WEE et al., 2006).
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Para tornar possivel a produgdo biotecnoldgica de &cido latico se faz urgente a
utilizacdo de matérias primas de baixo custo, pois a producéo de polimeros e outros produtos
industriais requerem grandes quantidades de acido latico, que deve apresentar precos
reduzidos.

A matéria prima ideal para a producdo de é&cido latico deve possuir algumas
caracteristicas basicas: ser de baixo custo, possuir baixos niveis de contaminantes, permitir
alta taxa de producdo e rendimento de acido latico, ndo proporcionar a formacdo de co-
produtos, tornar possivel a fermentacdo, com pouco ou nenhum pré-tratamento e ser
disponivel durante o ano todo (VICKROY, 1985). Quando materiais refinados sdo usados
para producdo de acido latico os custos do processo de purificacdo do produto podem ser
significativamente reduzidos. Entretanto, o processo continua economicamente inviavel, pois
carboidratos refinados possuem custos excessivamente altos 0 que aumenta expressivamente
0s custos de producdo. Portanto grandes esforcos sédo feitos no sentido de se encontrar

substratos economicamente viaveis para a producdo de acido latico (WEE et al., 2006).

2.2.1 Soro de queijo

O soro de queijo é o maior residuo gerado na producdo de queijo. As caracteristicas do
soro de queijo dependem da qualidade do leite usado (cabra, vaca, ovelha e bufala) o qual
depende da raca, alimentacdo, salde e estagio de lactacdo do animal.

A maioria das fabricas de queijo acumulavam seus efluentes em pequenos lagos ou
despejavam diretamente em rios, lagos e oceanos sem nenhum pré-tratamento. Uma vez
nesses ambientes o soro de queijo pode causar excesso de consumo de oxigénio,
impermeabilizacdo, eutrofizacdo e aumento da toxicidade (PRAZERES et al., 2012).

O volume de efluentes produzidos aumenta conforme se aumenta a producdo de
queijo. Assim, para producdo de um 1,00 Kg de queijo sdo necessarios 10,00 Kg de leite e
serdo originados 9,00 Kg de soro de queijo. Em 1995, foram produzidos 40,70 x 10° ton de
soro de queijo sendo que metade foi produzida nos EUA (TEJAYADI e CHERYAN, 1995).
Por ser considerado um residuo o preco do litro de soro de queijo “in natura” na industria
chega ser R$ 0,01 (LIZIEIRI e DE CAMPOS, 2006).

Sao considerados trés tipos de tratamentos para o efluente da producdo de queijo. O
primeiro é baseado na aplicacdo de tecnologias. Estas tecnologias s@o introduzidas para
recuperar componentes valiosos do efluente, como proteinas e lactose. Cada litro de soro de
gueijo contém, em média, 50,00 g de lactose, 10,00 g de proteinas com alto valor nutricional,
0,12 g de gorduras e 0,11 g de sais minerais (DOMINGUES et al., 1999).
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O segundo tratamento constitui a aplicacdo de técnicas fisico-quimicas, como
floculacdo, ozonizagdo, precipitacdo térmica e isoelétrica, precipitacdo termocélcica,
precipitacdo acida e alcalina e oxidacéo eletroquimica (PRAZERES et al., 2012).

A terceira opgdo constitui na aplicacdo de tratamentos bioldgicos. A hidrolise da
lactose e proteinas leva a formagdo de monossacarideos de lactose (glicose e galactose),
peptideos e/ou aminoacidos. O soro passa pelo processo de ultrafiltracdo, onde o permeado
tera baixo contetdo de proteinas e elevada concentracéo de lactose e sais minerais.

Os micro-organismos mais comuns usados para a producao de &cido latico, a partir de
soro sdo Lactobacillus, Lactococcus e Streptococcus.

Produzir acido latico a partir de soro de queijo sem adi¢do de suplementos limita sua
aplicacdo industrial por causa da baixa produtividade. A suplementacdo de nutrientes é um
fator chave para a eficiéncia do processo. Por exemplo, manganés constitui um fator limitante
do crescimento para L. casei, uma vez que este nutriente atua no metabolismo da enzima
lactato desidrogenase (PRAZERES et al., 2012).

O nutriente comumente adicionado para producdo de acido latico é o extrato de
levedura, mas este pode contribuir significativamente para o aumento dos custos de producao.
Uma alternativa ao extrato de levedura é a 4gua de maceragdo de milho (AMM). Como deriva
do milho, 85% do contetddo de nitrogénio € composto de proteinas, peptideos e aminoacidos
(WEE et al., 2006).

2.2.2 Agua de maceracéo de milho

Agua de maceracdo de milho (AMM) é uma excelente fonte de nitrogénio para a
maioria dos micro-organismos devido a sua alta concentracdo de aminoéacidos, polipeptideos
com consideraveis concentragdes de vitaminas do complexo B (CARDINAL e HEDRICK,
1948).

AMM ¢é um produto do processamento do amido de milho, que tem sido usado com
sucesso para a producéo de acido latico (WEE et al., 2006). O milho apds ter sido descascado
é mergulhado em agua e entdo fracionado nos seus principais componentes por processos de
flotacdo: o milho é primeiramente embebido, ou mergulhado, em tanques abertos a 45-52°C
por 40-48 horas. Durante esta fase, os materiais soltveis sdo dissolvidos, o milho é amolecido
e a estrutura é enfraquecida e quebrada, o que facilita a moagem e também a separagdo dos
seus componentes.

Anteriormente a entrada da dgua nos tanques, acido sulfarico € adicionado para evitar

a contaminacdo e para auxiliar na extracdo de compostos soluveis.
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A &gua utilizada nos processos é reutilizada. De forma que a agua utilizada no
primeiro tanque é a mesma utilizada no segundo tanque, o que faz com gue a agua se torne
mais concentrada com o decorrer do tempo.

Apobs o procedimento de imersdo e moagem dos grdos de milho a &gua é retirada e
concentrada para que o teor em solidos seja de aproximadamente 50%. Este concentrado, a
agua de maceracdo de milho, pode entdo ser combinado com gluten e materiais fibrosos e
vendido como racdo animal, ou utilizado para fins microbiol6gicos.

Essencialmente, 4gua de maceracdo de milho é composta por solGveis de milho
concentrado, o qual foram extraidos durante o processo de maceracdo em pH 4, temperatura
de 45 a 52 °C, na presenca de acido sulfurico.

A AMM ¢ uma alternativa barata (4 a 6 centavos de dolar por litro de AMM) em
relagdo a materiais como extrato de levedura e peptona. Mais de 95% do total de nitrogénio
da AMM estdo na forma amino&cidos: alanina, arginina, &cido aspartico, cistina, acido
glutdmico, histidina, iso-leucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, treonina,
tirosina e valina. Mais do que um quarto do nitrogénio esta presente na forma de alanina
(LIGGETT e KOFFLER, 1984).

2.3 Estratégias fermentativas

Muitos estudos mostram o potencial para producéo de acido latico em escala industrial
através de processos fermentativos utilizando bactérias laticas ( BAI et al., 2003; ABDEL-
RAHMAN et al., 2013; CHENG et al., 2007). Alguns desses processos sdo as fermentacoes
em batelada, batelada alimentada, continua e batelada repetida. A escolha do melhor processo
depende das propriedades cinéticas de cada cepa microbiana, do substrato utilizado e de
aspectos econdmicos do processo.

A fermentacdo em batelada apresenta algumas desvantagens, por exemplo, o produto
final da fermentacdo pode inibir a continuidade do processo, ou seja, a producdo de acido
latico durante a fermentacdo pode interferir no crescimento celular. Além disso, a
concentracéo inicial de nutrientes pode limitar o aumento de massa celular e a produtividade
de &cido latico. Altas concentracdes da fonte de carbono, teoricamente, levariam a maiores
concentragOes de acido latico. No entanto, estudos comprovam que altas concentragdes da
fonte de carbono e de nitrogénio inibem o crescimento dos micro-organismos (COELHO et
al., 2011b).

Como forma de evitar essas formas de inibi¢do da produgdo, métodos alternativos tém

sido estudados. O processo em batelada repetida envolve a repeticéo de ciclos de fermentacao
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por re-inoculacdo de parte ou de todas as células do processo fermentativo para um proximo
meio de fermentacdo em batelada. Em comparacdo com a fermentacdo em batelada, este
processo tem sido usado para aumentar a produtividade de &cido latico. Vantagens do
processo em batelada repetida ainda incluem redugéo do tempo de lavagem e esterilizacdo do
fermentador e reducdo no tempo de producdo do inoculo. Ha reducdo global de tempo e
trabalho (ABDEL-RAHMAN et al., 2013).

A fermentacdo continua tem promovido altas taxas de produtividade quando
comparadas aos outros processos fermentativos, além de permitir a continuidade do processo
por maior periodo de tempo (HOFVENDAHL e HAHN-HAGERDAL, 2000).

Um dos processos mais promissores para o crescimento celular e producdo de
metabolitos é a fermentacdo em batelada alimentada que permite suprimento de nutrientes
durante o cultivo. Neste processo 0s niveis de nutrientes devem ser adequadamente
controlados. A vantagem desse processo € a possibilidade de controle, por alimentacdo, dos
niveis de nutrientes que podem inibir o crescimento celular (SOLETTO et al., 2008). Neste
tipo de fermentacao ha adicdo de substrato sem remoc¢éo do meio de fermentacdo. Geralmente
0s resultados sdo superiores ao processo continuo e ao processo de batelada simples, sendo
especialmente benéfico quando a mudanga na concentracdo dos nutrientes afeta a
produtividade e biomassa do produto desejado (DING e TAN, 2006).

Como estratégias de alimentacdo existem a fermentacdo em batelada alimentada
constante, intermitente, exponencial e por pH stat.

Através da alimentacdo constante Bai et al (2004) mantiveram a concentracao residual
de glicose entre 5,00 e 10,00 g/L, porém ndo observaram alteracBes na producdo de acido
latico quando foram comparadas as fermentacdes em batelada alimentada com fluxo constante
e batelada. Mu et al (2009) conseguiram aumentar a producdo do acido 3-fenillactico através
do processo em batelada alimentada por pulso.

Mass et al (2008) reportaram um novo processo de alimentagdo em que o substrato
alcalino era adicionado automaticamente no meio de fermentagéo, ajustando o valor de pH
durante a producdo de acido latico. Um método similar foi usado por Zhang et al (2010) e
obtiveram concentracOes residuais de glicose entre 4,10 e 4,90 g/L com maxima producéo de
acido latico de 96,3 g/L.

Diferentes estratégias foram utilizadas por Ding e Tan (2006) para a producgéo de L(+)
acido latico e foi encontrado que a fermentacdo com alimentacdo exponencial a partir de

glicose e extrato de levedura teve aumento de 56,70 % na producdo de &cido latico, 68,60 %
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de aumento na massa celular e 59,70 % de aumento na produtividade quando comparado a

fermentacao em batelada.

2.4 Extracao e purificacdo do acido latico

As barreiras tecnoldgicas para a producdo de &cido latico com baixo custo estdo
principalmente no processo de separacdo e purificacdo do &cido latico do meio fermentativo.
Além disso, a eficiéncia deste processo é essencial para posterior sintese do polimero de acido
latico ou écido polilatico (PLA), visto que a presenca de agucar, proteinas e de outros acidos
organicos devem ser minimas para obtencdo de 6timos resultados na polimerizacéo.

No método convencional de purificacdo do &cido latico ocorre a precipitagdo do
lactato de calcio, com esterificacdo e hidrolise através da destilagdo reativa. E um processo
econdmico, simples e confiavel, porém gera grandes quantidades de gesso, que é considerado
contaminante ambiental (JOGLEKAR et al., 2006). Por esta razdo ha a procura de métodos
alternativos e ecologicamente corretos para a purificacdo, como por exemplo, métodos
envolvendo: troca-idnica; destilacdo a vacuo; esterificagdo e métodos de hidrolise; separacdo
por membrana (LI et al., 2008); eletrodiélise e osmose reversa (TIMMER et al., 1993).

A purificacdo de acido latico a partir de colunas de troca idnica se mostra como uma
opcao tecnoldgica para o processo (GONZALEZ et al., 2008), uma vez que 0s equipamentos
necessarios sdo relativamente simples e baratos. O uso é recomendado quando a solugdo de
acido latico possui baixa concentracdo de sais (QUINTERO et al., 2012). Muitos estudos se
concentram na recuperacdo de acido latico usando adsorventes poliméricos aniénicos (base
forte, moderada ou fraca). A vantagem deste processo esta no fato de ndo haver necessidade
de acidificar o caldo fermentativo antes da adsor¢do. Adsorcao de resina de troca idnica € um
método pratico na industria, devido a sua economia, facilidade de utilizacdo, reducdo em
consumo de substancias quimicas e menor producao de residuos. Este método de separacao
também pode ser acoplado com o processo fermentativo (MOLDES et al.,, 2003;
KULPRATHIPANJA e OROSHAR, 1991). Quando se utiliza a resina em coluna de leito
fluidizado, é possivel tratar o caldo fermentado de uma forma rapida. No entanto, ha
dificuldades para alcancar alta capacidade de adsor¢do no processo de purificagdo por troca
ibnica para &cido latico (RAYA-TONETTI et al., 1999).

O processo de nanofiltragdo (NF) também tem se mostrado como uma opgao para o
processo de separacdo do acido latico do meio de fermentacdo (LI et al., 2008). A sua
seletividade se da tanto por impedimento estérico quanto por efeito de repulséo eletrostatica,

ou seja, a eficiéncia da separacdo por membranas de nanofiltragdo no tratamento de solucbes
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ibnicas pode ser explicada pela combinacdo de efeitos de tamanho e carga do &cido. A
maioria das membranas de NF podem reter firmemente compostos de peso molecular de até
150-250 g/mol, espécies carregadas e ions polivalentes.

A nanofiltracdo pode constituir um passo no processo de purificacdo para &cidos
organicos de baixa massa molar. Foi mostrado que a NF ¢ um método adequado para o
processamento da fermentacdo de acetato de sodio, gracas a sua capacidade de deixar permear
0 acetato enquanto que os nutrientes retidos como a glicose, podem ser reciclados no tanque
de fermentacdo (HAN e CHERYAN, 1995).

Nanofiltragéo, carvéo ativado e colunas de troca idnica sdo solugdes para recuperacao
do acido latico mencionadas em patentes (MANI e HADDEN, 1998). A nanofiltracdo é um
passo de purificacdo que pode ser realizado antes e/ou depois do processo de troca idnica,
pois as membranas de NF apresentam baixas taxas de rejeicdo ao &cido latico (e alta rejeicdo a
mono-e dissacarideos) e os mecanismos da rejeicdo de NF sdo tradicionalmente conhecidos
como parcialmente regulado por interacfes eletrostaticas, levando a altas rejeices de ions
bivalentes (efeito Donnan) (BOUCHOUX et al., 2006).

Avancos na separagdo e purificagdo com base em tecnologias de membrana,
particularmente, em microfiltracdo, ultrafiltracdo e eletrodialise (ED) levaram a criacdo de
novos processos para a producao de acido latico sem a geracdo de residuos.

A literatura mostra que a producdo de acido latico é viavel a partir de sais de lactato
através do uso da membrana bipolar da eletrodialise, que consegue converter solucfes de sais
em &cidos. Primeiramente, deve ser usada a membrana de eletrodialise monopolar que sera
responsavel por concentrar e purificar o caldo, entdo, prossegue-se para 0 uso da membrana
de eletrodialise biopolar que converte sais lactato em &cido latico (RYU et al., 2012). Através
de trocas ibnicas, a membrana é capaz de fornecer ions de hidrogénio ao caldo e recuperar 0s
cations presentes, de forma que a base usada durante a fermentacdo também pode ser
recuperada. Em outras palavras, ao fim do processo ha a conversdo dos sais de lactato para a

forma &cida e também ocorre a recuperacdo da base utilizada no processo fermentativo.

2.5 Aplicacbes do acido latico

Em 1990, o volume da producdo mundial de &cido latico era de 40.000 ton./ano com
dois importantes produtores, CCA Biochem (Holanda) e Sterling Chemicals (EUA). A
producdo em 2006 foi estimada em 120.000 ton./ano e o preco do acido latico com 50% de
pureza era de US$ 1,38/Kg e com 88% de pureza era US$ 1,54/Kg (WEE et al., 2006). Ja em
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2010 a joint venture Cargill Dow, maior produtor mundial de PLA, anunciou producdo de
acido latico em 500.000 ton.

Tradicionalmente o principal uso do &cido latico esta em aplicacdes alimenticias ou
relacionadas com alimentos. Nos EUA este destino para o &cido representa 85% da demanda.
O restante, aproximadamente 15%, é usado em aplicacGes ndo alimenticias. Recentemente
com o desenvolvimento e comercializacdo dos biopolimeros o uso do acido latico aumentou
consideravelmente e estima-se que entre 20 e 30% da producéo de 2005 tenha sido utilizada
nestas novas aplicagoes.

Como acidulante alimentar o &cido latico tem gosto &cido suave, em contraste com 0s
outros acidos alimentares. Ele ndo € volatil, ndo possui odor e € classificado como um aditivo
seguro pela “Food and Drug Administration”. E um bom conservante para alimentos em
conserva, como azeitonas e picles. Ele também é usado como flavorizante, controlador de pH
(tampdo) ou como inibidor de esporos bacterianos em uma variedade de produtos alimenticios
processados, como paes, bebidas, sopas, laticinios, cervejas, geléias, maionese e outros
produtos onde frequentemente a adi¢cdo do acidulante aumenta o tempo de prateleira e reduz
0 crescimento de organismos anaerobios formadores de esporos, como Clostridium
botulinum.

Acido latico e lactato de etila ha tempos sdo utilizados em aplicacdes farmacéuticas e
cosméticas. Por exemplo, entram nas formulacdes de éleos, logdes, pomadas; atuam como
humectantes. Os lactatos sdo frequentemente superiores aos produtos naturais e mais efetivos
que os alcodis, por exemplo, lactato de etila é o ingrediente ativo em muitas aplicacGes anti-
acne (DATTA e HENRY, 2006).

Os dois grupos funcionais (&cido carboxilico e alcool) possibilitam grande variedade
de reacBes quimicas para o acido latico, como reacfes de condensacao, esterificacdo, reducéo
e substituicdo do grupo alcool. Estas reacdes podem levar a formacédo de diferentes produtos:
polimeros para plésticos e fibras, solventes que entram na formulacdo de produtos de limpeza
e quimicos industriais oxigenados. Assim, 0 acido latico € um composto quimico de primeira
classe que pode ser derivado de carboidratos renovaveis e que tem aplicacbes em uma enorme
variedade produtos Uteis (DATTA e HENRY, 2006).

Algumas vantagens dos polimeros feitos a partir de &cido latico incluem: n&o retengdo
do calor, rapida taxa de degradabilidade no ambiente (compostagem), composto sustentavel
(com base em recursos renovaveis). Além disso, 0 uso de polimeros de acido latico torna os
produtos mais leves, uma vez que ele apresenta menor gravidade especifica em comparacao

com outras fibras naturais; proporciona maior resisténcia a tracdo (maior tenacidade que as
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fibras naturais); secagem rapida; tem resisténcia aos raios UV; baixo indice de refracdo;
quando comparados com materiais PET, apresentam menor calor de combustdo, ou seja,
emitem menos fumaca quando queimados ( COELHO, 2011).

A demanda de acido latico tem aumentado e é estimado um crescimento de 19% ao
ano, principalmente devido ao seu emprego na producdo de polimeros biodegradaveis como o
acido polilatico, que pode ser o substituto de polimeros derivados do petréleo (DATTA et al.,
1995, WEE et al., 2006) e por isso tem sido considerado um dos plasticos biodegradaveis
mais promissores (GROSS e KALRA, 2002; SAKAI et al., 2004). A elevada resisténcia
quimica desse composto é vantajosa para manufatura de fibras e filmes, enquanto a resisténcia
ao calor é favoravel para producdo dos mais diversos utensilios, como copos, bandejas
(TANAKA et al., 2006), talheres, pratos, sacolas, sacos de adubo, garrafas de refrigerante,
sacola de supermercado (BUSTOS et al., 2004; NAVEENA et al., 2005) assim como no setor
de embalagens da inddstria alimenticia (BOUDRANT et al., 2005).

Seu tempo de vida util € curto, podendo ser totalmente degradado no meio ambiente
em condi¢Bes de aerobiose ou anaerobiose. Sendo que essa acdo é facilitada quando ocorre
exposicédo a altas temperaturas e umidade (AURAS et al., 2003; TUOMINEN, 2003).

Além disso, os polimeros de &cido latico podem ser utilizados na medicina, pois tém a
importante caracteristica de serem biorreabsorviveis, podendo ser empregados na regeneragdo
de tecidos, suturas, fixacdes de fraturas, reposicdo dssea, reparo da cartilagem, reparo do
menisco, fixacdo de ligamentos e implantes (SAKATA et al., 2004).

Solventes “amigos do meio ambiente” € outra area de crescimento potencial para o
acido latico e seus derivados, particularmente os ésteres de acido latico com baixo peso
molecular, como etil, propil, e butil. Mais recentemente a “Vertec Biosolventes” desenvolveu
e vem comercializando blendas desses ésteres com outros solventes biolégicos, derivados de
acidos graxos e ésteres metil ou D- limoneno que tem inimeras propriedades de solvatacdo e
de limpeza (DATTA e HENRY, 2006).

3 OBJETIVOS

Objetivo deste trabalho foi o de aumentar a producdo de L(+) acido latico utilizando
diferentes estratégias de fermentacdo em batelada alimentada, tendo como fonte de carbono e
nitrogénio residuos da agroindustria. A separacdo e purificagdo do acido latico utilizando
técnicas de filtragdo com carvao ativado, carvdo ativado e celite, resinas de troca ionica e

nanofiltracdo, também foram objetivos deste trabalho.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Micro-organismo

Foi utilizado o micro-organismo homofermentativo Lactobacillus rhamnosus B103
(Figura 2) cedido pela Dra. Georgina L. Michelena Alvarez do ICIDCA de Cuba. O micro-
organismo encontrava-se liofilizado. Foi usado o meio Man, Rogosa e Sharpe (MRS),
composicdo em g/L: glicose (20), peptona (10), extrato de carne (10), extrato de levedura (5),
acetato de sédio (5), fosfato de potéssio (2), sulfato de magnésio (0,1), sulfato de manganés
(0,05) e citrato de amonio (2).

Primeiramente foi realizada a ativacdo do micro-organismo: em 5,00 mL de caldo
MRS foi colocado o micro-organismo liofilizado e incubado a 37°C por 18 horas. Apds este
periodo, 1,00 mL da suspensédo bacteriana foi transferido para um Erlenmeyer contendo 12,50
mL de caldo MRS. O Erlenmeyer foi mantido em incubadora, a 37°C, 150 rpm, por 18 horas.
Para obter culturas estoques, o conteddo do Erlenmeyer foi igualmente distribuido em
Eppendorfs contendo 500,00 pL de solucdo de glicerol 40 % (v/v) e congelados a -20°C. Para
0 preparo do indculo, tubos da cultura estoque foram descongelados e o seu contetdo inserido
em um Erlenmeyer contendo 100,00 mL de caldo MRS. O indculo foi incubado a 37°C, 150
rpm por 24 horas. Em todos os experimentos foram adicionados 10% (v/v) de inoculo, com
24 horas.

Figura 2: Coloracdo de Gram para Lactobacillus rhamnosus B 103

4.2 Substratos

O soro de queijo em poé foi fornecido por Laticinios Regina (Sdo Paulo-SP) e possuia
aproximadamente 60 % de lactose. O soro de queijo utilizado no meio de fermentacéo foi
preparado atraves da desproteinizagdo. O soro foi dissolvido em &gua e posteriormente
aquecido, em autoclave, por 15 minutos. Este processo provocou a coagulagdo das proteinas.

Em seguida, a solucdo foi resfriada naturalmente até atingir a temperatura ambiente e entéo
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centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos para a remo¢do das proteinas (soro de queijo
desproteinizado).

Ja para o preparo do meio usado para alimentacdo durante as fermentacbes em
batelada alimentada foi realizado o processo anterior e apds a remocdo das proteinas foi
realizada nova dissolucdo do soro de queijo em pd e foi realizado o processo de
desproteinazacdo novamente. Assim foram preparados dois meios de soro de queijo, 0
primeiro usado como meio de fermentacdo e o segundo, mais concentrado, usado como meio
de alimentacéo.

A &gua de maceracdo de milho utilizada foi fornecida por Corn Products, Mogi
Guacu/SP. A AMM foi submetida a centrifugacédo (10.000 x g por 10 minutos) para remocao

de impurezas sélidas presentes.

4.3 FermentacoOes
4.3.1 Producéo de L(+) &cido latico por Lactobacillus rhamnosus B103

As fermentacBes para producdo de L(+) &cido latico por Lactobacillus rhamnosus
B103 foram conduzidas em fermentador (Bio-T Mini Zeta) de 5 litros com temperatura,
agitacdo e pH de 37°C, 200 rpm e 6,20, respectivamente. O volume de trabalho inicial foi de
1,50 L para todas as fermentac6es (Figura 3). Foram realizadas 4 tipos de fermentacoes, sendo
uma batelada simples e 3 bateladas alimentadas (por fluxo constante, por pulso e pH stat) . O
pH das fermentac6es foi controlado com NaOH.

O meio de cultivo para a batelada simples foi o meio otimizado, adaptado, com base
nos melhores valores de rendimento para acido latico, obtidos por Coelho (2011a): 90,00 g/L
de acucares redutores totais, provenientes do soro de queijo, 45,00 mL/L de &gua de
maceracao de milho, 1,00 mL/L de Tween 80 e 0,075 g/L de sulfato de manganés. Todas as
fermentacdes do tipo batelada alimentada foram compostas inicialmente pelo mesmo meio de
fermentagdo utilizado para a batelada simples. J& 0 meio de alimentacdo foi composto por
soro de queijo (contendo 500,00 g/L de lactose) e 7,50 % (v/v) de AMM. Amostras foram
retiradas a cada 3 horas até 12h e entdo de 6 em 6 horas. As fermentagdes tiveram duracéo,

em média, de 96 horas.
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Figura 3: Fermentag&o em batelada a 37°C,00 rpm e pl 6.2 controlado com 10 N NaOH.

4.3.1.1 Batelada alimentada por fluxo constante

Para a batelada alimentada de fluxo constante foi utilizado o fluxo de alimentacdo de
0,35 mL/min. A alimentacdo ocorreu no inicio da fase logaritmica de crescimento do micro-
organismo (Figura 6) e teve a duracdo de 16 horas. O tempo total de fermentacdo foi de 123

horas.
4.3.1.2 Batelada alimentada por pulso

Para a batelada alimentada por pulso foram realizados 2 pulsos do meio de
alimentacdo. Um pulso foi acionado as 24 horas e outro as 48 horas de fermentacdo. Os

pulsos tiveram fluxo de 30,00 mL/min e duragéo de dois minutos e dezoito segundos.
4.3.1.3 Batelada alimentada por pH stat

A ocorréncia da producdo de &cido latico leva a queda do pH e o consumo do
substrato. Na fermentacgéo do tipo batelada alimentada por pH stat ocorre o controle do pH e a
adicdo de substrato simultaneamente. Dessa forma, conforme houve a queda do pH durante a
fermentacdo, 0 meio de alimentacdo foi adicionado proporcionando a regulagéo do pH e
também a adi¢do de novo substrato ao biorreator de acordo com o consumo ocorrido.

Foram realizadas quatro fermentacdes do tipo pH stat, com diferentes meios de
alimentacéo:
¢ 500,00 g/L de lactose( reagente sintético) + 7,50 % (v/v) de AMM e NaOH 5N
¢ 500,00 g/L de lactose (soro de queijo) + 7,50 % (v/v) de AMM e NaOH 10N
¢ 500,00 g/L de lactose (soro de queijo) + 7,50 % (v/v) de AMM e NaOH 5N
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e 500,00 g/L de lactose (soro de queijo) + 7,50 % (v/v) de AMM sem adicéo de
NaOH

4.4 Cinética dos processos fermentativos e parametros estequiométricos

Cinética de crescimento, consumo de substrato e produgdo de acido latico foram
realizadas para todas as fermentacdes, com o objetivo de comparar 0s processos fermentativos
deste trabalho.

Foram avaliados os fatores de conversdo de substrato em produto, Yp/s (g de acido
latico/g de ART), de substrato em biomassa, Yx/s (g de células/ g de ART) e relacéo entre a

producdo de acido latico e a producéo de células, Yp/x (g de acido latico/g de células).

4.5 Purificacdo e recuperacéo do acido latico do caldo fermentado

O caldo proveniente da fermentacdo foi reservado. Foi realizada centrifugacdo a
13.000 x g por 10 minutos e com o sobrenadante foram realizados quatro métodos de
purificacdo: carvao ativado, carvao ativado e celite, resinas de troca i6nica e nanofiltracdo. O
pH do caldo foi ajustado para 5 antes de inicio do processo de purificacéo.
4.5.1 Carvao ativado
4.5.1.1 Determinagéo da concentragéo de carvao ativado

Para a determinacdo da concentracdo de carvéo ativado foi realizado planejamento do
composto central com trés replicas do ponto central, onde as varidveis temperatura e
concentracdo do po de carvao ativado foram avaliadas totalizando 11 experimentos.

Os niveis das varidveis estudadas foram colocados na forma codificada
(adimensionalizada) utilizando as seguintes equacdes de codificacao:

X1= (% de carvéo - 10) (Eq.1)
9
Xo= (Temperatura - 50) (Eq. 2)
20

Os niveis utilizados para a codificacdo das variaveis independentes encontram-se na
Tabela 2.
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Tabela 2 Valores reais das variaveis independentes codificadas

Variaveis Niveis

-1.41 -1 0 +1 +1.41
% de carvao ativado 0,13 3 10 17 19,87
Temperatura (°C) 26,8 35 55 75 83,2

Os experimentos foram conduzidos em tubos de ensaio, contendo 10,00 mL de caldo
fermentado. Amostras de 1,00 mL foram retiradas ap6s 15 minutos de tratamento sob as
condicdes de porcentagem de carvdo ativado e temperatura, estipuladas na Tabela 2. As
amostras foram centrifugadas a 8000 x g por 10 minutos e filtradas em filtro de 0,20 um. O
sobrenadante foi utilizado para anélise da reducéo de cor do caldo fermentado, concentracdo
de &cido latico e presenca de agUcares redutores totais (ART).

4.5.1.2 Analise estatistica
A anélise estatistica do planejamento experimental foi feita utilizando o programa
Statistica 7.0 ®, a partir da andlise de regressao multipla, pelo método dos minimos
quadrados, para cada uma das respostas, tendo como parametros, os termos isolados, de
interacdo e quadraticos das trés variaveis estudadas. A equacdo empirica de 22 ordem proposta
para representar cada uma das respostas segue a seguinte forma:
Y = B0 + aXy + bXz + cX3 + eXy X + £X1 X3 + gXoXs + hXe? + X2+ X4 (Eq.3)
Sendo:
Y = resposta estudada;
Bo = valor médio da resposta;
a,b,c,...J = constantes ou parametros da equacao;
X1;X2; X3= variaveis independentes
A esta equagdo foram aplicados os resultados obtidos e feita uma avaliacdo estatistica
para estimar os parametros através dos valores de T de Student para cada um, sendo
eliminados aqueles com nivel de significancia (p) superior a 5%, ou seja, as variaveis
relacionadas a estes sdo consideradas ndo relevantes quando p for superior a 5%. Os
pardmetros ndo significativos foram eliminados, obtendo-se assim, uma equacdo que
representa os efeitos das variaveis na producdo de acido latico e que determina qual delas
influéncia mais a resposta. Pode-se ainda, prever qual a melhor condigcdo para este processo.
O valor do R? e a comparacdo entre F calculado e F tabelado foram utilizados para

constatacao da significancia ou ndo do modelo.
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Com o objetivo de verificar o comportamento da resposta estudada, isto €, se ela
apresenta ponto de maximo, de minimo ou ndo apresenta nem ponto de maximo e nem de
minimo (ponto de sela) é necessario descobrir 0 ponto estacionario.

Os pontos estacionarios sdo obtidos através da derivada da equacao da resposta Y pela
variavel XKk, isto é:

o

X, ox, T ox, (Eq. 4)
sendo, Y = b0 +x’b + x’Bx

Y _ 0T, +xb+xBx | =b+2Bx =0

X X (Ea. 5)

onde, b0 é o termo independente;

x’b s30 os termos de 1%, ordem na fun¢ao de resposta;

x’Bx ¢ a contribui¢ao quadratica.

Entdo, o ponto estacionario serd dado por:

Xo=-B1b/2 (Eq.6)

Onde, B ¢é a matriz (k x k) na qual a diagonal é composta pelos coeficientes dos
termos quadraticos da equacdo e os termos fora da diagonal sdo correspondentes aos
coeficientes das interacGes divididos por 2. A matriz b é uma matriz coluna composta pelos
coeficientes associados as varidveis isoladas (variaveis lineares).

O ponto estacionario (Xo) pode ser:

= Um ponto onde a superficie atinge um maximo;

= Um ponto onde a superficie atinge um minimo, ou

= Um ponto nem de maximo, nem de minimo = Ponto de sela (“saddle point”).
Porém, podem existir problemas relacionados a estes pontos estacionarios:

= Pode existir uma regido de maximo e ndo um ponto de maximo;

= Pode ser que 0 ponto estacionario esteja fora da regido experimental.

Para determinar a natureza desse ponto estacionario foi necessario fazer uma analise
candnica, que considera uma translagdo da superficie de resposta da origem (Xy, X, ... , Xk) =
(0,0, ..., 0) para o ponto estacionario X, (Figura 4) . Dai a funcao de resposta é formulada em

termos de novas variaveis, Wy, Wo, ..., Wk.
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Figura 4: Translacao da superficie de resposta da origem para 3(ponto estacionario.

Entdo, obtém-se a funcdo de resposta em termos das novas variaveis:

Y =y, + AW + LW .+ AW (Eq.7)
onde:

Yo: € a resposta estimada no ponto estacionario e,

A1, A2, ..., Ak SE0 constantes.

Os sinais dos A’s ¢ a grandeza dos A’s ajudam a determinar a natureza do ponto
estacionario e, a relagdo entre os wW’s e 0s X’s também sdo importantes, pois indicam ao
pesquisador regides Uteis para exploracao.

Se Ai <0, sendoi =1,2,....k, guando movimentamos em qualquer direcdo a partir do
ponto estacionario, teremos um decréscimo de Y, isto é, o ponto estacionario x0 é um ponto
de resposta maxima da superficie ajustada. Se Ai > 0, o0 ponto estacionario X0 é um ponto de
minimo para a superficie ajustada e, se 0s A’s tém sinais diferentes, o ponto estacionario xg
ndo € nem ponto de maximo, nem de minimo.

A obtencdo dos pontos estacionarios e a analise canonica dos dados para calculo dos
pontos de maximizagdo das respostas foram realizados utilizando um algoritmo implementado

no software Maple V Release 4®.
4.5.1.3 Purificagéo utilizando carvéo ativado

O caldo fermentado centrifugado foi misturado ao carvdo ativado em po (Sigma-
Aldrich) a 18,72%. A mistura foi submetida a agitador magnético em temperatura ambiente
por uma hora, em seguida a mistura foi centrifugada e o sobrenadante foi coletado para ser

submetido a proximas etapas da purificagao.
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4.5.1.4 Purificagéo utilizando carvéo ativado e celite

Em funil de placa sinterizada (3,50 cm de diametro e 5,00 cm de altura) foi adicionado
uma camada de celite (Sigma-Aldrich) e uma camada de carvao ativado em p6 ambos com
aproximadamente 1,00 cm de espessura. Primeiramente foi passada &gua destilada para a
completa compactacéo do carvéo e do celite, em seguida o caldo centrifugado foi filtrado a
vacuo em funil de placa sinterizada contendo a mistura de celite e carvao ativado. Apds a
filtracdo foi realizada lavagem com agua destilada e o filtrado foi armazenado.

Em alguns casos o filtrado foi submetido a nova filtragdo, ou seja, o caldo foi
duplamente filtrado.

4.5.2 Troca idbnica

Foram testadas duas resinas de troca anionica: IRA 400 (resina trocadora de anions de
base forte) e IRA 67 (resina trocadora de anions de base fraca). Antes da utilizacdo, as resinas
foram lavadas e convertidas nas formas OH" ou CI".

4.5.2.1 Preparacdo das resinas

As resinas na forma OH™ foram obtidas a partir do processo de lavagem na seguinte
seqliéncia: solucdo de 1,00 N de NaOH, agua destilada, solucdo de 1,00 N de HCI, agua
destilada, solucéo de 1,00 N de NaOH e lavagem da resina com agua destilada até atingir pH
7,00. A resina Amberlite IRA 67 ndo pode ser obtida na forma OH’, pois permanece na forma
de base livre em pH maior que 9,00.

Resinas na forma CI" foram obtidas pela lavagem da resina na seguinte ordem: solugéo
1,00 N HCI, agua destilada, solu¢do 1,00 N NaOH, &gua destilada, solucdo 1,00 N HCI e 4gua
destilada até atingir pH 7,00.

Aliguotas das resinas nas formas OH", base livre e CI" foram secas em temperatura
ambiente e analisadas para determinacdo da umidade por secagem em estufa a 105° C por
24h.,
4.5.2.2 Capacidade de adsorcéo da resina

Neste estudo de equilibrio, 1,00 g de resina IRA 400 e IRA 67 em ambas as formas
(OH e CI') com aproximadamente 60 % de umidade foram adicionados a 5,00 mL de solucéo
de &cido latico do caldo de fermentacdo em diferentes concentragdes (18,85; 9,40; 4,70; 2,35;
1,17; 0,58; 0,29 g/L). O estudo foi feito em frascos Erlenmeyers de 125 mL a 25 °C.

O pH inicial de todas as amostras foram fixados em 5,00. Depois de 12 horas, 0

sobrenadante das amostras (acido latico) foram retirados e analisados em CLAE.
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Também foi realizado estudo para avaliar a forma de ocorréncia da adsorcéo atraves
de isotermas de adsorcdo, no modelo de equilibrio. A adsorcao pode se dar em monocamadas
ou multicamadas. O modelo de adsorc¢do de Freundlich consiste na formacdo de um composto
intermediario com adsorcdo em multicamadas. As moléculas s&o adsorvidas pela resina e
servirdo como um composto intermediério para adsorcdo. As moléculas ligam-se entre si de
modo a formar varias camadas. Ja 0 modelo de adsorcdo de Langmuir mostra uma superficie
de adsorcdo homogénea, ou seja, a adsorcdo ocorrera em sitios especificos levando a
formacdo de monocamadas. Neste caso, as moléculas ligam-se apenas aos sitios disponiveis
(vazios) da resina, quando ndo hé mais sitios livres a adsorcdo cessa. As moléculas adsorvidas
ndo funcionardo como um composto intermedidrio como ocorre no modelo de multicamadas.
As equacdes de Langmuir e Freundlich estdo representadas nas equacbes 8 e 9,

respectivamente.

qe: KL. Ce/ 1+ aLCe (Eq 8)

0e=Ke. C¢” (Eq 9)

Onde e representa a capacidade de adsorcdo, C. a concentracdo de acido latico
adsorvido, bf é a constante de adsorcdo e K, e Kg sdo as constantes de Langmuir e de

Freundlich respectivamente.

4.5.2.3 Recuperacao do &cido latico

Neste estudo, 1,00 g de resina carregada com &cido latico (0,58 g/L Amberlite IRA 67,
na forma de cloro) foram adicionados em 5,00 mL de diferentes eluentes (solugcdes de 1N de
HCI, 1IN de H,SO4, 1IN de NaCl e 1IN NaOH), em frascos de Erlenmeyers de 125 mL,
mantido em incubadora a 25°C, 150 rpm, durante 2h. Ao final do processo as amostras foram
centrifugadas (10.000 x g por 10 min) e a concentracdo de &cido latico no sobrenadante foi
determinada.
4.5.2.4 Coluna de troca idnica

Foram realizados 4 processos diferentes de purificagdo em coluna com resina de troca
ibnica.

Primeiramente uma coluna de 48,00 cm de altura e 2,00 cm de didmetro foi

empacotada com 51,00 g de resina (Amberlite IRA 67 na forma CI’) em agua destilada. Em
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seguida foi adicionada uma solugdo (170,00 mL) de &cido latico (142,20 g/L), obtida pela
purificacdo com carvao ativado em p6, com fluxo de 1,50 mL/min.

O segundo processo foi realizado com o caldo proveniente da filtracdo a vacuo de
carvéo com celite. Foi usada uma coluna de 15,50 cm de altura e 1,50 cm de didmetro. Nesta
coluna foram empregados 14,00 g de resina IRA 67 na forma ClI" e 27,50 mL de caldo filtrado
com carvéao e celite na concentracdo de 60,50 g/L utilizando fluxo de 0,70 ml/min.

No terceiro processo 10,00 ml de caldo filtrado a vacuo com carvao e celite com
concentracédo de 92,04 g/L, permaneceu em contato por 12 h com 35,00 g de resina IRA 67 na
forma de CI" (para adsor¢éo do acido latico a resina), em seguida a mistura contendo o caldo e
a resina foram adicionados a uma coluna de 48,00 cm de altura e 2,00 cm de didmetro com
fluxo de bombeamento de 0,50 ml/min.

Por fim, no quarto processo foram utilizados 20,00 ml de caldo filtrado a vacuo com
carvdo e celite com concentracdo de 76,00 g/L de acido latico, neste caso foi utilizado 50,00 g
da resina IRA 67 na forma de cloreto com fluxo de 0,50 ml/min.

Para todos os processos aliquotas do efluente foram coletadas e analisadas para
determinacdo da concentracdo de acido latico. A resina foi considerada saturada quando a
concentracdo de acido latico no efluente fosse correspondente ao de alimentacdo. A solucéo
intersticial (acido latico) foi removida pela adicdo de adgua destilada (bombeamento) até que
concentracdo de acido latico no efluente estivesse abaixo de 0,10 g/L. A recuperacdo do
acido latico se deu através do bombeamento de 1 N HCI, com fluxo de 1,50 mL/min.
Amostras do efluente foram coletadas e analisadas até que a concentracdo de saida de acido
latico estivesse menor que 0,10 g/L. Finalmente, as colunas foram lavadas com agua destilada

para a remocdo do HCI, tornando-as prontas para um novo ciclo.

4.5.3 Nanofiltracao

A solucdo utilizada na nanofiltracdo deveria conter residuos da fermenta¢do, como
proteinas e agucares, para que sua capacidade de purificacdo fosse avaliada, por esta razao foi
utilizado o caldo proveniente do terceiro processo de purificagdo com resina de troca ionica.
Para este experimento foi utilizada a membrana HL da GE Osmonics com &rea de 6,28 cm?,
acoplado a uma bomba de bancada Masterflex L/S standard drive para bombeamento da

solucéo pela unidade de membrana.
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4.6 Metodologia analitica

4.6.1 Quantificacdo do acido latico

Foi empregado o cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) equipado com
detector Ultra-violeta a 210 nm e detector de indice de refracdo. Foram utilizadas as colunas
Rezex ROA (300,00 x 7,80 mm) da Phenomenex, eluida com 2,50 mM de H,SO, como fase
movel, fluxo de 0,60 mL/min e temperatura de 65°C e Chirex 3126 Phenomenex (150,00 x
4,60 mm) eluida com 1 mM de Sulfato de cobre 1l em solucao aquosa como fase movel, fluxo

de 1,00 mL/min e temperatura de 26 °C.

4.6.2 Determinacdo da concentracdo de acUcares e proteinas

Os acucares do caldo fermentativo foram quantificados através do método de DNS
(MILLER, 1959) e os acUcares do processo de purificacdo por CLAE, ja as proteinas foram
quantificadas atraves da metodologia de Lowry (PETERSON, 1977).
4.6.3 Determinacdo da concentracao celular

A concentracdo celular foi determinada por densidade ética, no comprimento de onda
de 650 nm. Apds a centrifugacdo da amostra e separacdo do sobrenadante, o precipitado foi
lavado com agua destilada e diluido, antes da sua introducdo no espectrofotémetro. A dilui¢do
foi realizada de modo que a absorbancia permanecesse na faixa de 0,20 - 0,80 unidades de
absorbancia. A medida da absorbancia foi convertida em concentracdo celular (g massa
seca/litro de meio) por meio de uma curva de calibragéo (y = 0,584x - 0,001).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cinética de crescimento

A curva de crescimento foi construida para o micro-organismo Lactobacillus
rhamnosus. O objetivo da construgdo dessa curva foi determinar como ocorre o crescimento
do micro-organismo e entdo identificar o melhor momento para realizagdo do inoculo na

fermentacdo. A curva esté apresentada na Figura 5.
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Figura 5: Curva de crescimento para Lactobacillus rhamnosus B103

Pela Figura 5 é possivel observar que em 18h o micro-organismo se encontra na fase
exponencial de crescimento. Em 24 horas de fermentagdo foi alcancado o crescimento

maximo.

5.2 Fermentacdo em batelada

A fermentacdo em batelada teve duracdo de 48 horas, indculo de 10% (v/v) e controle
de pH por NaOH 10N, como descrito no item 4.3.1. Os resultados para cinética de producéo,
consumo de substrato e de crescimento sdo apresentados na Figura 6.

A maxima producdo obtida foi de 57,00 g/L de L(+) &cido latico em 48 horas de
fermentacdo. A concentracdo final de acUcares redutores totais foi de 21,74 g/L e a maior
biomassa obtida ocorreu em 48 horas de fermentacdo com 4,79 g/L.

Kwon et al (2000) estudaram duas fontes de carbono para 0 micro-organismo
Lactobacillus rhamnosus. Ao fim de 55 horas de fermentacéo encontraram producéo similares
de &cido latico de 125,00 e 127,00 g/L quando foi usado glicose e lactose, respectivamente. A
concentracéo inicial de ambas as fontes de carbono era de 150,00 g/L. Este estudo mostra a
capacidade que Lactobacillus rhamnosus tem de metabolizar lactose tdo bem quando glicose.

Considerando o uso de residuos agroindustriais para a producdo de é&cido latico
Buyukkileci e Harsa (2004) observaram maior produtividade quando se usou 0 substrato
soro de queijo (1,75 g dm> h™) do que quando se usou lactose e glicose sintéticos (1,45 g

dm2 h'). Os autores comprovaram que a composicdo complexa do soro de queijo prové
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maiores nutrientes para 0s micro-organismos, sendo necessaria pouca ou quase nenhuma
suplementacdo do meio de cultivo. Segundo Fitzpatrick et al (2001) apenas a adicdo de sulfato
de manganés ao soro de queijo suplementado com extrato de levedura foi capaz de reduzir o
tempo de fermentacdo de 120 para 24 horas, sem perda na producdo de L(+) &cido latico por
Lactobacillus casei.

Levando em conta a produtividade quando soro de queijo foi utilizado como fonte de
carbono, este trabalho encontrou maior produtividade (1,18 g/L/h) quando comparado ao
trabalno de De Lima et al (2010b) que utilizaram Lactobacillus sp e conseguiram
produtividade de 1,09 g/L/h partindo da mesma concentragéo de lactose.
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Figura 6: Producéo de &cido latico em fermentacdo em batelada a 37°C, 200 rpm e pH 6.2 controlado
com 10N NaOH.

5. 3 Batelada alimentada
5.3.1 Batelada alimentada por pulso

Nesta fermentacdo foram dados dois pulsos de 70,00 mL cada um contendo 500,00
g/L de soro de queijo e 7,50 % de AMM. Os pulsos foram acionados quando, durante a
fermentacdo em batelada, foi observada a queda na concentragdo de aclcar e as células
estavam na fase log de crescimento.

Nesta fermentagdo observou-se que a maior producdo de acido latico, 106,20 g/L, foi
alcancado em 60 horas de fermentacdo. Em termos de producdo de acido latico esta
fermentacao se apresenta melhor que a fermentacdo em batelada. Os agucares redutores totais

ao fim da fermentacgéo por pulso sdo expressivamente menores (5,30 g/L) do que aqueles para
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a fermentacdo em batelada (21,74 g/L). Entdo, comparando esses dois tipos de fermentagéo
pode-se dizer que houve melhora na producdo de L(+) acido latico (aumento de 49,20 g/L) e
reducdo na quantidade de acucar residual final. Além de que a fase log do micro-organismo
foi estendida (Figura 7).

Com relagdo a biomassa pode-se observar que existiram pequenas flutuagdes durante
sua fase log. A fase lag teve menor duragdo e as células entraram no periodo estacionario
somente com 60 horas de fermentacéo.

Usando Lactobacillus rhamnosus, fermentacdo em batelada por pulso e glicose como
fonte de carbono Li et al. (2010) conseguiram aumentar a producdo de L(+) acido latico de
90,00 g/L (concentracdo inicial de glicose de 130,00 g/L) para 130,00 g/L, partindo de 125,00
g/L de glicose. O meio de alimentacdo era composto por 770,00 g/L de glicose e os pulsos
eram acionados quando a concentracdo residual de glicose no reator ficava abaixo de 15,00
g/L.

Muitos autores usaram esta técnica de alimentacdo e conseguiram aumentar a
producdo de seu produto. Por exemplo, Meng et al. (2012) aumentaram a producdo de L(+)
acido latico em 50,00 g/L usando diferentes estratégias de pulsos. Son e Know (2013) tiveram
aumento de 30,00 g/L na producdo de acido latico. Porém Chen et al (2012) ndo observaram
aumento na producéo de glicosamina sintase utilizando a técnica da fermentacdo em batelada
por pulso.

De modo geral, pode-se perceber que a estratégia de alimentagdo por pulso pode ser
utilizada para aumento da producdo e produtividade do &cido latico. A concentracdo residual
de substrato no reator é controlada e a inibicdo do crescimento do micro-organismo pelo

excesso de substrato é evitada.
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Figura 7: Producdo de &cido latico em batelada alimentada por pulso a 37°C, 200 rpm e pH 6.2
controlado com 10N NaOH. Pulsos de fluxo de 30mL/min. As setas indicam os momentos de
ocorréncia dos pulsos.

5.3.2 Batelada alimentada por fluxo constante

Nesta fermentacdo o processo de alimentacdo ocorreu pelo uso do fluxo constante de
substrato. Quando a fermentacdo alcancou 18 horas, momento em que 0 micro-organismo se
encontra na sua fase exponencial, iniciou-se a alimentacdo. O fluxo foi de 0,35 mL/min e teve
duracgéo de 16 horas. O tempo total de fermentagéo foi de 123 horas.

A maior producdo de é&cido latico foi de 80,45 g/L. Ao fim da fermentacdo a
concentracdo de acUcares redutores totais foi de 58,94 g/L. A maxima concentracdo celular foi
de 7,36 g/L em 78 horas de fermentacéo (Figura 8).

Em comparacdo a fermentacdo em batelada por pulso, foi obtida menor producédo de
acido latico, maior concentracdo residual de substrato e maior concentracdo celular também.
Em um processo industrial com apenas essas duas opg¢des para a producdo de acido latico, o
processo em batelada alimentada por pulso seria mais interessante, uma vez que é possivel
obter maiores concentracfes do produto com reducao na concentracdo final do substrato.

Diferente do que foi encontrado neste trabalho, Ding e Tan (2006) ndo obtiveram
diferengas na producdo de &cido latico quando foram usadas as duas estratégias de
alimentacdo. Com a fermentacdo em batelada alimentada por fluxo constante obtiveram

135,00 g/L de é&cido latico, enquanto que para a fermentacdo em batelada alimentada por
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pulso obtiveram 130,00 g/L. Bai et al. (2003) encontraram que a estratégia de alimentacdo por
fluxo constante aumentou consideravelmente a producdo de acido latico por Lactobacillus
lactis, onde foram conseguidos 210,00 g/L de acido latico, restando menos de 0,50 g/L de

glicose.
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Figura 8: Produgdo de &cido latico em fermentacdo em batelada alimentada por fluxo constante a
37°C, 200 rpm e pH 6.20 controlado com 10N NaOH com fluxo de 0,35 mL/min. A seta indica o
inicio da alimentacdo.

5.3.3 Batelada alimentada por pH stat

Na fermentacdo batelada alimentada por pH stat o objetivo era que o substrato fosse
adicionado ao meio de fermentacdo conforme ocorresse a queda do pH durante o processo
fermentativo. A queda do pH indica que houve producdo de &cido latico e consumo de
substrato, assim se o substrato for adicionado conforme houver necessidade espera-se gque a
producdo de acido latico aumente.

Neste trabalho foram estudadas quatro formas de controle de pH. Na primeira
fermentacdo do tipo pH stat foi usado lactose (reagente puro) e AMM adicionado ao
hidroxido de sédio 5N. Na segunda foi usado como controle de pH soro de queijo, a agua de
maceracdo de milho e hidroxido de sddio 10N. Na terceira foi utilizado soro de queijo e
AMM e a concentracdo de NaOH foi de 5N. Finalmente na quarta fermentacdo apenas soro de

queijo e agua de maceracdo de milho foram usados para o controle do pH da fermentagéo.
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Diferentes concentracdes de hidroxido de sodio foram estudadas para anélise sobre a
concentracdo de hidréxido e a producdo de acido latico. Quanto maior a concentracdo de
hidroxido de sédio, menor quantidade de meio de alimentacédo foi adicionado ao fermentador.
No entanto, em batelada alimentada é interessante que seja adicionada maior concentragdo de
substrato sem que haja inibicdo do micro-organismo, por isso a realizagcdo das diferentes

fermentacdes com diferentes concentrac6es de hidroxido de sodio.

5.3.3.1 Meio de alimentacdo: lactose (reagente puro) +AMM + NaOH 5N

Nesta fermentacdo a concentracdo de acido latico ficou estavel a partir de 24 horas,
variando em torno de 40,00 g/L. A mé&xima producdo e biomassa foram 41,98 g/L e 4,70 g/L
respectivamente. Apesar de ser uma fermentacdo com baixa producdo de acido latico a
concentracdo residual de acglcares redutores teve um aspecto positivo, uma vez que restou
apenas 7,78 g/L (Figura 9).

Considerando as outras fermentacOGes realizadas, esta foi a que apresentou 0s
resultados menos satisfatérios para producdo de &cido latico, menores inclusive que a

fermentacao em batelada.
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Figura 9: Producéo de &cido latico em fermentacdo pH stat a 37°C, 200 rpm e pH 6.2 controlado com
lactose, AMM e NaOH 5N
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5.3.3.2 Meio de alimentacéo: soro de queijo +AMM + NaOH 10N

Nesta fermentacdo observa-se maior producédo de acido latico quando comparada com
a fermentacdo em pH stat tendo lactose sintética, AMM e NaOH 5N como alimentacéo.

A maior producdo de &cido latico foi de 92,15 g/L em 48 horas de fermentacéo,
guando ocorre uma ligeira queda na producdo. Também ¢é possivel observar que a
concentracdo de biomassa apresenta decréscimo e que a concentracdo de agucar se mantém
constante (Figura 10). A concentracdo de acUcares redutores ao fim da fermentacdo foi de
10,25 g/L e a maior concentracdo de biomassa foi de 6,05 g/L, quando a fermentagédo
completava 24 horas.

A concentracdo celular se mantém relativamente constante a partir de 60 horas de
fermentacdo. Os fatores que causam a parada no crescimento nem sempre sdo claros. A
exaustdo de nutrientes e acimulo de metabdlitos podem ter influencia sobre esse processo
(TORTORA et al., 2010).
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Figura 10: Producdo de &cido latico em fermentacao batelada alimentada pH stat a 37°C, 200 rpm e
pH 6.2 controlado com soro, AMM e NaOH 10N.
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5.3.3.3 Meio de alimentagéo: soro de queijo + AMM + NaOH 5 N

Esta fermentacdo apresentou producdo de 112,00 g/L de L(+) acido latico,
concentracdo final de agucares redutores de 29,90 g/L e méaxima biomassa de 8,47 g/L. Na
Figura 11 é possivel observar que a producdo de acido latico esta parcialmente associada ao
crescimento. Comparando esta fermentacdo com aquela realizada com NaOH 10N houve
maior producdo de &cido latico.

Todas as fermentacfes apresentadas até aqui apresentam pronunciado crescimento do
micro-organismo nas primeiras horas de fermentacdo, sem expressivo consumo de agulcares
redutores. Como foi utilizado soro de queijo na composi¢cdo do meio de fermentagdo €
possivel que haja outros carboidratos fermentesciveis em sua complexa composicdo que

possam ser utilizados pelo micro-organismo para seu crescimento.
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Figura 11: Producédo de &cido latico em fermentacdo em batelada alimentada pH stat a 37°C, 200 rpm
e pH 6.2 controlado com soro, AMM e NaOH 5N.

5.3.3.4 Meio de alimentag¢&o: somente soro de queijo e AMM
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Esta fermentacdo apresentou os melhores resultados para produgdo de &cido latico e
para o crescimento de biomassa. Apenas a concentracdo final de agucares redutores que ficou
um pouco mais elevada nesta fermentacao (24,10 g/L) quando comparada com a fermentacéo
em batelada por pulso (5,30 g/L). Os fatores cinéticos também foram os melhores (Tabela 3 e
Tabela 5). O valor final da producdo de acido latico foi de 143,70 g/L em 96 horas de
fermentacdo e o valor maximo de biomassa foi de 11,33 g/L (Figura 12).

Considerando os graficos para biomassa da fermentacdo em batelada e o da
fermentacdo em batelada alimentada pH stat (somente soro e AMM) observa-se o
prolongamento da fase exponencial, especialmente quando se considera a diferenca de
biomassa entre os pontos de 12 horas e 24 horas. Para a fermentacdo em batelada a diferenca
é de 1,44 g/L e para a fermentacdo em batelada alimentada pH stat (somente soro e AMM) a
diferenca é de 4,77 g/L. O aumento da concentracdo celular é um dos objetivos da
fermentacdo em batelada alimentada (WANGSA-WIRAWAN et al., 1997).

Comparando-se as trés fermentacdes em batelada alimentada por pH stat que possuiam
soro de queijo no meio de alimentacdo, a fermentacdo que apresentou melhores resultados foi
a pH stat tendo na alimentagé&o apenas soro de queijo e AMM, sem adicdo de NaOH. Com a
auséncia do hidréxido de sédio o controle de pH se deu exclusivamente pelo meio de
alimentacdo (soro e AMM). Portanto, foi adicionada maior quantidade de substrato ao meio
de fermentacdo, o que péde proporcionar aumento na producao do &cido latico. Como néo foi
adicionado nenhuma base para o controle de pH, o controle do pH da fermentacdo se deu
exclusivamente pelos residuos da agroindustria.

Zhang et al (2010) usaram um método simples de alimentacdo baseado no pH. Eles
controlaram o pH e a concentracdo de substrato concomitantemente com o intuito de
aumentar a producdo de acido latico em uma cultura alimentada. No processo em batelada
simples, iniciaram a fermentacdo com 106,00 g/L de glicose. A maxima concentracdo celular
e producdo de &cido latico obtida foram de 3,30 g/L e 82,70 g/L respectivamente. Ja na
fermentacdo em batelada alimentada pH stat eles misturaram, proporcionalmente, a glicose
com hidréxido de aménio. Iniciaram a fermentagdo com 38,00 g/L e obtiveram concentragédo
final de &cido latico de 96,30 g/L , ou seja, aumento de 13,60 g/L. Neste trabalho o aumento
na concentracdo de &cido latico usando a fermentacdo em batelada alimentada pH stat em
relagdo a fermentacdo em batelada foi de 86,70 g/L (Tabela 4).

Com o objetivo de aumentar a producdo de &cido latico através da técnica da

fermentacdo em batelada alimentada por pH stat, também, foi estudada para células
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imobilizadas conseguindo uma aumento na producéo de 16,60 %, sendo a producédo de &cido
latico 110, 3 g/L ( ZHANG et al., 2011).

Para a producéo de L- triptofano Cheng et al (2013) usaram E. coli e como método de
alimentacdo da fermentacdo em batelada pH stat. Conseguiram aumentar a produgdo do
aminoacido de 43,65 g/L para 52,43 g/L. A técnica do pH stat também foi usada para
producdo de butanol onde foi alcangcada producdo de 15,50 g/L enquanto que na fermentacéo
em batelada a producdo foi de 5,98 g/L (OSHIRO et al., 2010). Esta técnica foi aplicada
também na producdo de ramnolipidio, Chen et al (2007) que obtiveram uma producéo de 9,40
g/L, alcangando um aumento de 4,09 g/L.

—0— Acucar redutor —©— Biomassa —2— Acido latico

300 - 5 R 12 160
\ N
| @ @ o " o N
m 5 5
250 - / \ 110

| o {120
T 200 = 8| 2
S / Q A\ / %Iv =
— 1 O /\ {4 <= o
e n © o
= 150 - / 16 380§
x 14 A\ | g '8
S 100/ T~ 0] 2
S 4
(&
< : ) \D 1 4140

50 - / T~ 12
/O A b0
Ve o
N
0 T T T T T T T T T 0 -0
0 20 40 60 80 100
Tempo (h)

Figura 12: Fermentacdo batelada alimentada pH stat a 37°C, 200 rpm e pH 6.2 controlado com soro e
AMM

5.4 Comparagao da produtividade e producéo entre as fermentagoes

Em 24 horas a fermentagéo em batelada alimentada por pH stat (soro + AMM +NaOH
5N) apresentou o valor de 3,10 g/L/h (Tabela 3). No entanto, em 48 horas o valor da
produtividade para acido latico cai substancialmente, enquanto que a fermentacdo pH stat
(somente soro e AMM) manteve a sua produtividade relativamente constante até o fim do
processo. Na fermentacdo em batelada alimentada pH stat (somente soro + AMM) foram

observados maiores valores de biomassa e em todos 0os momentos em que foi avaliada. Em
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todas as outras fermentacdes foi observado decréscimo nos valores de produtividade de
biomassa com o decorrer do tempo.

Ye et al (2013) conseguiram a maior produtividade para &cido latico publicada até o
momento. Usando Bacillus coagulans C106 e xilose como fonte de carbono alcancaram a
produtividade de 7,50 g/L/h durante o processo batelada. Ao contrario do que foi encontrado
neste trabalho, quando os autores realizaram o processo fermentativo da batelada alimentada
encontraram valores menores de produtividade, que foi de 4,00 g/L/h. No entanto, este valor
ainda se apresenta extremamente elevado para processos em batelada alimentada.

Son e Kwon (2013) usaram como fonte de carbono amido soluvel e o micro-
organismo Lactobacillus manihotivorans e realizaram fermentacbes em batelada e em
batelada alimentada. Seus resultados estdo de acordo com os encontrados neste trabalho, no
processo em batelada a produtividade do acido latico foi de apenas 0,34 g/L/h enquanto que
no processo em batelada alimentada a produtividade quase dobrou de valor, 0,60 g/L/h.

Tabela 3: Valores de produtividade para todas as fermentacoes

Tipos de Produtividade ( g/L/h)
fermentacéio 24h 48h 96h 123h
AL* Biomassa  AL* Biomassa  AL* Biomassa  AL* Biomassa
Batelada 1,18 0,17 1,18 0,09 - - - -
Alimentada por 1,90 0,17 1,17 0,08 1,03 0,04 - -
pulso
Alimentada fluxo 1,07 0,18 1,05 0,14 - - 0,65 0,05
constante
pH stat lactose 1,47 0,18 0,78 0,07 0,41 0,03 - -
pH stat soro + 10N 2,53 0,25 1,9 0,11 0,77 0,05 - -
NaOH
pH stat soro + 5N 3,10 0,28 1,93 0,16 1,16 0,08 - -
NaOH
pH stat + soro 2,70 0,49 2,25 0,23 1,49 0,1 - -

*AL= Acido latico

A Tabela 4 apresenta os dados de producdo ao fim de cada fermentacdo e também a
variacdo percentual de cada fermentacdo em relagdo ao processo em batelada. As

fermentacOes em batelada alimentada do tipo pH stat apresentam melhores resultados.
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Tabela 4: Dados de producéo e varia¢do percentual para as fermentacdes realizadas

Producao de acido latico (g/L) Variacao percentual (%)

Batelada 57,00

Alimentada por pulso 98,90 + 73,50*
Alimentada fluxo constante 80,45 +41,14

pH stat lactose 39,94 - 29,92

pH stat soro + 10N NaOH 74,70 +31,05

pH stat soro + 5N NaOH 112,00 +96,49

pH stat + soro 143,70 +152,10

* O sinais + e — significam aumento e queda na produgdo em relacdo a fermentagdo em batelada

Podemos observar que as fermentagdes do tipo pH stat que continham soro de queijo e
AMM na composicdo do meio de alimentacdo apresentaram 0s maiores aumentos percentuais
guando comparados a fermentacdo em batelada (152,10 % e 96,49 %). Com relacdo a
fermentacdo do tipo pH stat com lactose na alimentacdo houve reducdo de 29,92 % na
producdo de é&cido latico. A fermentacdo em batelada alimentada por pulso também

apresentou bom aumento na producao de acido latico (73,50 %).
5.5 Comparacao entre fatores de conversao das fermentacdes

E importante considerarmos os valores da cinética do processo fermentativo, pois estes
sdo 0s pontos de partida para o dimensionamento de uma instalacdo produtiva. Descrevem
guantitativamente o processo e auxilia na determinacdo de sua duracdo, considerando o
instante em que a biomassa e produtos sdao maximos. Além disso, possibilita a comparagéo
entre diferentes condicGes de cultivo, através de varidaveis como os fatores de conversao.

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores dos fatores de conversdo para todos os
processos fermentativos. S&o oferecidos os valores de conversdo de agucares redutores em
acido latico (Yp/s), conversao de substrato de biomassa em acido latico (Yp/x) e conversdo de
acucares em biomassa (Yx/s). A fermentacdo que apresenta melhor conversdo do substrato em
produto é a fermentacdo em batelada alimentada por pH stat (somente soro e AMM), seguida
pela batelada alimentada por pH stat (soro + AMM+ NaOH 5N). Avaliando-se a conversao de
biomassa em produto a fermentacdo que apresenta o maior resultado € a fermentacdo em

batelada alimentada por pulso. Por fim, a conversdo de substrato em células também
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apresentou os melhores resultados foi a fermentacdo em batelada alimentada pH stat (somente

soro e AMM).

Tabela 5: Valores dos fatores de converséo

Tipos de bateladas

Fatores de conversao

Yp/s(g/g) Yp/x(9/9) YXx/s(g/9)
Batelada 1,01 13,73 0,07
Alimentada por pulso 1,68 51,59 0,01
Alimentada fluxo constante 0,41 12,75 0,04
pH stat lactose (sintética) 0,44 11,23 0,03
pH stat soro + 10N NaOH 0,89 14,59 0,06
pH stat soro + 5N NaOH 1,92 14,12 0,13
pH stat + soro 2,16 13,63 0,15

5.6 Planejamento composto central e superficie de resposta

A influéncia das variaveis, concentracdo de carvao (X;) e temperatura (X;) na remocao

de cor do caldo de fermentacdo foi estudada segundo um planejamento fatorial composto

central com trés réplicas no ponto central, perfazendo um total de 11 experimentos. A matriz

do planejamento, assim como as respostas (remocdo de cor, &cido latico e ART) estdo

apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6: Matriz do planejamento experimental composto central (valores reais e codificados) com a

resposta producéo de acido latico.

. 5 10 Temperatura Remocdo de cor Acido latico  ART
Experimentos Carvéo (%) °C) (%) (/L) (/L)
1 3(-1)* 35 (-1) 25,57 120 5,32
2 3(-1) 75 (1) 27,98 120 5,60
3 17 (1) 35 (-1) 77,87 123 6,00
4 17 (1) 75 (1) 97,45 126 6,57
5 0,13 (-1,41) 55(0) 9,31 139 6,96
6 19,87 (1,41) 55(0) 96 114,40 6,18
7 10 (0) 26,80 (-1,41) 73,67 127,84 6,22
8 10 (0) 83,20 (1,41) 72,20 137,20 6,36
9 10 (0) 55 (0) 73,24 137,60 6,66
10 10 (0) 55 (0) 81,42 126,60 6,88
11 10 (0) 55 (0) 79 123 6,50

8(-1,42), (-1), (0), (1) e (1,41) sdo niveis codificados.
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As maiores remogdes de cor do caldo fermentado foram observadas nos experimentos
4 e 6, sendo de 97,45 % e 96% respectivamente. As concentracfes de acido latico e de ART
ndo foram influenciadas pelo carvéo e pela temperatura.

A partir dos dados experimentais referentes a remogéo de cor do caldo fermentado
apresentados na Tabela 6 foi feita a andlise de regressdao multipla que gerou a equagdo de

regressdo (10), apresentada abaixo:

Y= 77,88 + 30,54X; + 2,48X; - 14X X1 + 4,29%,X; - 3,86X, (Eq.10)

Onde Y ¢€ a resposta predita, que é a remocao de cor, e X; e X, sdo as variaveis codificadas
para % de carvao e temperatura, respectivamente.

O teste de Fisher F-test foi usado para checar a significancia estatistica da Equacao
(10). A Tabela 7 apresenta a distribuicdo t de Student e os correspondentes valores,
juntamente com os parametros estimados. A identificacdo dos parametros significativos foi
realizada através de testes de hipoteses utilizando a estatistica t de Student. A probabilidade
(P) foi utilizada como uma ferramenta para verificar a significancia de cada um dos
coeficientes. Foi estabelecida uma probabilidade maxima de erro no teste de 5%, desta forma,

0s parametros com valor de p<0,05 foram considerados como significativos.

Tabela 7: Coeficiente do modelo estimado pela regresséo linear

Fator Coeficiente Erro padrdo t-valor P-valor

Intercepto  77.8892 3.366028 23.13980 0.000003
X1 30.5459 2.061265 14.81898 0.000025
X 2.4885 2.061265 1.20729 0.281312
X1 -14.0087 2.453402 -5.70991 0.002302
X1 X5 4.2937 2.915066 1.47295 0.200755
X5 -3.8699 2.453402 -1.57735 0.175543

Os resultados mostram que a variavel X; e X? tiveram efeito significativo (Tabela 7,
observados através do P-valor), sendo que a variavel X; teve efeito positivo, ou seja, um
aumento nas suas concentracdes acarreta um aumento da resposta (remocéao de cor).

O modelo quadratico da superficie de resposta foi realizado na forma de analise de

variancia (ANOVA) e os resultados estdo demonstrados na Tabela 8.

Tabela 8: Anélise de variancia do modelo polinomial de segunda ordem

Soma de Graus de Quadrado

quadrados liberdade médio Fealc p>F

Fonte
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Regressio 8696241 5 1739 248 51.16875 0000271
Residual 169,052 5 33,990

Falta de 134674 3 44,891 25450  0,294603
ajuste

Erro puro 35,279 2 17,639

Total 8866.193 10

R?=0,98; Ajustado R°= 0,96 ; R = 0,99;

A ANOVA do modelo de regressdo quadratico demonstrou que o modelo é altamente
significativo, como ¢é evidente pelo teste de Fisher, teste-F (Fcarc (5,5) = 51,16875 > Ft(5,5) =
5,05 e tem um valor de probabilidade muito baixo (p<0,000271). O bom ajuste do modelo foi
verificado pelo coeficiente de determinacdo (R?) e coeficiente de correlagdo mdltipla (R).
Neste caso, o valor de R? (0,98) indica que 98% da variabilidade dos dados foram explicados
pela equacdo do modelo. O coeficiente de determinacéo ajustado (R*= 0,96) também foi
satisfatoria para confirmar a significancia do modelo.

A Figura 13 mostra a distribuicdo dos residuos em torno de zero e a Figura 14, o
grafico de valores predito em funcdo dos observados. Observa-se que a distribuicdo dos
residuos foi aleatéria em torno de zero, sem nenhuma tendéncia e os valores observados
ficaram proximos dos preditos, levando a uma tendéncia constante e a distribui¢cdo normal dos

mesmaos.

Residuos
(=]
E

0 20 40 60 80 100 120
Valores Preditos

Figura 13: Distribuigao dos residuos relativos a producéo de &cido latico
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Figura 14: Valores preditos em funcdo dos observados relativos a producao de acido latico
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A partir da equacdo 10 foi construida a superficie de resposta para remocao de cor,
como uma funcdo das variaveis, carvao e temperatura.

Figura 15: Superficie de resposta para reducéo da cor do caldo fermentado, mostrando a interacéo

Pela andlise da Figura 15 é possivel visualizar a forte influencia da concentracao de

carvdo na remocao de cor do caldo, ja a temperatura ndo influenciou. A faixa 6tima para a

(o)) 109 €p oednpayy

entre o carvdo e a temperatura.

concentragdo de carvéo esta entre 14 e 18% de carvéo.

O ponto de maxima clarificagdo do caldo de fermentacédo foi determinado atraves de

uma analise canonica do modelo ajustado. Foi realizado um estudo para identificar a natureza

do ponto estacionario para verificar a ocorréncia de um ponto de maxima ou minima resposta,
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ou ainda de um ponto de sela. Isto foi feito calculando-se as raizes caracteristicas da matriz A,
que é a matriz dos coeficientes dos termos quadraticos e dos termos de interacdo do modelo

ajustado. Portanto temos a Equacgéo 11:

é -14  2.1450000000
A=¢ u
& 2.145000000 -3.86(]

(Eq.11)

Cujas raizes caracteristicas sdo iguais a:

M =-14,43 hp=-3,42

Observa-se que todas as raizes caracteristicas da matriz A (Eg.11) possuem sinais
negativos. Isto quer dizer que um deslocamento a partir do ponto estacionario em qualquer
direcdo implicara em um decréscimo na resposta. Portanto, conclui-se que o ponto

estacionario X € ponto de maximo.

O vetor dos coeficientes dos termos de 12 ordem da Equacgéo 10 é dado por:

30,54
b= [m (Eq.12)

Com o vetor b e com a matriz A calculou-se 0 ponto estacionario X, através da
Equacéo 10.

1,2

24
x0-[ o1 (Eq.13)

No qual 1,24 e 1,01 correspondem respectivamente aos valores das variaveis
independentes X; e X, no ponto estacionario. Utilizando as equacdes de codificacdo (1) e (2)
obtém-se o0s valores reais das concentracbes das variaveis no ponto de maximizagdo da
producéo de &cido latico.

A concentracdo Otima de carvao ativado encontrada foi de 18,72%. A partir dos
valores codificados das variaveis X; e X, no ponto de otimizacdo, determinou-se que a
reducdo de cor estimada neste ponto é de 98,17%. Para confirmar se 0 modelo estava
adequado para predizer a maxima reducdo de cor do caldo, trés experimentos adicionais

foram conduzidos com as caracteristicas 6timas. A média dos valores de reducgdo de cor do
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caldo foi de 96,06%, que esta proximo com o valor predito 98,17%. Entdo, foi provado que

este modelo é adequado.

5.7 Purificagdo utilizando carvéo ativado em pd

Apods a centrifugacdo do meio de fermentacdo selecionado, o sobrenadante foi
colocado em contato com 18,72 % (m/v) de carvao ativado em p6 por uma hora. A mistura foi
centrifugada. No inicio do processo a concentracdo de &cido latico, proteinas e acucar eram de
145,40 g/L, 10,28 g/L e 7,10 g/L respectivamente. Apds 0 processo com carvao ativado a
concentracdo de &cido latico era de 142,20 g/L e a de agucar 1,24 ¢g/L, ja a concentracdo de
proteinas se tornou indetectavel pelo método de Lowry utilizado. Para o calculo do
rendimento temos que considerar o volume em cada uma das fases. No inicio do processo
tinhamos 320 mL enquanto que no final foram obtidos 170 mL, assim o rendimento deste

processo (recuperacdo do acido latico) foi de 52 % ( Tabela 13).
5.8 Purificacao utilizando carvéo ativado e celite

Como observado na purificagdo anterior a utilizagdo de carvdo ativado foi bastante
eficiente na remocdo de cor e de proteina, entretanto houve também grande perda de acido
latico (rendimento de 52 %). Essa perda de &cido latico poderia ser decorrente do processo de
separacdo do carvéo ativado da solugéo.

Assim, realizou-se a filtracdo o vacuo para separacdo da solucdo de &cido latico do
carvao ativado em p0 e para isto utilizou-se também o celite que é um reagente que retém o
carvao, além de ser um composto muito utilizado para realizar filtracdes, purificacfes e
clarificacGes de solucgdes (SILVA et al., 2008).

Dessa maneira o caldo fermentado foi filtrado em um funil de placa sinterizada
contendo celite e carvdo ativado conforme descrito em 4.5.1.4. Os resultados dos

experimentos realizados sdo mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9 Resultados obtidos nas filtragdes utilizando celite e carvao.

1° Experimento 2° Experimento
Inicial Final Inicial Final
Acido latico (g/L) 109,00 92,04 109,00 76,06
Acucar (g/L) 7,00 0,76 7,00 1,17
Proteina (g/L) 11,51 0,24 11,51 0
Volume (mL) 10,00 10,00 15,00 20,00
Eficiéncia (%) 84 93

Observando os dados da Tabela 9 € possivel verificar que houve maior recuperacdo do
acido latico (84% e 93%) utilizando a filtragdo a vacuo com celite e carvdo ativado, quando
comparado com o metodo onde somente carvdo ativado foi usado. Além disso, a remocéo de
acucar e proteina continuou praticamente a mesma. Estas solugbes foram submetidas a
posterior purificacdo com resina IRA 67.

A solucdo final obtida na filtragdo com carvdo e celite apresenta uma pureza
relativamente alta, sendo que apenas a quantidade de aclUcar estd acima da desejada
(quantidade de agucar menor que 1% em relacdo ao cido latico) para a realizacdo de uma boa
polimerizacéo.

Dessa maneira, a fim de obter uma relacdo de acUcar e acido latico menor que 1% o
caldo foi submetido a duas filtracbes seguidas em carvao e celite. Dessa forma, o caldo
fermentado foi duplamente filtrado em um funil de placa sinterizada contendo celite e carvao
ativado conforme descrito no item 4.5.1.4. Os resultados obtidos nestes experimentos sdo

mostrados na Tabela 10.

Tabela 10 Resultados obtidos a partir de dupla filtracdo utilizando celite e carvéo.

1° Experimento 2° Experimento
Solugéo final Solugéo final
Caldo inicial (duplamente Caldo inicial (duplamente
filtrado) filtrado)
Acido lético (g/L) 109,00 38,72 112,03 19,15
Acucar (g/L) 7,00 0,21 7,97 0,16
Proteina(g/L) 11,51 0 12,10 0
Volume (mL) 10,00 20,00 50,00 290

Eficiéncia (%) - 71 - 99
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A Tabela 10 apresenta dois experimentos que foram realizados com dubla filtracao
com carvédo e celite, sendo que o segundo experimento foi utilizado maior volume inicial de
caldo (50 mL) e foi lavado com maior quantidade de &gua.

A partir dos resultados obtidos foi possivel verificar alta eficiéncia do processo
utilizando dupla filtragdo com carvéo e celite, pois foi possivel obter até 99% de recuperacédo
do é&cido latico (2° experimento), provavelmente porque foi lavado com uma maior
quantidade de agua. Além disso, nos dois casos houve eliminacéo total de proteina, presenga
de acucar residual em relacdo ao acido latico menor que 1% (0,5% e 0,8% para o0 1° e 2°

experimento, respectivamente) e praticamente 100% de remocéo de cor.

5.9 Troca idnica
5.9.1 Capacidade das resinas IRA 67 E IRA 40

A fim de verificar a capacidade de adsorcdo das resinas IRA 67 e IRA 400, em suas
diferentes formas, as resinas foram carregadas com solu¢do aquosa de &cido latico com pH
inicial ajustado para 5. Quando o equilibrio foi alcangado os sobrenadantes das amostras

foram retirados e as capacidades das resinas foram calculadas de acordo com a Equacéo 13.
qg=LA;-LAf/w Eq. 13

Onde, LAy e o LA: significam é&cido latico inicial e final do meio aquoso (g/L),
respectivamente e w € o peso da resina (g).

Em menores concentragdes de &cido latico os dois tipos de resina tiveram capacidades
de adsorcdo similares em ambas as formas. No entanto, quando as concentracdes de acido

latico foram maiores existiram diferencas na capacidade de adsorc¢éo (Figura 16).
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Figura 16: Capacidade de adsorcéo por cada resina (A: IRA 400 B: IRA 67) nas diferentes formas.

A partir da Figura 16 é possivel observar que a resina IRA 67 teve maior capacidade
de adsorcdo quando estava na forma de cloreto. Além disso, nesta forma ela teve maior

capacidade de adsorcdo que a resina IRA 400 em qualquer forma.
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John et al (2008) observaram que na forma de CI', as resinas de base fraca apresentam
maior capacidade de adsorcdo do que as resinas de base forte. Entretanto, as resinas de base
forte na forma OH" tiveram maior capacidade de adsorcdo do que as resinas de base fraca na
forma de base livre. O mesmo fendmeno foi constatado neste estudo.

Observando a Tabela 11 e as isotermas de equilibrio (Figuras 17, 18, 19, 20) pode-se
dizer que o modelo que melhor explica a adsor¢do do &cido latico nas resinas € o de

Freundlich, ou seja, em multicamadas de adsorcéo.

Tabela 11: Valores de R? ajustado para os modelos de Langmuir e de Freundlich

Valor de R? ajustado IRA 400 CI IRA 400 OH" IRA 67 CI IRA 67 Base Livre

Modelo de Langmuir 0,94372 0,91563 0,92107 0,40365
Modelo de Freundlich 0,99572 0,99572 0,99927 0,9896
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5.9.2 Teste do eluente

Com relacdo aos eluentes testados (1IN NaCl, 1N HCI, 1N H,SO,4 e 1IN NaOH) pode-se
observar na Tabela 12 que dois eluentes apresentaram desempenhos préximos quanto a
recuperacdo: &cido cloridrico e cloreto de sddio. Considerando etapas posteriores do processo
de purificacdo e polimerizacdo do &cido latico, optou-se por trabalhar com o &cido cloridrico,

uma vez que este eluente pode ser facilmente removido no processo de evaporacdo a vacuo.

Tabela 12: Acido latico eluido a partir de diferentes solventes

Quantidade de acido )
latico presente na Acido latico eluido (g/L) Recuperacéo (%)
resina (g/L)

1IN HCI 0,484 0,322 66,52
1IN NaOH 0,493 0,026 5,27
1IN NaCl 0,476 0,363 76,26
IN H2SO4 0,502 0,322 64,14

5.9.3 Recuperacdo e purificacédo do acido latico utilizando coluna de troca idnica

A partir dos testes preliminares de capacidade de adsorcdo e também de eluicdo foi
escolhida a resina amberlite IRA 67 na forma de cloro e como eluente acido cloridrico 1N.

Os caldos fermentados utilizados nestes estudos tiveram origem na purificagdo utilizando
carvao ativado ou na purificagdo com carvéo ativado e celite.

No primeiro experimento uma solucdo (170,00 ml) contendo 142,20 g/L de é&cido
latico a pH 5 foi submetida a purificacdo utilizando coluna de troca idnica conforme descrito
no item 4.5.2.4. Apos a eluicdo do acido latico com &cido cloridrico foram obtidos 50,00 ml
de solu¢do com concentragdo de 63,70 g/L de acido latico. A concentracdo de proteinas se
tornou indetectavel pelo método de Lowy e a concentracdo de acucar era de 0,4 g/L (Tabela
13). Desta maneira, a eficiéncia (recuperacdo do acido latico) desse processo foi de 13% e a
presenca de acucar em relagédo ao cido latico foi de 0,62 %.

Com o objetivo de aumentar a porcentagem de recuperacdo do acido latico realizou-se
um teste em menor escala e com fluxo de 0,70 mL/min e a solugéo utilizada foi aquela obtida
pelo processo de filtragdo & vacuo com carvdo ativado e celite. Desta maneira 27,50 ml da
solugéo contendo 60,50 g/L de acido latico foram submetidos ao processo de purificacdo e ao
fim desta etapa foi obtida uma solucdo de 43,00 ml (em razéo das lavagens feitas com agua
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destilada) com 15,20 g/L de é&cido latico, 0,33 g/L de acucar e concentracdo de proteinas
indetectavel pelo método de Lowry. A eficiéncia deste processo foi de 45% e a presenca de
acucar em relacéo ao acido latico na solucdo foi de 2,2 % (Tabela 13).

No terceiro processo, aumentou-se o tempo de adsor¢do da solucdo contendo acido
latico com a resina, objetivando diminuir a perda de &cido latico durante a etapa de lavagem
com agua destilada. Assim, 10,00 mL da solucdo proveniente da filtracdo a vacuo com carvéo
ativado e celite com concentracdo de 92,04 g/L permaneceu em contato com a resina IRA 67
por 12 horas e apds este periodo foi submetida ao processo na coluna de troca idnica. Ao final
foram obtidos 52,60 ml de solucdo com concentracao de 5,89 g/L de acido latico e 0,17 g/L
de acucar. A eficiéncia deste processo foi de 47,00 % a percentagem de agucar em relacao ao
acido latico foi de 1,20 % (Tabela 13). Com este resultado foi possivel verificar que o
aumento do tempo de adsorcdo para 12 horas ndo melhorou a eficiéncia de recuperagdo do
acido latico, visto que foi obtido resultado semelhante a purificacéo anterior.

Por fim realizou-se o quarto processo, onde a quantidade de resina foi aumentada
consideravelmente, em relacdo ao volume de solucéo utilizada na purificacdo. A hipotese aqui
estudada foi de que durante os outros processos ndo haveria quantidade de resina suficiente
para adsorver o grande volume de caldo adicionado. Para o estudo desta hipotese, 20,00 mL
de solucdo contendo 76,06 g/L de &cido latico foi submetida ao processo na coluna de troca
ibnica com 50,00 g da resina em um fluxo de 0,50 ml/min. Ao final do processo foi obtido
110,5 ml de solugdo com concentracdo de 7,81 g/L de &cido latico e 0,07 g/L de aclcar. A
eficiéncia deste processo foi de 71% e a presenca de aclcar em relacdo ao &cido latico foi de
0,89 % (Tabela 13).
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Tabela 13: Resultados obtidos nos experimentos de purificacdo de acido latico utilizando

processos de troca ibnica.

1° Processo 2° Processo

Caldo Carvao Resina | Caldo Carvdo Resina

Acido latico (g/L) 14540 14220 63,70 | 11300 6050 15,20

Acucar (g/L) 7,01 1,24 0,40 7,00 0,78 0,33

Proteina (g/L) 10,28 0 0 11,50 0,20 0

Volume (mL) 320,00 170,00 50,00 | 20,00 27,50 43,00

Eficiéncia (%) 52 13 74 45
3° Processo 4° Processo

Caldo Carvao Resina | Caldo Carvdo Resina

Acido latico (g/L) 109,00 92,04 589 | 109,00 76,06 7,81

Aclcar (g/L) 7,00 0,76 0,17 7,00 1,17 0,07
Proteina (g/L) 11,51 0,24 0 11,51 0,17 0
Volume (mL) 10 10 52,6 15 20 110,5
Eficiéncia (%) 84 47 93 71

Para a purificacdo de um meio de fermentacdo composto por madeira de eucalipto
Moldes et al. (2001) utilizaram a resina de base fraca IRA 67 na forma de cloreto e obtiveram
recuperacdo de acido latico entre 98 e 100% em 4 ciclos. Utilizaram 42,00 g de resina e
volume de caldo, em média, de 70,00 mL. Também utilizando resina de base fraca (IRA 92)
para purificacdo de acido latico Tong et al. (2004) tiveram rendimento de 82,60 %. Os
resultados para rendimento em coluna de troca ibnica encontrados neste trabalho se

encontram mais baixos (71%).
5.9.4 Nanofiltracéo

A fim de realizarmos o estudo sobre nanofiltracdo optamos por utilizar a solugéo
proveniente do terceiro processo de purificagdo com a resina de troca ionica, pois neste a
percentagem de agucar em relacdo ao acido latico foi maior que 1% (1,18%). Dessa maneira
5,00 mL da solucdo com concentracdo de acido latico e acglcar de 5,89 g/L e 0,17 g/L,

respectivamente, foi submetida ao processo de nanofiltracdo e apds esta etapa a solucdo (5,00
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mL) continha 4,37 g/L de &cido latico e 0,04 g/L de agucar. O rendimento para essa etapa de
purificacdo foi de 74,2% e a percentagem de acucar em relacédo a acido latico foi de 0,91%.
De acordo com este resultado foi possivel verificar que a etapa de nanofiltracdo nédo
foi muito vantajosa para este caso, pois houve pouca remoc¢do de acglcar e perda de &cido
latico.
Os resultados para rendimento do acido latico encontrados neste trabalho sdo maiores
que aqueles encontrados por Li et al (2008). Os autores trabalharam também com soro de

queijo como fonte de carbono e obtiveram rendimento para acido latico de 43,7% e 97%.

5.9.5 Rendimento do processo global de purificacéo

Ao longo deste trabalho diversas técnicas para a purificacdo do acido latico foram
estudadas: carvao ativado em po, filtracdo com carvao ativado e celite, resina de troca idnica e
nanofiltracdo. Algumas dessas técnicas foram combinadas e usadas em conjunto, outras foram
usadas separadamente.

A Tabela 14 apresenta um resumo dos principais resultados obtidos nos processo de
purificacdo que envolve: a de remocéo de proteina e aglcar, a presenca de acucar em relacao
ao acido latico (em porcentagem) e o rendimento global de cada processo (recuperacéo total
de acido latico), sendo que este envolve o rendimento individual de cada fase envolvida no

processo.

Tabela 14 Resultados da purificacdo do acido latico para todos os processos utilizados.

Dupla < Filtracdo a Filtragdo a
filtracdo a a%?/;\él%oe vécuo (carvdo VAcuo (carvéo
vacuo (carvao troca idnica e celite) e e celite), troca
@ celite) troca ionica narllg?illc'i?:géo
11
Q) (an (1) (V)
Remocéo de
proteina (%) 100,00 100,00 100,00 100,00
Remocéo de
acucar (%) 94,00 99,00 93,00 97,00
Relagéo
acucar/ acido 0,50 0,62 0,90 0,90
latico (%)
Rendimento 71,00 7,00 66,00 20,00

global (%)
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De acordo com a Tabela 14 foi possivel verificar que em todos os casos a remogéo de
acucar foi superior a 90% e as proteinas foram totalmente removidas.

Para a polimerizacdo do &cido latico é ideal que a relacdo acucar/acido latico seja
menor que 1,00 %, e em todos os casos esta relacdo foi observada, entretanto é possivel
observar que em alguns processos (I e 11) esta relagdo foi expressivamente menor.

O processo Il apresentou rendimento muito inferior (7%) quando comparado com 0s
outros processos, 0 que pode ser explicado pela grande perda de acido latico na separacdo do
carvdo ativado da solugdo, pela pouca quantidade de resina empregada em relacdo a
concentracdo de acido latico no processo de troca ibnica e pela alta velocidade do fluxo.

O experimento 1V também apresentou um baixo rendimento de recuperacdo do &cido
latico, pois foi o processo com maior numero de etapas associadas: filtracdo a vacuo, troca
ibnica e também nanofiltracdo. A cada etapa do processo de purificacdo do acido latico ha
perdas que se acumulam e que é refletido na baixa recuperacdo global de acido latico.

Os processos | e Ill apresentaram bons rendimentos de recuperacdo de acido latico
(71% e 66% respectivamente), entretanto as duas etapas seguidas de filtracdo a vacuo com
celite e carvéo (processo I) apresentou também uma baixa relacdo agucar/acido latico (0,5%),
0 que é ideal ao processo de polimerizacao.

Em suma, considerando as taxas de rendimento, a remocao de acUcares e proteinas e a
relacdo acUcar/acido latico é mais vantajoso a utilizacdo do processo que envolve dupla
filtracdo a vacuo com carvdo em po e celite, uma vez que este processo também reduz o
tempo de operacdo. Ndo ha até o momento nenhum dado na literatura que utilize celite no

processo de purificacdo do acido latico.



64

6 CONCLUSOES

Nos processos fermentativos foram utilizados dois residuos da agroindustria, o soro de
queijo e a agua de maceracdo de milho (AMM). A fermentacdo em batelada, com o micro-
organismo Lactobacillus rhamnosus teve producdo de 57,00 g/L de &cido latico. A
fermentacdo em batelada alimentada por pulso teve aumento percentual, em relacdo a
fermentacdo em batelada, de 73,50% e a fermentacdo em batelada alimentada com fluxo
constante de 41,14%. Quanto as fermentacdes em batelada alimentada pH stat, quando lactose
sintética foi usada como alimentagdo houve queda na producéo de 29,92%, quando foi usado
na alimentacédo soro de queijo, AMM e 10N NaOH o aumento foi de 31,05%; soro de queijo,
AMM e 5N NaOH aumento de 96,49% e quando somente soro de queijo e AMM foram
usados na alimentacdo o aumento percentual foi de 152,10%. Ressalta-se que neste trabalho
foram usados dois residuos da agroindudstria como forma de controle de pH, o que dispensou o
uso de bases durante a fermentagéo. Isso contribui com a redugdo dos custos do processo e
com a baixo acumulo de residuos. O caldo proveniente desta Gltima fermentacdo foi utilizado
para os estudos de purificacdo do &cido latico.

Neste trabalho foram utilizadas diferentes técnicas de purificagdo como: carvao
ativado em po, filtracdo a vacuo com carvao e celite, coluna de resina de troca ibnica e
nanofiltracdo. Dentre as técnicas utilizadas o processo que envolve dupla filtracdo a vacuo
com carvao e celite foi o que apresentou melhor rendimento, remocéo de 100% das proteinas
e baixa relacdo de agucar/acido latico, além de ser o processo que apresenta menores custos e
tempo de operacdo. Este proceso também apresenta uma forma inovadora de purificacdo do
acido latico, pois ndo ha dados na literatura de utilizacdo de celite como reagente para
purificacdo.

Os objetivos deste trabalho foram alcancados sendo que a melhor fermentacdo em
batelada alimentada foi do tipo pH stat tendo soro de queijo e agua de maceracdo de milho na
alimentacdo, com aumento de 152,10% em relacdo a batelada e o melhor processo de
purificacdo foi o processo que envolveu dupla filtragdo a vacuo com carvéo e celite que teve
rendimento de 71%, com remocédo de 100% das proteinas e relacdo de acUcares e acido latico
de 0,5%.
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