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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia de Processos
Universidade Federal de Santa Maria

PRODUCAO DE ACIDO LACTICO A PARTIR DA CASCA DE ARROZ
AUTORA: SHEILA MONTIPO
ORIENTADOR: AYRTON FIGUEIREDO MARTINS
Santa Maria, 16 de Novembro de 2012.

Residuos lignoceluldsicos agroindustriais, como a casca de arroz (CA), sao fontes
renovaveis, abundantes e de baixo custo, disponiveis para a biotransformacéo em
produtos com valor agregado. O principal objetivo deste trabalho foi investigar o
aproveitamento da CA com vistas a sua biotransformacdo em &cido lactico (ALac),
partindo-se de hidrolisados desta biomassa residual. Ao mesmo tempo, objetivou-se
contribuir para a mitigacdo do crescente problema ambiental decorrente da
disposicao irregular deste residuo no estado do Rio Grande do Sul, maior produtor
brasileiro. Para tanto, o delineamento composto central rotacional (DCCR) do
planejamento experimental da hidrélise acida da CA em sistema de conversdo a
pressdo, com HCIl e H,SO, diluidos, revelou que, experimentos conduzidos a 175
°C, por 46 min, com concentracdo de 2,2% (v v') de acido, produziram os teores
maximos de glicose. Para hidrélises envolvendo HCI, teor de 17,8 g de glicose L™,
com rendimento de 106,6 mg de glicose g™ CA; para hidrélises com H,SO,, teor de
14,1 g de glicose L™, com rendimento de 84,5 mg de glicose g* CA. Ensaios
fermentativos prévios foram feitos com o intuito de selecionar micro-organismos
resilientes e eficientes para a producdo de AlLac e, também, para avaliar a
necessidade de suplementacdo do hidrolisado da CA com nutrientes especificos. L.
rhamnosus, neste trabalho, foi a bactéria mais apropriada a fermentacdo lactica,
dentre os Lactobacillus testados, sendo capaz de produzir 5,6 g ALac L™, com
rendimento de 33,8 mg ALac g CA (hidrolisado com HCI, sem adic&o de nutrientes,
96 h de fermentacdo). A hidrélise acida, neste caso especifico, foi feita a 160 °C, por
70 min, com 4,0% HCI v v, gerando 14,7 g L™ de glicose. A fermentacéo lactica via
DCCR foi conduzida em vials de 4 mL, em batelada, a 37 °C, pH 6,0, empregando-
se L. casei subsp. rhamnosus ATCC 10863, cepa especializada em catabolizacdo de
hexoses e pentoses (exceto arabinose). Experimentos com hidrolisados da CA
adicionados de nutrientes produziram até 18,8 g ALac L™ (rendimento méaximo de
997,1 mg ALac g*' aclcares) em substrato hidrolisado com HCI, apés 52 h de
fermentacéo; e 14,6 g ALac L™ (rendimento maximo de 999,8 mg ALac g™ aclcares)
em substrato hidrolisado com H,SO,4, ap6s 24 h de fermentacdo. Portanto, neste
trabalho, as escolhas de maior influéncia na produgédo de ALac foram a fermentacéo
com hidrolisado sulftrico e emprego de L. rhamnosus.

Palavras-chave: Biorrefinaria. Casca de arroz. Hidrolise acida. L. casei subsp.
rhamnosus ATCC 10863. Acido lactico. Otimizac&o de processos. Cromatografia.
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ABSTRACT

Master Dissertation
Post-Graduation Program in Process Engineering
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

LACTIC ACID PRODUCTION FROM RICE HUSK
AUTHOR: SHEILA MONTIPO
SUPERVISOR: AYRTON FIGUEIREDO MARTINS
Santa Maria, November 16", 2012.

Lignocellulosic agroindustrial wastes, such as rice husks (RH), are abundant, low
cost, renewable sources, available to biotransformation in value-added products.
Thus, the main objective of this study was to investigate the use of RH with the
purpose of its biotransformation in lactic acid (LacA) starting from hydrolysates of this
residual biomass. At the same time, aiming to contribute to the mitigation of the
growing environmental concern about the illegal disposal of this waste in the State of
Rio Grande do Sul — the biggest Brazilian rice producer. For this, a central composite
rotational design (CCRD) of the hydrolysis experiments of RH in pressurized
conversion system with diluted HCI and H,SO4, revealed that experiments conducted
at 175 °C, for 46 min, with acid concentrations of 2.2% v v, generate the highest
glucose contents. For hydrolysis involving HCI, 17.8 g glucose L™, with an yield of
106.6 mg glucose g RH; for hydrolysis with H,SO4,, 14.1 g glucose L™, with an yield
of 84.5 mg glucose g* RH. Previous fermentative experiments were carried out with
the aim to select resilient and efficient micro-organisms for the LacA production and,
also, to evaluate the need of supplementation of the RH hydrolyzate with specific
nutrients. L. rhamnosus, in this study, was the most suitable bacteria for the lactic
fermentation, among all the Lactobacillus tested, being able to to produce 5.6 g LacA
L™, with a yield of 33.8 mg LacA g* RH (hydrolysed with HCI, without nutrient
addition, 96 h fermentation). The acid hydrolysis, in this particular case, was carried
out at 160 °C, for 70 min, using 4.0% HCI v v, generating 14.7 g glucose L™. The
lactic fermentation via CCRD was batch conducted in 4 mL vials, at 37 °C, pH 6.0,
using L. casei subsp. rhamnosus ATCC 10863, specialized in catabolization of both
hexoses and pentoses (except arabinose). Experiments with RH hydrolysates
containing nutrients added produced up to 18.8 g LacA L™ (maximum yield of 997,1
mg LacA g’ sugars) in substrate hydrolyzed with HCI, after 52 h fermentation; and
14.6 g LacA L™ (maximum vyield of 999.8 mg LacA g™ sugars) in substrate hydrolyzed
with H,SO,, after 24 h fermentation. Therefore, in this study, the choices of most
influence in the LacA production were fermentation with sulfuric acid and employment
of L. rhamnosus.

Keywords: Biorefinery. Rice husks. Acid hydrolysis. L. casei subsp. rhamnosus
ATCC 10863. Lactic acid. Process optimization. Chromatography.
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1. INTRODUCAO

Neste inicio de século, a combinacdo entre o0s setores econdmico,
tecnologico, politico e de recursos humanos esta impulsionando o surgimento de um
mercado voltado a utilizacdo integral das matérias-primas renovaveis (biomassas)
em substituicio aos combustiveis fosseis e, com isso, promovendo a
sustentabilidade industrial a partir do conceito de biorrefinaria (BOZELL &
PETERSEN, 2010; ZHANG, 2008). O sinergismo das mudltiplas alternativas em
matérias-primas, tecnologias de conversdo e variedade de produtos compdem o
cenario de diversidade que retrata a situacdo atual da industria baseada em
biomassa.

Residuos lignoceluldsicos agroindustriais, como a casca de arroz (CA), sao
fontes abundantes e ndo dispendiosas para a biotransformacdo de compostos
renovaveis em produtos com valor agregado. O arroz € um dos cereais mais
consumidos no mundo, servindo como alimento basico para cerca da metade da
populacdo mundial. As proje¢cOes de producdo de arroz, avaliadas pela Assessoria
de Gestdo Estratégica do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA, 2010), mostram que o Brasil vai colher 15,2 milhdes t de arroz na safra
2021/2022, sendo que, somente o estado do Rio Grande do Sul (RS), maior produtor
nacional, é responsavel por 66,7% desta parcela. Considerando que, deste total de
arroz produzido, aproximadamente 20% correspondem a casca, teremos 2,03
milhdes t do residuo agricola nos solos do RS (WEI et al., 2009). Portanto, a
utilizacdo adequada deste residuo poderd minimizar os problemas ambientais
vinculados ao seu acumulo e diminuir o consumo de combustiveis fésseis, além de
resultar em melhora no quadro atual do aproveitamento desta matéria-prima, que
desperta grande interesse ultimamente.

O &cido lactico (ALac) é um importante insumo industrial, com vasto mercado
em expansdo devido a sua versatilidade. Recentemente, o consumo de ALac
aumentou consideravelmente pelo uso como monémero na producdo de poli(acido
lactico) (PLA) — polimero sustentavel e compostavel (ROMANI et al., 2008; WEE et
al., 2004). A producédo do Alac, via fermentacdo € dependente de distintos fatores,

sendo o custo da matéria-prima extremamente significativo (ABDEL-RAHMAN,



TASHIROC & SONOMOTO, 2011). Logo, a CA, descrita aqui como substrato
alternativo, torna-se uma matéria-prima promissora para a producao de um ou mais
acidos organicos, bases importantes de processos quimicos industriais.

Todavia, os componentes lignocelulésicos que integram a CA necessitam ser
previamente separados para que as fracoes de celulose e hemicelulose sejam
despolimerizadas, a partir de tratamentos hidroliticos quimicos ou enziméticos, em
sacarideos fermentaveis (MOSIER et al., 2005). Por varias décadas, a hidrélise
eficaz da matriz multicomponente das matérias-primas lignoceluldsicas e a
fermentacao posterior dos aglcares resultantes tém sido um grande desafio.

Uma conversao eficiente de todos os carboidratos presentes no hidrolisado
lignocelulésico em ALac é um requisito fundamental para maximizar a rentabilidade
do processo, uma vez que a gama de bioprodutos esta se expandindo para além de
compostos de alto valor / baixo volume, e comecando a competir com a producao
sintética tradicional de commodities quimicos (FU et al., 2009; JOHN,
NAMPOOTHIRI & PANDEY, 2007). Adicionalmente, conforme os principios da
biorrefinaria, faz-se necessario considerar a utilizacdo efetiva de todos os
componentes advindos dos materiais lignocelulésicos com o intuito de minimizar
desperdicios e, com isso, competir de maneira eficaz com as op¢odes tradicionais.

A tendéncia para a sustentabilidade ambiental, em paralelo & quimica verde,
tem aumentado significativamente o interesse na valorizacdo dos produtos da rota
fermentativa, tal como o ALac, devido as inimeras vantagens em relacédo a sintese
quimica tradicional. Assim, na era pés-petréleo, o aproveitamento integral e racional
das biomassas lignocelulésicas podera revolucionar uma série de segmentos
industriais, englobando bioprodutos, biopolimeros e biocombustiveis, além de
energia e alimentos, trazendo beneficios imensuraveis para paises de grandes
extensoes territoriais e de elevada produtividade de biomassa, entre 0s quais 0

Brasil ocupa posicao de destaque.

1.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como principal objetivo investigar o aproveitamento

da CA, residual do processo de beneficiamento, visando a biotransformagdo em



ALac a partir de hidrolisados desta biomassa e, assim, contribuir para a mitigacéo do

crescente problema ambiental, decorrente da disposicdo irregular de residuos

agroindustriais do RS.

Os objetivos especificos compreendem:

desenvolver processo inovador de producdo de AlLac, em escala semi-
micro, em laboratério analitico-ambiental (ndo-microbiolégico), com énfase
na reducdo do consumo de reagentes e no numero de etapas do
processo, bem como de producdo de efluentes e residuos (seguindo os
preceitos da Quimica e da Engenharia Verdes);

desenvolver metodologia analitica adequada para a quantificacdo de
acucares e acidos organicos, bem como de subprodutos formados;
analisar a composicéo geral dos hidrolisados da CA, buscando identificar
subprodutos de interesse, decorrentes da degradacdo da biomassa
lignocelulésica em questéao;

otimizar as condi¢cdes operacionais com o0 apoio de ferramentas de
planejamento experimental, de tal modo a maximizar rendimentos e

produtividade dos produtos de interesse.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biorrefinaria — Rota bioquimica

Os esforcos em Pesquisa & Desenvolvimento (P&D) para a utilizacao
diversificada de matérias-primas renovaveis (biomassas) em substituicdo as fontes
fosseis tém se intensificado ultimamente. Nesse contexto, a biorrefinaria surge como
estrutura industrial que emprega biomassas agricolas e agroindustriais como base
para a producdo de vasto nimero de compostos quimicos. Tal estrutura compreende
as instalacdes e 0s processos através dos quais as matérias-primas renovaveis e
seus residuos sao transformados em biocombustiveis, produtos quimicos com valor
agregado, além de energia e alimentos (ANTUNES et al., 2010). O desenvolvimento
de biorrefinarias possui dois focos estratégicos: i) o incentivo em favor da utilizacao
das biomassas locais (foco energético) e ii) a criagdo de uma industria robusta de
base biolégica (foco econémico) (BOZELL & PETERSEN, 2010).

Os recursos da biotecnologia moderna, aliados aos da industria quimica,
constituem uma via potencialmente importante na consolidacéo das biorrefinarias. A
producdo de insumos quimicos a partir da industria biotecnolégica adere aos
principios da quimica verde, tal como reducdo do consumo energético e da geracao
de residuos, uso de catdlise seletiva e producdo de compostos biodegradaveis.
Adicionalmente, a conducdo dos procedimentos em uma Unica etapa facilita a
otimizag&o da producgéo — contraditoriamente as multiplas etapas da sintese quimica
— envolvendo menores gastos energéticos e emprego de menores quantidades de
reagentes e, ainda, permitindo a sintese de produtos ndo possiveis de producéao via
sintese quimica (SIJBESMA, 2003).

Como dito anteriormente, os produtos de base biolégica podem ser
biodegradados em dioxido de carbono e agua, sendo utilizados de maneira
sustentavel durante a fotossintese para a produgédo da biomassa vegetal. A Figura 1
ilustra o ciclo produtivo do PLA, biopolimero produzido a partir do AlLac,
principalmente, para aplicagbes em embalagens plasticas e na confecgcéao de fibras
para a industria téxtil (JOHN et al., 2009; HATTI-KAUL et al., 2007).
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Figura 1 — Ciclo produtivo do poli(acido lactico) (PLA).

Fonte: Adaptado de HATTI-KAUL et al., 2007.

Conforme Octave & Thomas (2009), dependendo do composto majoritario da
estrutura quimica das biomassas, as biorrefinarias podem ser classificadas como:
biorrefinaria base carboidratos, biorrefinaria base lignocelulésica e biorrefinaria base
lipidica. A primeira prop@e a utilizacdo dos aclcares, que sado as reservas de energia
nos vegetais (sacarose e amido). S8o acuUcares mais acessiveis as necessidades
energéticas dos vegetais e objeto de uso pleno da industria alimenticia. A segunda
baseia-se na utilizacdo dos constituintes estruturais do vegetal. Sdo fracdes de maior
complexidade estrutural e, por isso, de menor acessibilidade. A terceira baseia-se
em grupos especificos de vegetais capazes de produzir e armazenar triglicerideos,
gque também atuam como reserva energética para o vegetal, tendo enorme
aplicabilidade em diversos setores industriais (ANTUNES et al., 2010).

Por tratar-se de uma biomassa extremamente abundante e com elevada
capacidade de processamento, renovavel e praticamente nao dispendiosa, além de
nao concorrer a nivel alimenticio, os substratos lignocelulésicos tornam-se mais
atraentes a producdo de bioprodutos, biocombustiveis e energia (DAMARTZIS &
ZABANIOTOU, 2011; DEMIRBAS, 2011).



2.1.1 Biomassa lignocelulésica

As biomassas lignoceluldsicas, incluindo residuos agricolas, agroindustriais e
florestais compdem as fontes de carboidratos mais abundantes na natureza, sendo
subutilizadas industrialmente e, paralelamente, destacando-se como potenciais
matérias-primas capazes de serem convertidas em commodities e energia através
de processos bioquimicos. Aproximadamente 3,5 bilhdes t de residuos agricolas sao
produzidos anualmente no mundo (JOHN, NAMPOOTHIRI & PANDEY, 2007). No
Brasil, residuos de colheita e do processamento de culturas como arroz, cana-de-
acucar, citricos, coco, gramineas, mandioca, milho, trigo e soja representam 597
milhdes t anuais. Por conseguinte, o pais ocupa posi¢cao estratégica para assumir a
lideranca no aproveitamento integral destas biomassas (FERREIRA-LEITAO et al.,
2010).

Os principais constituintes das biomassas lignocelulésicas sédo celulose (~40-
50%), hemicelulose (~25-30%) e lignina (~15-20%), além de extrativos e distintos
materiais inorganicos (KNAUF & MONIRUZZAMAN, 2004). Devido a
heterogeneidade destes materiais, tal composicao varia conforme as propriedades
particulares de cada vegetal. A lignina, juntamente com a hemicelulose, forma uma
matriz que envolve a celulose, fazendo com que estes trés componentes majoritarios
encontrem-se estritamente associados em uma estrutura cristalina e complexa
(Figura 2) (KESHWANI & CHENG, 2009; ZHANG, 2008). Cabe salientar, que a
separacao efetiva de cada um destes constituintes durante o processamento, tem
papel essencial na composicédo de fatores de viabilidade econdmica dos multiplos
produtos gerados (MENON & RAO, 2012).

Tal como evidenciado na Figura 2, a celulose é empacotada em microfibrilas,
que sao estabilizadas por ligacdes de hidrogénio. Estas microfibrilas séo interligadas
umas as outras pela hemicelulose, por polimeros amorfos de diferentes acucares,
bem como por polimeros de pectina, sendo, finalmente, cobertos pela lignina. As
microfibrilas celulésicas, que estdo presentes na matriz hemicelulose-lignina, estao
associadas na forma de macrofibrilas. As moléculas individuais de microfibrilas estéo
empacotadas tdo firmemente que, ndo somente enzimas, mas pequenas moléculas
como a agua, ndo conseguem penetrar no complexo (ARANTES & SADDLER,

2010). As regides cristalinas das microfibrilas sdo mais resistentes a biodegradagao



em relacdo as partes amorfas e, por isso, sdo ditas pouco reativas (HALLAC &
RAGAUSKAS, 2011).

Parede Celular Macrofibrila

Hemicelulose

Célula Vegetal Lignina

Celulose

Microfibrila

Figura 2 — Estrutura lignocelulésica recalcitrante contendo celulose, hemicelulose e
lignina.

Fonte: ZHANG, 2008.

A hidrolise total da celulose gera apenas glicose, que é considerada a
principal matéria-prima para processos biotecnolégicos, podendo ser convertida a
substancia quimicas, como: etanol, lipideos (LIAN et al., 2010), acidos organicos, 5-
hidroximetil-furfural (5-HMF), furfural (BEVILAQUA, 2010), glicerol, sorbitol, manitol,
frutose, enzimas, dentre outras (ANTUNES et al., 2010). O produto da hidrdlise da
fracdo hemicelulésica é uma mistura de acguUcares, predominando, no caso da CA, a
xilose, que pode ser convertida a xilitol (RAMBO, 2009) ou demais bioprodutos,
quando se emprega micro-organismos capazes de degradar tal agucar. Quando ndo
€ queimada para gerar energia, a maioria da lignina remanescente do processo
hidrolitico oferece perspectivas de utilizacdo para a obtencédo de produtos com valor
agregado. Recentemente, pesquisas tém demonstrado que a lignina possui um
potencial que vai muito além do que lhe foi atribuido até o momento — geracéao de
energia através de sua queima. Alguns exemplos destas aplicagcbes sdo: na

producdo de dispersante para a industria quimica, aditivo/substituinte de resinas



fendlicas para producdo de painéis, na producdo de fibra de carbono, como veiculo
de fertilizantes e pesticidas, fonte de distintos compostos quimicos, etc. (DOHERTY,
MOUSAVIOUN & FELLOWS, 2011; ZHANG, 2008)

A planta de uma biorrefinaria lignocelulésica tipica deve tirar proveito do
sinergismo existente entre os distintos processos, baseando-se no principio de que i)
todos os acgUcares isolados séo utilizados na producéo de bioprodutos, biopolimeros
e biocombustiveis e i) todos os residuos do processo (incluindo lignina,

hemicelulose e celulose) séo utilizados na geracao de energia (Figura 3).

Acgulcares

> Celulose

Biomassa
Lignocelulésica

AcUcares

Lignina T

Figura 3 — Estrutura simplificada para biorrefinaria com base em biomassa de
composicao lignocelulésica.
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Fonte: Adaptado de ANTUNES et al., 2010.

Segundo Menon & Rao (2012), na biorrefinaria lignocelulésica, a converséo
da biomassa geralmente envolve cinco etapas: i) escolha da biomassa adequada; ii)
pré-tratamento eficaz; iii) hidrélises acida e/ou enzimatica; iv) fermentacdo a partir
das hexoses (glicose, galactose, manose e frutose) e pentoses (xilose e arabinose) e
V) recuperagdo e purificagdo dos produtos obtidos. Todavia, 0s principais
impedimentos no que diz respeito ao desenvolvimento de uma tecnologia
economicamente viavel para a biodegradacdo da celulose sdo: a intrinseca
associacdo com a hemicelulose e com a lignina, a cristalinidade da estrutura, o grau

de polimerizacéo e a area superficial.



2.1.1.1 Pré-tratamento da biomassa lignocelulésica

Tendo em vista que o pré-tratamento interfere nas etapas posteriores, a
selecdo por um pré-tratamento efetivo é imprescindivel, uma vez que a intengéo €
desorganizar e provocar o rompimento do complexo lignocelulésico, aumentando a

digestibilidade da celulose e tornando-a mais acessivel a etapa hidrolitica (Figura 4).
R 4
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Figura 4 — Pré-tratamento em biomassas lignocelulésicas.
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Fonte: Adaptado de HSU, LADISCH & TSAO, 1980.

Conforme Taherzadeh & Karimi (2008) e Zhang (2008), um pré-tratamento
efetivo e econbmico deve englobar os seguintes requisitos: i) tornar as fibras
celulésicas acessiveis as hidrolises acida/enzimatica sem que ocorra degradacéo da
celulose; ii) trabalhar em condicbes brandas de temperatura para evitar a
degradacdo dos acucares e a formacdo de possiveis inibidores as enzimas
hidroliticas e aos micro-organismos fermentadores; iii) consumir 0 minimo possivel
de reagentes quimicos; iv) reduzir custos relacionados a construcdo do reator; v)
minimizar a demanda energética; vi) gerar o minimo de residuos e vii) diminuir o
namero de etapas envolvidas.

Conceitualmente, os pré-tratamentos podem ser divididos em quatro tipos:

fisicos, fisico-quimicos, quimicos e bioldgicos, ou, ainda, uma combinagédo destes,
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que dependerd da natureza do material a ser tratado, do grau de separacdo
requerido e do fim a que se destina o processo (KESHWANI & CHENG, 2009). As
técnicas usuais de pré-tratamento envolvem sinergismo entre a acao do calor, do pH
do meio e do tempo de exposicdo da matriz, nas condi¢des do processo (ANTUNES
et al., 2010).

Os pré-tratamentos fisicos, normalmente, envolvem moagem, irradiacdo e
extrusdo. O objetivo principal € aperfeicoar o processo hidrolitico, reduzindo a
cristalinidade das fibras celulésicas, bem como eliminando as limitacbes de
transferéncias de massa e calor (MENON & RAO, 2012). Os mais importantes preé-
tratamentos fisicos-quimicos incluem explosdo a vapor (catalisada ou ndo por CO,),
explosdo de fiboras com amébnia (AFEX) e a&gua liquida quente (LHW)
(TAHERZADEH & KARIMI, 2008). Dentre as categorias de pré-tratamentos
existentes, a classe dos quimicos tem sido estudada extensivamente, e inclui
tratamentos acidos e alcalinos, principalmente, além da utilizacdo de solventes
organicos, peroxidos e ozonio.

Conforme comentado por Taherzadeh & Karimi (2008), a hidrolise acida
diluida a temperaturas intermediérias é, provavelmente, a técnica mais usual entre
0s pré-tratamentos quimicos devido a relagdo custo-beneficio. Pode servir tanto
como um tratamento da lignocelulose para a posterior hidrélise enzimética, quanto
como um método de hidrélise propriamente dito para fermentar aclcares. E eficiente
na remocdo da hemicelulose, mas nao tanto da lignina (MENON & RAO, 2012).
Consiste em adicionar acido diluido (H,SO,4, HCI, H3PO4, HNO3, etc.), normalmente
0,2-2,5% (v v'') e hidrolisar a biomassa a temperaturas de 130-210 °C por minutos
ou horas (KESHWANI & CHENG, 2009). Sob tais condicfes, distintos subprodutos
sdo formados a partir da degradacdo dos acucares e da lignina. Estes compostos
integram trés grupos principais: i) derivados de furanos, tais como 5-HMF e furfural a
partir da degradacao de hexoses e pentoses, respectivamente; ii) acidos organicos,
principalmente acético, férmico e levulinico, formados a partir da degradacdo do 5-
HMF e do furfural e iii) compostos fendlicos como vanilina, siringaldeido, 4-
hidroxibenzaldeido e fenol, gerados pela degradacao parcial da lignina (ANTUNES
et al., 2010; ALMEIDA et al, 2007). Tais produtos secundarios afetam
negativamente a fermentacdo devido a acdo toxica aos micro-organismos
fermentativos (MUSSATTO & ROBERTO, 2004).
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O pré-tratamento com micro-organismos € uma técnica sustentavel e
promissora, que apresenta a vantagem de ndo exigir o uso de reagentes quimicos,
operar em condicdbes amenas de temperatura e necessitar baixa demanda
energética (SALVACHUA et al., 2011; KURAKAKE, IDE & KOMAKI, 2007). Todavia,
este pré-tratamento é lento e requer um controle cuidadoso do crescimento
microbiano (MENON & RAO, 2012). Adicionalmente, a sacarificacdo enzimatica
ainda é economicamente inviavel, pois o custo das enzimas utilizadas no processo
hidrolitico € relativamente alto e, também, requer emprego de pré-tratamentos
fisicos/quimicos para chegar a rendimentos viaveis.

Durante o processo hidrolitico, a maioria da hemicelulose e parte da celulose
sao hidrolisadas, sendo que uma grande quantidade de residuo solido (40-50%, m
m™, da matéria-prima), rico em lignina, fica concentrada (DIZHBITE et al., 2011).
Caso este residuo hidrolitico seja também eficientemente utilizado, a producéo de
insumos de biomassa lignocelulésica pode tornar-se mais viavel economicamente e,
paralelamente, o impacto ambiental resultante do descarte de residuos seria
prevenido (HUANG et al., 2012).

2.1.1.2 Casca de arroz

O arroz (Oryza sativa) estd entre os cereais mais consumidos do mundo.
Conforme a Organizacédo das Nac¢des Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO,
2012), o Brasil € o nono maior produtor mundial e colheu 11,6 milhdes t na safra
2011/2012. O cultivo de arroz irrigado, praticado na regido Sul do Brasil, contribui,
em média, com 77,4% da producado nacional, sendo o RS o maior produtor brasileiro,
com 66,7% (Figura 5) (CONAB, 2012).

ApOs o0 processo de beneficiamento, a CA torna-se um rejeito agricola,
caracterizado pela natureza abrasiva, baixa densidade, elevado conteddo de
cinza/silica, grande resisténcia a degradacdo e dificil digestibilidade (SAHA &
COTTA, 2008), sendo que estas particularidades fazem da CA um subproduto com
pouco valor nutritivo. Adicionalmente, a CA é comumente eliminada através da
gueima em campos abertos, desencadeando eventuais problemas ambientais e de

saude publica, bem como, desperdicio de energia (LIM et al., 2012).
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Figura 5 — Producdo de arroz referente a regido sul do Brasil.

Fonte: CONAB, 2012.

Devido ao teor energético da CA, a pirélise tem sido proposta como processo
de valorizacao deste residuo (LIM et al., 2012). A cinza da CA, resultante da queima,
€ rica em silica (SiO,), constituindo matéria-prima econdmica para a producdo de
distintos materiais, em diferentes ramos industriais da construcdo civil (CARLOS &
KHANG, 2008). Algumas alternativas para o aproveitamento destas cinzas, além da
obtencéo de silica pura, sédo: producdo de carbeto de silicio (SiC), utilizacdo como
carga em polimeros, producdo de cimento e uso em concreto, uso como
adsorventes, uso como suporte de catalisadores metélicos, sintese de zedlitas e
producado de diferentes tipos de silicatos (FOLETTO et al., 2005), além do uso como
substrato para compostagem e adubacéo na floricultura.

A CA é um dos residuos lignocelulésicos, ademais, que tem atraido a atencéo
dos pesquisadores devido ao seu contetdo de celulose e hemicelulose (Tabela 1) e
ao seu potencial para producdo de bioprodutos e biocombustiveis (ANG et al.,
2012). Assim, tais fatos tornam interessante o estudo do aproveitamento desta
biomassa, largamente disponivel, renovavel e, praticamente, sem valor comercial
(SUXIA et al., 2012; ECONOMOU et al., 2011).
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Tabela 1 — Composi¢do quimica aproximada da casca de arroz.

CA (m m™) (%)

Referéncia Bibliografica

Celulose Hemicelulose Lignina
Ang et al., 2012 53.18 4.63 19.67
Kong et al., 2008 23,16 45,32 20,78
Saha & Cotta, 2008 35,6 12,0 15,4
Njie, 2007 47 18 13
Armesto et al., 2002 28,6 28,6 24,4

Diversos trabalhos sobre a utilizagcdo da CA estdo disponiveis na literatura,
visando a producéo de: furfural (SUXIA et al., 2012), etanol (CUNHA-PEREIRA et
al., 2011; MEGAWATI et al., 2010; SCHNEIDER & HORNER, 1979), acido levulinico
e 5-HMF (BEVILAQUA, 2010) e xilitol (RAMBO, 2009), via hidrdlise &acida diluida;
AlLac por auto-hidrélise na producdo de xilo-oligossacarideos (XOS) e posterior
fermentacdo (GULLON et al., 2008) e por conversdo catalitica hidrotérmica com
Zn(11), Ni(ll), Co(ll) e Cr(lll) (KONG et al., 2008); furfural por catalisador &cido soélido
(SUXIA et al.,, 2012); etanol por pré-tratamento com Ca(OH), e sacarificacao
enzimatica (SAHA & COTTA, 2008); e, ademais, uma série de compostos
produzidos por pré-tratamento com &cido diluido seguido de hidrdlise acida
concentrada ou alcalina (MA et al., 2011), pré-tratamento liquido i6bnico (ANG et al.,
2012) e pirdlise (MARTINS et al., 2007; TSAI, LEE & CHANG, 2007).

2.2 Fermentacéao lactica

2.2.1 Acido lactico: aplicacdes e sintese

O AlLac (acido 2-hidroxipropandico) € um acido organico de ocorréncia
natural, com valor agregado e versatil considerando-se iniameras aplicacdes na
industria alimenticia (que detém cerca de 85% da demanda), farmacéutica, quimica,
téxtil e do couro (JOHN et al., 2009; JOHN, NAMPOOTHIRI & PANDEY, 2007;
DATTA & HENRY, 2006). Pelo fato do ALac possuir dois grupos funcionais reativos,
carboxila (-COOH) e hidroxila (-OH), pode ser convertido em diferentes insumos
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quimicos, como os acidos acrilico e piravico, 1,2-propanodiol, 2,3-pentadiona,
acetaldeido, etc. (VARADARAJAN & MILLER, 1999). Recentemente, o consumo do
AlLac expandiu-se consideravelmente em funcdo da aplicabilidade na industria de
polimeros, como mondmero para a producéo de PLA (ILMEN et al., 2007). Estima-se
que o consumo global do ALac é de aproximadamente 130.000-150.000 t anuais
(WEE, KIM & RYU, 2006).

Em decorréncia da sua estrutura quimica, o ALac apresenta dois isbmeros
opticos: D- e L- ALac (Figura 6). Existem duas rotas pelas quais o ALac pode ser
produzido: quimica ou fermentativa. A sintese quimica fundamenta-se na hidrolise
da lactonitrila, um derivado petroguimico, com &cidos fortes, resultando em uma
mistura racémica de DL-acido lactico (WEE, KIM & RYU, 2006; NARAYANAN,
ROYCHOUDHURY & SRIVASTAVA, 2004; DATTA et al.,1995). Todavia, sob o
ponto de vista nutricional, o D-ALac € indesejavel, uma vez que esta forma isomérica
ndo € metabolizada facilmente pelo organismo humano. A rota fermentativa,
responsavel por cerca de 90% da producdo mundial, converge a producdo de
isdmeros L- ou D- opticamente puros, uma vez que a pureza Optica do AlLac é
importante para a sintese do PLA altamente cristalino (KARP et al.,, 2011,
SODERGARD & STOLT, 2002; HOFVENDAHL & HAHN-HAGERDAL, 2000). Outro
beneficio desta técnica é o fato da fermentacéo requerer baixo consumo energético,
sendo conduzida a temperaturas mais brandas (ILMEN et al., 2007; PANDEY et al.,
2001).

COOH COOH

He—C —=0H HO*= C —eH
| |

CH; CH;
D-&cido lactico L-acido lactico
Figura 6 — Isdmeros opticos do &cido lactico.

Fonte: REDDY et al., 2008.
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2.2.2 Biotransformacéao de residuos lignocelulésicos em &cido lactico

Matérias-primas como amido e acucar refinado, por exemplo, perfazem a
maior porcao dos custos da rota fermentativa, representando um sério obstaculo na
competicdo com a sintese quimica (DATTA et al.,1995). A solucdo deste impasse
encontra-se no uso de biomassas lignocelulésicas que, conforme mencionado
anteriormente, sdo abundantes, renovaveis, de baixo custo e ndo competem com a
produgdo de alimentos, e, ademais, servindo como fonte de carboidratos e
nitrogénio aos micro-organismos (WANG et al., 2010).

Sabendo-se da grande demanda por AlLac pela industria, hoje, tais
caracteristicas sdo fundamentais para a viabilidade da producéo biotecnolégica do
AlLac (BUSTOS et al.,, 2007; JOHN, NAMPOOTHIRI & PANDEY, 2007; WEE, KIM,
& RYU, 2006). Estes autores enfatizam, ainda, que, além do custo inferior destas
matérias-primas, € desejavel que o0 substrato contenha baixos niveis de
contaminantes/compostos téxicos, que permitam a fermentacdo com o minimo de
pré-tratamentos e, paralelamente, com indices superiores de produtividade e

rendimento, havendo pouca ou nenhuma formacao de subprodutos.

2.2.2.1 Micro-organismos produtores de &cido lactico

De maneira geral, os micro-organismos produtores de ALac, em sua maioria
anaerobios, convertem o acido piravico resultante da rota de Embden-Meyerhof a
AlLac, sob a acdo da enzima lactato-desidrogenase. Contudo, a
estereoespecificidade do ALac é dependente do micro-organismo escolhido.

Tipicamente, as bactérias produtoras de ALac (LAB) sdo gram positivas,
constituindo um grupo de micro-organismos especificos. Sao capazes de produzir
ALac como metabdlico principal, com alto rendimento e alta produtividade. Os
géneros Lactobacillus (L.), Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus sdo 0s mais
empregados. Com base na natureza fermentativa, as LABs classificam-se em i)
homofermentativas, produzindo somente Alac, e ii) heterofermentativas, que

juntamente com ALac, produzem etanol, acido acético, diacetil, CO,, etc. (REDDY et



16

al., 2008; JOHN, NAMPOOTHIRI & PANDEY, 2007; LITCHFIELD, 1996). As LABs
sdo cultivadas a temperaturas entre 5-45 °C, com pH 6timo entre 5,5 e 6,5, sendo
tolerantes as condi¢des acidas (a maior parte das cepas € capaz de crescer em pH
4,4). Estes micro-organismos possuem um requisito nutricional complexo devido a
sua limitacdo em sintetizar aminoacidos e vitaminas (REDDY et al., 2008).

Grande parte das LABs homofermentativas consegue converter somente
glicose em ALac. Em contraste, algumas LABs heterofermentativas sdo capazes de
fermentar tanto hexoses quanto pentoses, como L. pentosus ATCC 8041 e L.
bifermentans DSM 20003, utilizadas na producdo de AlLac a partir de espigas de
milho e farelo de trigo, respectivamente (GIVRY, PREVOT & DUCHIRON, 2008;
ZHU, LEE & ELANDER, 2007). Outra cepa selecionada, reportada como
fermentadora de glicose e xilose, foi a bactéria homofermentativa L. casei subsp.
rhamnosus ATCC 10863, sendo que tal cepa é capaz de consumir outros acucares
presentes em menores quantidades na hemicelulose, exceto arabinose (CUI, LI &
WAN, 2011; IYER, THOMAS & LEE, 2000). Ademais, co-culturas de micro-
organismos produtores de ALac também podem elevar a eficiéncia de conversao do
substrato (CUI, LI & WAN, 2011).

Culturas mistas de L. rhamnosus (cepa homofermentativa capaz de
metabolizar somente glicose) e L. brevis ATCC367 (cepa heterofermentativa apta a
metabolizar glicose, xilose e galactose) foram investigadas por Cui, Li & Wan (2011)
com o intuito de melhorar o aproveitamento dos acuUcares (pentoses e hexoses)
derivados da palha de milho (tratada com NaOH), visando a producdo de ALac. O
rendimento com o emprego da co-cultura foi de 0,7 g g* e a produtividade de 0,58 g
LY h?. Quando as cepas foram utilizadas individualmente, o rendimento e a
produtividade para L. rhamnosus foram de 0,6 g g* e 0,5 g L™ h™, respectivamente,
e para L. brevis, de 0,5 g g* e 0,45 g L™ h, respectivamente. Plessas et al. (2008)
estudaram a fermentacdo do ALac com Kluyveromyces marxianus (levedura), L.
delbrueckii ssp. bulgaricus e L. helveticus, a partir de soro de queijo, em culturas
individuais e mistas, com e sem agitacdo. As co-culturas elevaram a producdo do
ALac em comparacao as individuais e foram observados efeitos sinérgicos entre a
levedura e as duas LABs. A partir de uma concentracdo de aclcar de 50-52 g L™, o
rendimento encontrado para a cultura mista foi de 0,47 g g™ e, a produtividade, 12,8
g L™ dia®. Quando as cepas foram empregadas individualmente, o rendimento e

produtividade para K. marxianus foram de 024 g g' e 43 g L' dia?
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respectivamente; para L. bulgaricus, de 0,3 g g* e 4 8 g L' dia™; e para L. helveticus,
de 0,23 g g* e 5,1 g L™ dia’. As fermentacdes conduzidas de maneira estatica
apresentaram melhores resultados em relacdo aquelas com agitacao.

Em contraste as LABs, alguns fungos filamentosos como Rhizopus oryzae
podem converter eficientemente, e de maneira aerdbia, glicose a ALac, bem como
distintas cepas, com genes modificados (QIN et al., 2010; THONGCHUL,
NAVANKASATTUSAS & YANG, 2010).

2.2.2.2 Modos de fermentacéo lactica

A conversdo das matérias-primas lignocelulésicas para a producdo de AlLac
pode ocorrer de maneira convencional, com hidrélise e fermentacdo em separado
(SHF) ou envolver estratégias de sacarificacdo e fermentagcao simultaneas (SSF).
Esta ultima ndo apenas reduz os custos de producédo, mas também fornece mais alta
produtividade a partir da liberagdo adequada dos acucares (JOHN et al., 2009).
Entretanto, o sinergismo entre tal integracdo apenas pode ser atingido quando
ambos 0s processos, hidrdlise e fermentacdo, sdo compativeis (KIM et al., 2010).

O ALac é comumente produzido em batelada, batelada alimentada e batelada
repetida, sendo que o primeiro incorre em inibicdo do crescimento celular devido a
producdo do produto de interesse, bem como a formacédo de inibidores ao final da
fermentacdo (GAO et al., 2012; XU et al.,, 2006; OH et al., 2005). Nas culturas
continuas, as células sdo mantidas em condicdes estacionarias de crescimento.
Sistemas de reciclagem celular com membranas, acoplados com culturas continuas
ou batelada repetida, demonstraram ser muito eficientes na produgéo de ALac (WEE
& RYU, 2009; KIM et al., 2006; WEE et al., 2006; MIN-TIAN et al., 2005; KWON et
al., 2001; TEJAYADI & CHERYAN, 1995).

Neste contexto, pretende-se desenvolver uma proposta de processo
economicamente viavel para a producao de ALac, em semi-micro escala, almejando
possivel aproveitamento da CA como matéria-prima de baixo custo e, paralelamente,
contribuir para a inovacao tecnoldgica e para a solucdo de problemas ambientais a

partir da biorrefinaria — conceito estratégico para o futuro imediato.
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3 MATERIAL E METODOS

7

Um fluxograma experimental deste trabalho é apresentado na Figura 7,
enfatizando a rota bioquimica da biorrefinaria: aproveitamento da biomassa
lignoceluldsica por pré-tratamento fisico-quimico, previamente otimizado, em sistema
hidrolitico 4cido a pressédo; screening do hidrolisado, seguido da determinacéo e
quantificacdo dos sacarideos de interesse e dos interferentes produzidos; otimizacao
da fermentacdo lactica a partir dos acucares fermentaveis da etapa anterior e, por
fim, a determinacdo e quantificacdo do ALac. Com o diferencial de tudo ser

conduzido em escala semi-micro, miniaturizado, em laboratério analitico-ambiental.

Casca de arroz

Otimizacao
experimental
|

Pré-tratamento . Sistema
Hidrdlise acida Berghof

fisico-gquimico

...........................................................

Xilose Hidrolisado

N
. Acucares Subprodutos
fermentaveis
- @
l A

Glicose Fermentacéao L. rhamnosus Otimizacao
lactica ATCC 10863 erimental

Figura 7 — Fluxograma experimental da produgéo de acido lactico a partir da casca
de arroz.

~

~
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Os reagentes utilizados neste trabalho foram todos de grau analitico ou P.A.:
acidos cloridrico, formico e sulfarico (Merck, Darmstadt, Alemanha); &cido acético
glacial e metanol (J.T.Baker, Xalostoc, México); acido lactico (L+), A-D-glicose
anidra, arabinose, xilose e 5-HMF (Sigma-Aldrich, Munique, Alemanha). As solucdes
injetadas nos cromatdgrafos foram preparadas com &gua ultrapura (Millipore —
Direct-Q 3, Billerica, MA, EUA).

3.1 Pré-tratamento da casca de arroz

A CA utilizada nos experimentos foi cedida graciosamente pela empresa
beneficiadora J. Fighera, localizada em Santa Maria, RS. Inicialmente, a CA foi
submetida a pré-tratamento fisico, sendo cominuida em moinho analitico de facas
(Marconi — TE048, Piracicaba, SP, Brasil), e, em seguida, as particulas da biomassa
foram selecionadas em sistema de peneiras padronizadas, providas de agitacao
automética (Bertel, Laranjeiras Caieiras, SP, Brasil). As particulas de 48 Mesh (288-
312 mm de didametro) foram lavadas com &gua destilada até a obtencdo de um
filtrado incolor e secas em estufa (Ideal — Greenhouse 1.1, Aruja — SP, Brasil) a 50
°C, por 24 h (Figura 8).

Figura 8 — Amostra de casca de arroz utilizada nos processos: a) in natura; b)
cominuida.
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3.2 Hidrolise acida da casca de arroz

O processo hidrolitico acido da CA ocorreu em sistema de abertura de
amostras Berghof, a pressédo (Berghof, Eningen, Alemanha). Para tanto, colocou-se
1,0 g de CA previamente tratada em vaso de teflon com capacidade de 250 mL,
acrescido de 10 mL de catalisador acido diluido (BEVILAQUA, 2010), sendo que as
solucbes iniciais de HCI (37%) ou H,SO,; (98%) foram consideradas 100%
concentradas. O recipiente, fechado hermeticamente, foi acondicionado em morteiro
de aco inox e posicionado em sistema de aquecimento, conforme evidenciado na

Figura 9.

Figura 9 — Sistema Berghof empregado na hidrélise &cida da casca de arroz.
Componentes: 1) vaso de teflon; 2) morteiro de aco inox; 3) sistema de
aguecimento/resfriamento; 4) controlador de temperatura.

A presséo (P) exercida no interior do vaso de teflon foi calculada através da

equacao para gases reais (Equacao 1),

[P +a (3)2] (V —nb) = nRT ey,
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onde n é o numero de mols, V é o volume do recipiente (L), R € a constante dos
gases (0,0082 L atm K* mol™?) e T é a temperatura (K). As constantes de Van der
Waals a (5,464 L? atm mol?) e b (0,03043 L mol™) s&o correcdes para a equacéo
dos gases reais, sendo parametros ajustaveis caracteristicos de cada gas, neste
caso estabelecidos para o vapor d’agua. A constante a esta relacionada com as
forcas de atracdo intermoleculares, enquanto a constante b esta relacionada com o
volume molecular.

Decorrido o tempo de hidrdlise acida, as amostras foram passadas em filtro
qualitativo de celulose (26 pm) e armazenadas a 4-8 °C, no escuro, para posterior

analise dos produtos e subprodutos formados.

3.2.1 Otimizacao do processo hidrolitico

Foram avaliadas estratégias de delineamento experimental visando maior
liberacdo de glicose, baseado em valores 6&timos de distintas variaveis
independentes do processo. Dentre os fatores estudados encontram-se:
concentracdo de acido HCl ou H,SO4 (1,0-7,0% v v'); tempo (30-110 min) e
temperatura (135-185 °C), sendo que as pressdes variaram de 44,4 a 60,8 atm. Para
tanto, fez-se um planejamento completo — delineamento composto central rotacional
(DCCR) — para as trés variaveis independentes, com 8 combinacdes possiveis para
os 2 niveis estudados (2°), acrescidas dos 6 ensaios axiais e de 3 repeticdes no
ponto central, totalizando 17 experimentos. Os valores utilizados nos ensaios do
planejamento estdo apresentados na Tabela 2. Os resultados foram avaliados com o
auxilio do software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA).

Tabela 2 — Valores utilizados no delineamento composto central rotacional para a
determinacao do rendimento da glicose.

Variaveis Niveis
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Concentracéo de &cido (% v v'*) 1,0 2,21 4,0 5,79 7,0
Tempo (min) 30 46,19 70 93,81 110

Temperatura (°C) 135 145,12 160 174,88 185
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3.2.2 Tratamento do hidrolisado

A partir dos resultados do planejamento experimental do hidrolisado,
selecionou-se 0 experimento que apresentou maior liberacdo de acglcares para ser
utilizado no processo fermentativo. Cada batelada do processo hidrolitico rendeu
aproximadamente 6,0 mL, sendo necessario fazer varias hidrolises para acumular
um volume suficiente a etapa fermentativa. Com o intuito de eliminar alguns dos
subprodutos advindos da etapa hidrolitica, e que atuam como inibidores na
fermentacdo, este hidrolisado foi previamente tratado adicionando-se 2,5% (m v'') de
carvao ativo (Synth, Diadema, SP, Brasil), sendo incubado a 50 °C, por 1 h, a 400
rom (IKA — C-MAG HS 7 S32, Staufen, Alemanha) (RAMBO, 2009). Em seguida, a
solucao foi passada em filtro qualitativo de celulose (26 um) e, apds, filtrada a vacuo
com membrana filtrante de nitrato de celulose (47 mm x 0,45 pm). O pH dos
hidrolisados acidos foi ajustado para 6,0 com solu¢cdo de NaOH 6M (PHTEC — pHS-

3B, Americana, SP, Brasil) e estocados a 4-8 °C, no escuro, até a sua utilizacao.

3.3 Manutencédo e inoculo de Lactobacillus rhamnosus

O micro-organismo empregado no experimento foi L. rhamnosus ATCC
10863, bactéria anaerobia facultativa, homofermentativa, produtora de L(+)ALac,
procedente da Fundacéo Tropical de Pesquisa André Tosello. A cultura liofilizada foi
reativada conforme metodologia pré-estabelecida e, ap6s, mantida e repicada em
meio comercial Mann, Rogosa & Sharpe — MRS (HIMEDIA, Mumbai, india),
previamente autoclavado, sendo incubada em estufa com controlador digital de
temperatura a 37 °C, por 24 h, pH entre 6,2 e 6,5. O meio MRS é composto por (g L
1: peptona (10,0); extrato de carne (10,0); extrato de levedura (5,0); glicose (20,0);
polissorbato 80 (1,0); citrato de amoénio (2,0); acetato de sédio (5,0); sulfato de
magneésio (0,10); sulfato de manganés (0,05) e fosfato dipotassico (2,0). O volume
de in6culo perfez 10% do volume total de cultivo em todos os frascos utilizados nos
experimentos. A concentragdo celular foi determinada pelo método de contagem

padrdo em placas, resultando em 7,1x10° UFC mL™. O crescimento do micro-
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organismo (1:10 v v?) foi avaliado por um periodo de 60 h e, a absorbancia,
determinada a 620 nm em espectrofotdbmetro (Shimadzu — UV-1800, Quioto, Jap&o)
empregando o software UVProbe.

Como os experimentos foram desenvolvidos em um laboratério de quimica
analitica, confeccionou-se uma glovebox (caixa-de-luvas) contendo duas lampadas
germicidas para a esterilizagdo do ambiente e aberturas nas laterais para a
entrada/saida de um fluxo de géas nitrogénio (Figura 10). Com esta medida, foi

possivel 0 manuseio adequado da bactéria lactica, mesmo em ambiente n&o-

adequado para procedimentos microbiologicos.

Figura 10 — Caixa-de-luvas empregada na manipulacdo do micro-organismo: 1)
lampada germicida; 2) fluxo de N,.

3.4 Fermentacdao lactica a partir da casca de arroz

De maneira a priorizar a miniaturizacdo dos procedimentos, fez-se a etapa
fermentativa em vials de 4 mL, contendo 3 mL de hidrolisado da CA (Figura 11), a 37
°C, em pH inicial de 6,0. O tempo de cultivo total foi de 168 h, retirando-se aliquotas
de 50 pL a cada 12 h para monitoramento da producao de ALac.
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Figura 11 — Processo fermentativo em semi-micro escala.

3.4.1 Otimizacéo do processo fermentativo

Com o intuito de determinar a producdo maxima de L(+) ALac através de L.
rhamnosus, via fermentacdo, empregando a CA como substrato alternativo,
planejou-se um delineamento experimental baseado em valores pré-estabelecidos
das variaveis independentes do processo (ver Apéndice A). Os fatores estudados
foram os seguintes: extrato de levedura (Acumedia, Lansing, MIl, EUA) (2,5-17,5g L
1y e polissorbato 80 (Synth, Diadema, SP, Brasil) (0,1-1,9 g L™%). Para tanto, optou-se
por um DCCR para as duas variaveis independentes com 4 combinacfes possiveis
para os 2 niveis estudados (2°), acrescidas dos 4 ensaios axiais e de 3 repeticdes no
ponto central, totalizando 11 experimentos. Os niveis utilizados nos ensaios do
planejamento estdo apresentados na Tabela 3. Os resultados foram avaliados
através do software Statistica 7.0.

A partir dos resultados do planejamento experimental do fermentado,
selecionou-se 0 experimento que apresentou maior rendimento de ALac e refez-se
tal fermentacédo, em duplicata. O tempo de cultivo foi de 60 h, retirando-se aliquotas
de 50 yL a cada 4 h para acompanhamento do crescimento celular em hidrolisados
acidos (1:10 v v'), determinando-se a absorbancia em 620 nm, como descrito no

item 3.3, e monitorando-se 0 consumo de agucares e a producao de ALac.
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Tabela 3 — Valores utilizados no delineamento composto central rotacional para a
determinacao do rendimento do acido lactico.

Variaveis Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Extrato de levedura (g L™) 2,5 4,68 10 15,32 17,5
Polissorbato 80 (g L™) 0,125 0,38 1 1,62 1,875

3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Determinacao de glicose, xilose e arabinose por HPLC-RID

A concentracdo dos acucares (glicose, xilose e arabinose) produzidos no
processo hidrolitico acido da CA, bem como o consumo destes por L. rhamnosus
durante a etapa fermentativa, foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um detector de indice de refracdo (HPLC-RID). O sistema
cromatografico empregado foi (Dionex Softron, Germering, Alemanha), equipado
com bomba quaternaria LPG 3.400 SD, desgaseificador SRD 3.200, amostrador
automatico WPS-3.000 TSL, forno para coluna TCC 3.000 SD, detector de indice de
refracdo RI-101 Shodex - Showa Denko KK e software Chromeleon 6.8. As
condigbes cromatogréaficas estdo descritas na Tabela 4. Para tanto, as amostras
foram diluidas em &gua ultrapura (1:10 v v'') e, ap6s, passadas em filtro para seringa

com membrana politetrafluoretileno (PTFE 13 mm x 0,22 pm).

Tabela 4 — Condi¢des cromatograficas utilizadas na determinacao de glicose, xilose
e arabinose.

Condicdes cromatogréaficas

Acucares
Coluna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm)
Temperatura 50 °C
Fase movel Agua ultrapura contendo 5 mM de H,SO,
Vazéo 0,6 mL min™
Eluicdo Isocratico
Volume de injecéo 20 pL
Tempo de retengéo 8,6 min (glicose), 9,2 min (xilose) e 10,1 min (arabinose)

! Segundo Jeon, Xun & Rogers, 2010.
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3.5.2 Determinacao da glicose por método enzimatico

A analise da glicose também foi efetuada mediante emprego de método
enzimatico com o kit comercial GLICOSE PAP Liquiform (Labtest, Lagoa Santa, MG,
Brasil), para fins de comparacao. O principio deste sistema consiste na oxidacao da
glicose, catalisada pela glicose oxidase (GOD), formando acido glucénico e peroxido

de hidrogénio (Equacéo 2).

GOD
Glicose + 0, + H,0 — Acido gluconico + H,0, (2)

O peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob
acdo catalisadora da peroxidase (POD), através de uma reacdo oxidativa de
acoplamento formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor é

proporcional a concentracdo da glicose na amostra (Equacéao 3).

POD
2 H,0, + 4 — Aminoantipirina + Fenol — Antipirilquinonimina + 4 H,0 3)

Para o procedimento analitico, adicionaram-se 20 uL de amostra em 2 mL do
reagente enzimatico, sendo a solucao resultante incubada em banho-maria a 37 °C,
por 15 min, juntamente com o padrdo e o branco. A absorbancia do teste foi
determinada a 505 nm, como descrito no item 3.3.

A concentracdo da glicose (g L™) foi determinada através da razdo entre a
absorbéancia do teste e a absorbancia do padrao (Equacéo 4).

absorbancia do teste

Glicose (g L™1) = 4)

absorbancia do padrao

O resultado da medicao é linear até 5 g L. Quando se obteve valor igual ou
superior a este, a amostra foi diluida com NaCl 0,15 mol L™, medida novamente e o
resultado foi multiplicado pelo fator de diluicdo. A verificagdo da linearidade

metodologica e fotométrica foi feita periodicamente.
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3.5.3 Analise de acido lactico, acido acético e 5-HMF

As concentracbes de ALac presentes no fermentado, bem como as
concentragbes de acido acético e 5-HMF no hidrolisado foram determinadas e
quantificadas via cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por arranjo de
diodos (HPLC-DAD). Para tanto, foi empregado um sistema (Shimadzu, Quioto,
Japao) constituido por uma bomba quaternaria LC-20AT, desgaseificador DGU-
20As, amostrador automatico SIL-20A, detector de arranjo de diodos SPD-M20A,
modulo comunicador CBM-20A e o software LC Solution. As condi¢cbes
cromatograficas estdo descritas na Tabela 5. O preparo das amostras consistiu
apenas na diluicdo destas em &gua ultrapura (1:10 v v') e, apds, passadas em filtro
para seringa com membrana em ester celulose (MCE 33 mm x 0,45 pm).

Tabela 5 — Condi¢Bes cromatograficas utilizadas na determinacdo de acido lactico,
acido acético e 5-HMF.

Condic6es cromatogréficas

Alac Acido Acético 5-HMF
Coluna Mediterranea sea 18 (150 mm x 40 mm, ® = 3 um)
Fase aquosa Agua ultrapura contendo 0,1% de &cido férmico *

AL Metanol contendo
Fase organica (2%) 14 ge acido formico i i

Vazéo 0,4 mL min™ 0,4 mL min™ 0,4 mL min™
Eluicao Gradiente Isocratico Isocratico
Volume de injecéo 20 pL 20 uL 20 pL
Deteccao (A) 210 nm 210 nm 210 nm
Tempo de retengéo 5,5 min 5,8 min 20,7 min

2 Segundo Quirés, Lage-Yusty & Lépez-Hernandez, 2009.

3.5.4 Andlise dos hidrolisados por LC-MS/TOF

Os distintos compostos presentes, tanto nos hidrolisados quanto nos
fermentados, pertencentes aos tratamentos contendo 0s maiores teores de
acucares, foram investigados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas por tempo-de-voo (LC-MS/TOF) (Waters — Xevo G2 QTof, Milford, MA,
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EUA). As amostras foram previamente diluidas em &gua ultrapura (1:1000 v v?),
passadas em filtro para seringa com membrana PTFE (13 mm x 0,22 pum) e, entéo,
diluidas em metanol (1:1 v v?'). O sistema operacional consistiu em fonte de
ionizacao electrospray operando, em modos positivo e negativo, nas seguintes
condigbes: tensédo do capilar de 3 kV (positivo) e 2,5 kV (negativo); tenséo do cone
de amostragem de 40 kV (positivo) e 35 kV (negativo); tensédo do cone de extracdo
de 4 kV; temperatura da fonte de 120 °C; temperatura de dessolvatacédo de 350 °C;
fluxo dos gases no cone de 50 L h™ e fluxo dos gases de dessolvatacdo de 800 L h’
! Foi utilizada infusdo direta da amostra (10 pL min™) para estudo e obtencédo dos
dados.

3.6 Célculos de rendimento e produtividade

Apbs a determinacdo das concentracdes de glicose (Cg;j;), 0 rendimento (Rg;;)
foi calculado a partir da quantidade de glicose produzida (g) pela quantidade de CA
utilizada (g) (Equagéo 5). Os calculos de rendimento do ALac (R4,.) €nvolveram a
razdo entre a quantidade de ALac produzido (g) e a quantidade de glicose utilizada
(g) e a produtividade do ALac (P,;,.) foi calculada a partir da concentracéo de ALac
(Carae) produzido (g L) pelo tempo (h), conforme as equacdes 6 e 7,

respectivamente.

mg glicose
Reu = T gCA (5)
R _ mg ALac 6
Alac ™ g aclicares (6
g ALac
Pprac = (7)

Lh



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Hidrolise acida da casca de arroz

4.1.1 Determinagédo dos analitos por métodos cromatogréaficos

As condi¢cdes cromatograficas foram otimizadas, previamente aos processos
hidrolitico e fermentativo, com o intuito de obter-se a melhor resolugcdo. Para
assegurar o elevado desempenho do método analitico, a faixa linear da curva de
calibracao, o coeficiente de determinacgéo (r?), bem como os limites de deteccéo e de
guantificacdo (LD e LQ, respectivamente) foram estabelecidos como parametros
confidveis e interpretaveis para cada um dos analitos estudados nas respectivas
amostras. O LD fundamenta-se na relacdo sinal/ruido (S/N) = 3,0, enquanto que o
LQ, narelacdo S/N = 10 (INMETRO, 2010).

O método de determinacéo dos acucares por HPCL-RID foi desenvolvido com
o auxilio das solucfes-padrao de glicose, xilose e arabinose (secéo 3.5.1), enquanto
que o método de determinacdo dos subprodutos por HPLC-DAD foi feito com
solucdes-padrdo de acido acético e 5-HMF (secdo 3.5.3). As figuras-de-mérito
obtidas para os acucares e para os subprodutos estdo expostas nas Tabelas 6 e 7,
respectivamente. Os r*> obtidos para as curvas de calibracdo na faixa linear de
trabalho evidenciam linearidade satisfatéria, possibilitando a quantificacdo dos

analitos, pertencentes a complexa matriz hidrolitica, pelo método de padrédo externo.

Tabela 6 — Figuras-de-mérito para a determinagéo dos agucares.

. Faixa linear = 2 LD LQ
Analitos - Equacao dareta r g g
(gLh anac @LyH  @Lh
Glicose y = 3,954767x - 0,002313  0,999996
Xilose 0,25-2,0 y = 4,646936x + 0,000203 0,999998 0,01 0,033

Arabinose y = 4,698889x - 0,006542  0,999997
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Tabela 7 — Figuras-de-mérito para a determinacao dos subprodutos.

. Faixa linear = 2 LD LQ
Analitos ; Equacéo dareta r ; )
, (gL auac (mgLlh) (mgL?
Acido Acético 001-2.0 y = 1.565,536x + 22.943 0,999995 0,1 0,33
5-HMF ' ' y =35.776.425x — 1.293.161  0,993935 1 3,33

4.1.2 Otimizacao da hidrdlise acida

Para o processo hidrolitico foram desenvolvidas estratégias de planejamento
— um envolvendo a hidrélise com HCI e outro envolvendo a hidrolise com H,SO,4 —
explorando todo o espa¢o amostral, com um numero reduzido de medidas, visando
analisar o sinergismo entre as variaveis independentes do processo e suas
influéncias na producdo da glicose. Os fatores analisados nas hidrélises acidas
diluidas, conforme descrito na secédo 3.2.1, foram: concentracdo de acido (1,0-7,0%
v v'l), tempo (30-110 min) e temperatura (135-185 °C). Na Tabela 8 encontram-se 0s
valores codificados dos ensaios experimentais. Os valores referentes a este DCCR
correspondem as respostas da glicose analisadas via HPLC-RID.

De acordo com a Tabela 8, as concentracdes de glicose variaram de 0-17,77
g L™, correspondendo a um rendimento de 0-106,63 mg glicose g CA (ou 0-10,6%
m m™) para o HCI; e de 0-14,08 g L™, correspondendo a um rendimento de 0-84,47
mg glicose g* CA (ou 0-8,45% m m™) para o H.SO., conforme as circunstancias do
DCCR, demonstrando a influéncia das variaveis independentes na resposta final. A
exigéncia dos trés pontos centrais para a resposta desejada indica a
reprodutibilidade do processo (RODRIGUES & IEMMA, 2009).

Através do planejamento projetado, percebe-se que reacfes contendo 2,2%
(v v)) de acido e incubadas a 175 °C por 46 min (experimentos 5) apresentaram
concentracdes superiores de glicose: 17,77 g L™ (@ = 3, o = 1,1), indicando um
rendimento de 106,63 mg glicose g* CA (ou 10,6% m m™) em hidrolisados com HCI;
e 14,08 g L™ (0 = 3, 0 = 0,7), indicando um rendimento de 84,47 mg glicose g* CA
(ou 8,45% m m™) em hidrolisados com H,SO,. Os experimentos 8 retratam a
degradacgédo completa da glicose quando reacdes a 175 °C com duragao de 94 min
interagem com ambos os &cidos a uma concentracéo de 5,8 % (v v''). Ademais, os

experimentos 14 evidenciam a degradacdo da glicose quando reacdes hidroliticas
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sao feitas em temperaturas impactantes de 185 °C. De fato, a eficiéncia dos
processos de pré-tratamento é resultante do sinergismo entre acidez do meio, tempo
e temperatura. O conceito que pode relacionar tais fatores é denominado grau de
severidade, sendo empregado como parametro por muitos pesquisadores.
Basicamente, h4 um grau de severidade oOtimo, acima do qual serd menor a
eficiéncia de hidrdlise, pois maior serd a degradacdo dos agucares e a formacgéo de
outros inibidores (Mc MILLAN, 1994).

Tabela 8 — Resultados do delineamento composto central rotacional para a resposta
da glicose.

. HCl ou Tempo Temperatura K] HC ) 3 Hz50, 2
Experimentos (;)Zssﬁ‘l) (min) (°C) CGIi_1 Rayj CGIi}l Rayj
(gL (mgg~CA) @L) (mgg’cA)
1 -1 -1 -1 3,64 21,86 2,88 17,26
2 1 -1 -1 4,65 27,88 4,96 29,77
3 -1 1 -1 521 31,28 4,90 29,42
4 1 1 -1 11,61 69,69 10,93 65,59
5 -1 =il 1 17,77 106,63 14,08 84,47
6 1 -1 1 4.57 27,45 1,23 7,39
7 -1 1 1 9,07 54,40 7,03 42,18
8 1 1 1 0 0 0 0
9 -1,68 0 0 5,29 31,75 5,90 35,42
10 1,68 0 0 12,44 74,65 6,06 36,38
11 0 -1,68 0 8,13 48,79 7,42 44,54
12 0 1,68 0 14,17 85,03 11,12 66,70
13 0 0 -1,68 3,60 21,62 3,08 18,51
14 0 0 1,68 0 0 0 0
15 0 0 0 14,14 84,85 12,63 75,80
16 0 0 0 15,06 90,37 12,28 73,66
17 0 0 0 14,86 89,16 13,40 80,41

8 Concentracao de Glicose (Cg;); * Rendimento de Glicose (Rg;) (Mg glicose g™ CA).

Posteriormente, a matriz contida na Tabela 8 foi processada com auxilio do
software Statistica 7.0 e os dados estatisticos foram gerados com intervalo de
confianca pré-estabelecido de 95% (p<0,05). As equacdes 8 e 9, representando os
tratamentos com HCI e H,SO,, respectivamente, descrevem as concentracdes de
glicose previstas pelos modelos mateméaticos em funcdo das variaveis
independentes (t correspondendo ao tempo e T a temperatura), contendo apenas 0s
coeficientes de regressao estatisticamente significativos. O resultado da andlise de

variancia (ANOVA) para os acidos estudados esta apresentado na Tabela 9.



32

Glicose (g L™') = 14,670 — 4,507 T% — 3,709 HCL * T (8)

Glicose (g L™1) = 12,731 — 2,27 [H,S0,]% — 1,106 t2 — 3,843 T2 — 3,499 H,S0, * T —
2,035 ¢ T 9)

Tabela 9 — Analise de variancia para o parametro glicose.

Tratamento Font'es Nde Somade G_raus de Quaglrados =
Variag&o Quadrados Liberdade Médios calculado
Regresséao 418,78 2 209,39 35,01
HCI ® Residuos 83,80 14 5,98
Total 502,58 16
Regresséo 3414 5 68,28 47,09
H,S0,° Residuos 16,01 11 1,45
Total 357,41 16

> r2 =83,3% e Fz, 14: 0,05 = 3,74; 6 I’2 =955% e F5, 11: 0,05 = 3,20.

A ANOVA da Tabela 9 revela que os modelos que descrevem as respostas
das concentracdes de glicose em funcdo das varidveis investigadas, com o0s
parametros estatisticamente significativos, sédo considerados adequados. Os valores

do r?

assegura que 83,3% (HCI) e 95,5% (H,SO,) dos resultados gerados sao
explicados pelo modelo matematico, sendo que o F calculado foi significativo
(p<0,05). Aproximadamente nove vezes superior ao valor do F tabelado, no caso do
HCI; e quinze vezes superior, no caso do H,SO,, 0 que satisfaz os requisitos para a
construcdo das superficies de resposta e curvas de contorno.

Os diagramas de Pareto para os tratamentos com HCI e com H,SO, (Figura
12) evidenciam os valores do teste t para cada uma das variaveis independentes —
concentracdo de acido (% v v1'), tempo (min) e temperatura (°C) — bem como as
suas interacoes. Para o caso do hidrolisado com HCI, dentre os fatores estudados,
somente a temperatura (quadratica) e a interacdo entre esta e a concentragdo de
acido apresentaram efeitos estatisticamente significativos (p<0,05) (Figura 12, a). Ja
para o hidrolisado com H,SO4, 0s trés parametros avaliados (quadraticos), bem
como as interacdes entre tempo e temperatura e entre concentracdo de acido e

temperatura, foram significativos no estudo dos efeitos (Figura 12, b). De modo
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geral, para os dois &cidos em questdo, ha um decréscimo no rendimento da glicose
quando tais variaveis migram do nivel -1,68 ao nivel 1,68.

(@)
Temperatura (°C)(Q) |
1Lby3L I
2Lby3L V
HCI (% viv)(Q) .
Tempo (min)(Q) |
1Lby2L 7
(2)Tempo {min)(L) 7 |
(1HCI (% viv)(L) —.222739
(3)Temperatura (°C)(L) % 018892
p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
(b)

Temperatura (°C)(Q)

1Lby3L 7

H,S0, (% viv, )(O)
2Lby3L

Tempo (min )(Q)
1Lby2L

(1)H,80, (% viv, )(L)
(3)Temperatura ("C)(L}

(2)Tempo (min)(L)

A -6.54304
//////////////////

Q 281019

-3.8055

2 45102

2 05777

e
1060566;

11666 :

-8.52075

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 12 — Diagramas de Pareto obtidos a partir do delineamento composto central
rotacional envolvendo HCI (a) e H,SO, (b) e tendo como varidvel resposta a

concentracdo de glicose.

As representacdes graficas das respostas, dispostas nas Figuras 13 e 14,

relativas as investigacdes da producéo de glicose, auxiliam na visualizacdo dos

resultados.
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Figura 13 — Superficies de resposta (esg.) e curvas de contorno (dir.) para a
concentracdo de glicose (g L) envolvendo tratamentos com HCl em funcdo da
concentracéo de acido x tempo (a) e (b), concentracdo de acido x temperatura (c) e
(d) e tempo x temperatura (e) e (f).
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Figura 14 — Superficies de resposta (esg.) e curvas de contorno (dir.) para a
concentracdo de glicose (g L) envolvendo tratamentos com H,SO, em funcdo da

concentracéo de acido x tempo (a) e (b), concentracdo de 4cido x temperatura (c) e
(d) e tempo x temperatura (e) e (f).
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Resumidamente, constata-se que ambos os 4cidos empregados no processo
hidrolitico apresentaram comportamentos semelhantes no rendimento da glicose.
Ademais, para todas as variaveis, as regibes compreendendo 0s niveis
intermediarios, ditas otimizadas, circundadas pelos pontos centrais, estdo
relacionadas a maior produtividade de glicose. Dessa maneira, 0s niveis extremos
que compdem o planejamento foram responsaveis por uma producéo inferior.

As Figuras 13 e 14 (a) e (b) demonstram que na interacdo entre concentracao
de acido diluido e tempo de hidrdlise, as faixas 6timas referente as concentracdes de
acidos empregadas foram de 2,2-5,8% (v v*') para HCl e 2,2-4,0% (v v') para
H,SO,4, enquanto o tempo reacional foi de 46-110 min para os dois catalisadores.
Conforme previsto, ao se fixar a temperatura no intervalo considerado 6timo
(mediano), percebem-se rendimentos elevados na producdo de glicose. As
superficies de resposta e curvas de contorno indicam regibes em que a
concentracdo da glicose é superior a 14 g L' e 12 g L™, para HCl e H,SO.,
respectivamente. Os resultados das atuacdes entre concentracdo de acido diluido e
temperatura, que constam nas Figuras 13 e 14 (c) e (d), mostram que os intervalos
considerados ideais para a primeira variavel situam-se de 2,2-5,8% (v v'!), enquanto
que para a segunda variavel os intervalos foram de 160-175 °C para ambos 0s
acidos estudados. Ja a interacao entre tempo e temperatura das Figuras 13 e 14 (e)
e (f), as faixas desejadas referentes ao tempo de hidrélise concentram-se de 46-110
min, enquanto a temperatura foi de 160-175 °C.

De modo geral, o planejamento experimental visando a maxima producgdo de
glicose, via hidrélise acida a pressdo, revelou-se mais eficiente nos processos
envolvendo HCI. O H,SO4 € um &cido mais forte e mais fixo em comparacéo ao HClI,
necessitando condi¢cdes um pouco mais brandas (menores concentracdes, tempo
reacional e/ou temperatura) para liberar a glicose contida no interior da estrutura
lignocelulésica, uma vez que, provavelmente, parte da glicose produzida inicialmente
tenha degradado e resultado em subprodutos hidroliticos.

A analise dos valores das variaveis independentes que maximizam a
producdo de glicose foi feita atraves da funcdo de desejabilidade. Tal técnica de
otimizacdo simultanea foi introduzida por Derringer & Suich (1980) e consiste em
encontrar os valores dos fatores que otimizem uma ou mais respostas ou, entdo, as

mantenha em faixas desejaveis, utilizando métodos de programacao nao-lineares.
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Inicialmente, essa funcé&o converte cada resposta em uma func¢éo individual
de desejabilidade di que varia de 0 <di < 1. Se a resposta for o valor mais
desejavel, di = 1, caso contrario, di = 0 e a resposta esta fora da regido aceitavel.
Assim, as variaveis independentes sdo escolhidas de modo a maximizar a
desejabilidade global (D), que representa a média geométrica das n desejabilidades
individuais, conforme a equacao 10 (BERTELLI et al., 2008):

(d1*d2 * ...dn)"/n (10)

A Figura 15 evidencia os graficos dos perfis dos valores otimizados, as
funcdes de desejabilidade e os valores otimizados das trés variaveis independentes.

Verifica-se que os trés primeiros perfis séo relativos a resposta da glicose com
cada uma das variaveis independentes, mantendo-se fixas as demais nos pontos
centrais. O quarto perfil mostra a desejabilidade da producédo de glicose, ou seja, a
faixa da resposta de desejabilidade aceitavel (0 < di < 1), sendo que o valor 0 diz
respeito & minima producéo de glicose (0 g L™, para ambos os &cidos) e o valor 1
corresponde & méaxima producdo de glicose, ou seja, 17,77 g L™ para experimento
envolvendo hidrélise com HCI (a) e 14,08 g L™ para experimento envolvendo
hidrolise com H,SO,4 (b). Quanto maior o valor da desejabilidade, mais conveniente é
a resposta do sistema, isto €, maior € a sensibilidade, sendo que o valor maximo da
desejabilidade € a condicdo otimizada do sistema. Os trés ultimos perfis mostram a
di para cada fator e a D igual a 0,86 para a hidrolise com HCI (a) e 0,91 para a
hidrélise com H,SO, (b). As linhas verticais em vermelho nos gréaficos correspondem
aos valores 6timos dos parametros estudados. Assim, a funcdo da D permitiu obter
os valores 6timos dos parametros experimentais do DCCR: concentracdo de acido
de 5,5% (v v'*), tempo de 110 min e temperatura de 147,5 °C.
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Figura 15 — Perfis de desejabilidades em termos das variaveis codificadas para a
eficiéncia da producdo de glicose via processo hidrolitico empregando HCI (a) e
H,SO4 (b).
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Apesar do ensaio hidrolitico acima integrar a regido otimizada e apresentar
resultados satisfatorios tanto para os tratamentos com HCI quanto para os
tratamentos com H,SO,4, para o processo de fermentacdo posterior optou-se em
empregar os hidrolisados pertencentes aos experimentos n° 5. Nestes ensaios, as
concentracbes dos acidos foram mais amenas, empregando-se menos que a
metade dos reagentes em questdo (2,2% ao invés de 55% v v?') e o tempo de
reacao foi inferior (46 min e ndo 110 min), mesmo que a temperatura de reacao

tenha sido aproximadamente 27 °C superior (175 °C ao invés de 147,5 °C).

4.1.3 Analise de glicose via método enzimatico versus HPLC-RID

Para fins de comparacao, a quantificacéo da glicose proveniente dos DCCRs
das hidrdlises &cidas diluidas com HCIl e com H,SO, foi feita tanto por HPLC-RID
guanto por método enziméatico alternativo.

Para tanto, as amostras hidrolisadas foram injetadas em equipamento de
HPLC-RID, conforme consta na secdo 3.5.1, caracterizado pela elevada
sensibilidade e estabilidade, fornecendo, assim, resultados de alta resolugdo, com
grande confiabilidade e rapidez na quantificacdo dos acglcares. Entretanto, o elevado
custo da instrumentacdo dos métodos cromatograficos limita a adocdo de tais
técnicas (JARDIM, COLLINS & GUIMARAES, 2006).

Alternativamente, os mesmos hidrolisados concentrados foram submetidos a
metodologia enzimatica pelo método de ponto final, secdo 3.5.2, caso em que o
reagente é apresentado pronto para uso, caracterizando-se por ser um método
simples, prético, relativamente estavel e pouco dispendioso, além da grande
especificidade analitica. A quantificacdo da glicose pelo método enzimatico é
amplamente utilizada em amostras biolégicas de animais (OLIVEIRA et al., 2011).

A Figura 16 contém os graficos que fornecem a comparacdo entre ambas as
técnicas em relagcdo a quantificacdo de glicose, apos processo hidrolitico
empregando HCI (a) e H,SO, (b). De maneira geral, os resultados podem ser
considerados bastante satisfatorios: as concentragfes de glicose resultantes da
hidrélise &acida da CA analisada via método enzimatico concordam com as

analisadas via HPLC-RID.
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Figura 16 — Comparacdo das analises de glicose via método enziméatico versus
HPLC-RID em amostras obtidas a partir de processo hidrolitico empregando HCI (a)
e H,SO,4 (b) conforme as condi¢des do planejamento experimental.

Na Figura 16 (a) percebe-se que os resultados da metodologia cromatografica
para a quantificacdo da glicose foram um pouco superiores, em especial no
experimento n° 5 (4,2 g L™ superior), justamente o que foi selecionado anteriormente
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como o melhor tratamento no DCCR do HCI. Na Figura 16 (b), entretanto,
praticamente ndo houve discrepancia quando amostras de hidrolisados com H,SO,
foram analisadas por método enzimatico — de certo modo, neste caso, tal método
mostrou-se mais sensivel no que diz respeito a combinacdo das reacdes
enzimaticas com o acido em questdo. Deve-se enfatizar que esta técnica foi
extremamente especifica para o analito glicose, tratando-se de um método
enzimatico com elevada seletividade e vantajoso em relacdo a técnica
cromatografica.

Os resultados e interpretacdo das ANOVAs, diagramas de Pareto, superficies
de resposta e curvas de contorno, bem como os perfis de desejabilidade mostraram-
se semelhantes quando ambas as técnicas de quantificacdo foram empregadas
(dados nao disponiveis). Sob tais condicbes, optou-se em apresentar e discultir,
nesta dissertacdo, somente a andalise do planejamento experimental fatorial

pertencente aos resultados de glicose obtidos via HPLC-RID.

4.1.4 Analise dos produtos de interesse e subprodutos

Além da glicose, sacarideo produzido abundantemente durante a hidrolise
acida decorrente das estruturas de celulose e, em menor escala, de hemicelulose da
CA, procurou-se quantificar também xilose e arabinose, uma vez que a cepa
selecionada para o processo fermentativo é capaz de degradar tanto hexoses
guanto pentoses contidas na hemicelulose. Ao mesmo tempo, foram quantificados
alguns dos interferentes gerados no decorrer do processo hidrolitico, como acido
acético e 5-HMF. Os resultados decorrentes dos experimentos do planejamento
experimental para HCI e H,SO,4 podem ser evidenciados na Figura 17.
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Figura 17 — Concentracdo média dos produtos de interesse e subprodutos formados
durante o processo hidrolitico empregando-se HCI (a) e H,SO, (b) conforme as

condi¢cdes do planejamento experimental.
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Através da Figura 17, percebe-se que a xilose, apds a glicose, foi o aglcar
mais produzido nas condic8es pré-definidas anteriormente, variando de 0-14,7 g L™
(0-88,2 mg xilose g* CA de rendimento massico ou 8,8% de rendimento tedrico)
quando empregou-se o HCl; e de 0-10,0 g L™ (0-60,3 mg xilose g* CA de
rendimento méssico ou 6,0% de rendimento tedrico) quando fez-se uso do H,SO,.
Resumidamente, o intervalo ideal para a producéo de xilose ocorreu com 0 emprego
de 1,0-5,8% (v v') de &cido, com tempo de residéncia variando de 30-94 min a
temperaturas de 135-160 °C. Os experimentos em que resultaram nos teores de
xilose mais elevados foram os mesmos para ambos o0s &cidos: no caso das
hidrélises com HCI foram experimentos n° 1 (14,7 g L"), n° 13 (13,4 g L"), n° 3
(125gLh, n° 286gL", n° 9(7,3gLYen® 11 (6,0 gL™); enquanto no caso
das hidrélises com H,SO, foram experimento n° 1 (10,0 g L™), n°13 (8,6 gL™%), n° 9
(74gL%, n°3(7,0g9L"),n°2(569gL"Yen®11 (3,9 gL™). Tais resultados indicam
gue concentracdes elevadas de xilose foram obtidas quando condicbes mais
amenas foram empregadas ou, entdo, quando houve um equilibrio entre as variaveis
— diferentemente da glicose, acucar produzido em condi¢cdes mais severas. Nos
experimentos n° 5, por exemplo, tratamento em que se obteve maiores indices de
glicose, produziu-se apenas 1,4 g L™ de xilose em hidrélises com HCl e 0,5 g L™ de
xilose em hidrélises com H,SO,4. Os experimentos n° 6, 8 e 14 retratam a total
degradacdo da xilose, sugerindo que temperaturas acima de 175 °C, aliadas as
demais condi¢des extremas, produzem tal efeito. Em um primeiro momento, pode-se
acreditar que, quanto mais elevada a temperatura, maior sera a eficiéncia de
hidrélise. No entanto, temperaturas muito altas podem levar a degradacdo dos
agucares, diminuindo a eficiéncia do pré-tratamento e aumentando a toxicidade dos
hidrolisados. Por outro lado, mesmo com temperaturas menores, 0 mesmo podera
ocorrer se o tempo de exposicdo for prolongado. De modo geral, temperaturas
maiores implicam em menores tempos e vice-versa (MOSIER et al., 2005; Mc
MILLAN, 1994).

Em comparacgéo a este trabalho, Suxia et al. (2012) obtiveram rendimento de
97,04% de xilose ao fazer hidrolise acida diluida com 2,5% de H,SO, (m m™)
empregando CA (8 mL g?) a 110 °C durante 4 h de reacdo. Porém, cabe mencionar
gue o DCCR empregado aqui teve o intuito de analisar somente a resposta glicose

e, por isso, a faixa 6tima de xilose nao foi estudada.
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A arabinose, no entanto, apresentou um indice inferior de producdo quando
comparada aos outros sacarideos, variando de 0-2,0 g L™ (0-12,2 mg arabinose g*
CA) em hidrolisados com HCl e de 0-1,3 g L (0-7,95 mg arabinose g* CA) em
hidrolisados com H,SO,4, sendo que estas concentracbes maximas foram obtidas
nos experimentos n° 1. A formacgéo de arabinose parece estar interligada aquela da
xilose: teores superiores de arabinose s&o liberados quando condicbes mais
brandas sdo empregadas. Os experimentos n° 5 foram responsaveis pela producao
de 0,4 g L™ (HCI) e 0,2 g L (H,SO.,). A degradacdo de tal aglicar ocorreu nos
experimentos n° 6, 7, 8 e 14 (HCl) e 6, 7, 8, 10, 12 e 14 (H,S0O,).

Dentre os tratamentos empregando-se hidrolises com HCI, o experimento n°
5 foi 0 que gerou mais acucares fermentaveis (glicose e xilose), totalizando 18,8 g L
1 (112,9 mg aclcares g* CA), seguido pelon° 1 (18,3 g L"), n°3 (17,7 g L"), n° 13
(17,1 g L) e pontos centrais (16,1 g L™). Em relacdo aqueles empregando hidrélises
com H,SO,4, 0 experimento n° 5 também foi 0 maior produtor de glicose e xilose,
totalizando 14,6 g L™ (87,9 mg aculcares g™* CA), seguido pelo ponto central (13,9 g
LY, n°9 133 g L"), n°1 (129g LY, n°3@1,9gLY)en 4 (119 glLh.
Novamente, os tratamentos visando a maxima producdo de acucares fermentaveis,
via hidrolise é&cida a pressdo, revelaram-se mais eficientes nos processos
empregando HCI, como discutido anteriormente.

Nas reacdes quimicas envolvidas no processo hidrolitico, o teor de protons
tem uma importante funcdo. Ainda que a tecnologia ndo envolva a adicdo de acido
no processo, 0 emprego de temperaturas elevadas favorece o aumento da acidez do
meio, mediante a liberacdo de acidos organicos enddgenos, principalmente acético e
férmico, bem como pela protonacgéo decorrente da dissociacédo da dgua (MOSIER et
al., 2005; LYND, 1996).

A producéo de &cido acético, inibidor da etapa fermentativa e procedente da
hidrélise dos radicais acetila da hemicelulose, apresentou pequenas variacées entre
os tratamentos: de 1,2-2,07 g L™ (experimentos do ponto central com minima
producdo e experimento n° 1 com maxima producdo) em hidrolises com HCI e de
1,3-1,7 g L™ (experimento n° 5 com minima producdo e experimento n° 3 com
maxima producdo) em hidrolises com H,SO,. Para hidrélises com HCI, o
experimento n° 5 foi responséavel pela producéo de 1,4 g L™ de &cido acético, sendo
que para a maioria dos micro-organismos 3 g L™ é considerado téxico (HELLE et al.,
2003).
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Ja para o 5-HMF, outro inibidor fermentativo, houve variacdes de 0,8-4,9 g L™
em hidrélises com HCl e 0,6-2,6 g L™ em hidrélises com H,SO,4, sendo que as
producdes minimas ocorreram nos experimentos n° 8, enquanto as maximas nos
experimentos n° 5. Os experimento em que a producao de 5-HMF foi inferior (n° 8,
14 e 6), com concentracdes de &cido superiores a 4,0% (v v'') e temperaturas acima
de 175 °C, sdo os mesmos em que houve degradacdo de glicose, xilose e
arabinose. Tal fato indica a prévia degradacao do proprio 5-HMF a acidos formico e
levulinico. Apds os experimentos n° 5, as maiores producbes de 5-HMF foram
atingidas nos experimentos n° 11 (3,9 g L™) e n° 4 (3,9 g L™ para hidrolisados com
HClen® 11 28 g L"), n°9 24gLY) n°224gLY)en 3 (23glL? para
hidrolisados com H,SO,. Em consequéncia das mais elevadas temperaturas
empregadas, o0s sacarideos oriundos da hidrolise &cida, principalmente da
hemicelulose, se degradam, originando compostos derivados do furano: o furfural,
formado a partir da degradacdo das pentoses e o 5-HMF, formado a partir da
degradacdo das hexoses. Por sua vez, estes dois compostos sdo capazes de se
degradarem a outros produtos: o furfural pode originar acido férmico ou, entédo, se
polimerizar, ja o 5-HMF origina quantidades equimoleculares de acidos férmico e
levulinico (ANTUNES et al., 2010).

Com o propésito de aumentar a fermentabilidade dos hidrolisados obtidos
apos a hidrolise acida, é necessario reduzir a concentracdo, ou eliminar totalmente
do meio, os compostos toxicos formados durante esta etapa. Para tanto, utilizou-se
carvao ativo visando reduzir e/ou eliminar compostos derivativos do furano e, com
isto, a concentracdo de 5-HMF reduziu-se a metade. Portanto, o experimento n°® 5
com HCI passou de 4,9 g L™ para 2,6; enquanto o experimento n° 5 com H,SO,
passou de 2,6 g L™ para 1,3 g L. Deste modo, o emprego da adsorcdo através de
carvdo ativo ou carvao vegetal demonstra ser um processo eficiente na
destoxificacdo dos hidrolisados. Mediante a aplicagcdo desta técnica, tem-se
conseguido um aumento da fermentabilidade dos hidrolisados em decorréncia da
eliminacdo seletiva de compostos toxicos como o 5-HMF, furfural e derivados
fendlicos sem comprometer a concentracdo dos acucares fermentaveis (MIYAFUJI
et al., 2003).

Hidrélise acida diluida com 1% de H,SO, (v v'') envolvendo CA na razdo de
1:10 (m v'Y) foi feita por Cunha-Pereira et al. (2011) em autoclave a 121 °C durante

60 min. O hidrolisado resultante foi concentrado a vacuo (2,8 vezes) a 70 °C até a
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obtencdo de 35 g L™ de glicose, 13 g L™ de xilose e 4 g L™ de arabinose. As
concentracdes dos componentes toxicos gerados foram 0,07 g L™* de HMF, 0,01 g L~
! de furfural e 1,6 g L™ de acido acético, ndo sendo necessario a destoxificacdo e
suplementacao do meio.

MA et al. (2011) investigaram uma série de pré-tratamentos da CA com acido
diluido seguido de hidrélise acida concentrada, ambos com H,SO, As
concentracdes empregando H,SO, diluido foram de 2, 4, 5, 6 e 8% (m m™), com
raz&o solido:liquido 1:10 (m v™*). O processo de hidrélise acida envolveu distintas
concentracdes (67, 72, 77 e 82% m m™), temperaturas (30, 40, 50 e 60 °C), tempos
(2, 5, 10 e 15 min) e razdes sodlido:liquido (1:5, 1:10, 1:15 e 1:20). A condigéo
otimizada do processo hidrolitico foi a seguinte: concentracdo de H,SO, de 72% (m
m™), temperatura de 50 °C, tempo de 5 min e razdo da massa de CA (g) pelo volume
da solucédo de H,SO, (mL) 1:10, fornecendo um rendimento de glicose de 45,6% (m
m™). Todavia, apesar do resultado de conversdo satisfatorio, a condicdo Acida
empregada € considerada severa quando objetiva-se realizar, subsequentemente,
um processo fermentativo. Adicionalmente, as concentragcdes dos subprodutos
formados nao foram divulgadas.

De fato, o0 H,SO, é um reagente extensivamente empregado industrialmente
e, talvez por este motivo, conforme os exemplos acima, a maior parte dos pré-
tratamentos hidroliticos que visam a producdo de sacarideos fermentaveis facam
uso de tal acido, uma vez que resultados convenientes do produto de interesse sao
obtidos mesmo sem a hidrdlise enzimética subsequente.

Em comparacdo a hidrélise acida, um pré-tratamento da CA envolvendo
Ca(OH),, em trabalho conduzido por Saha & Cotta (2008), rendimentos maximos de
acucares (93 mg de glicose g* CA, 27 mg de xilose g* CA e 6,0 mg de arabinose g*
CA) foram atingidos ap6s 1 h de reacdo em autoclave a 121 °C, empregando 100
mg Ca(OH), g™ CA.

4.1.5 Analise da composicao dos hidrolisados por LC-MS/TOF

O entrosamento entre a biomassa lignoceluldésica e 0 seu posterior pré-

tratamento € uma questdo altamente complexa e pouco compreensivel a nivel
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molecular. Conforme Klinke, Thomsen & Ahring (2004), além dos sacarideos
fermentdveis, uma variedade de outros produtos de degradacdo, potencialmente
inibidores, é produzida durante o pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica (acidos
organicos, aldeidos, cetonas, furanos e fendis), sendo que muitos destes compostos
podem ser cruciais as etapas subsequentes envolvendo enzimas e/ou micro-
organismos.

Varias pesquisas tém demonstrado a capacidade de identificar e quantificar
os produtos de degradacdo dos acUcares e lignina resultantes do pré-tratamento
quimico das biomassas lignocelulésicas (LUO, BRINK & BLANCH, 2002). Ademais,
Du et al. (2010) estudaram o efeito da variagcdo de sete pré-tratamentos quimicos
(0,7% H,SO,4 e 0,07% H,SO,4, dgua quente liquida, solu¢cdo tampédo neutra, amoénia
aguosa, Ca(OH),, Ca(OH), com pressurizacado de O, e oxidacdo umida) empregando
trés biomassas lignocelulésicas (palha de milho, alamo e pinho), com a finalidade de
analisar as combinagdes de formacédo e acumulagdo dos produtos de degradacao
potencialmente inibidores nos hidrolisados, identificando e quantificando quarenta
compostos no total. Os analitos mais relevantes encontrados compreenderam 0s
acidos alifaticos (acidos acético, formico, levulinico, fumérico, gélico, etc.), acidos
aromaticos (acidos ferulico, 2-furéico, vanilico, siringico, salicilico, benzdico, etc.) e
aldeidos/cetonas (furfural, 5-HMF, vanilina, 4-hidroxibenzaldeido, siringaldeido, etc.).

Logo, neste trabalho, os hidrolisados da CA com HCI e H,SO, que resultaram
em maiores concentracdes de glicose via planejamento experimental (experimentos
n° 5), foram analisados por LC-MS/TOF com o intuito de obter-se um screening e,
assim, explicar as principais substancias presentes em sua composi¢cdo. Os
cromatogramas de ions totais obtidos para os hidrolisados com HCl e H,SO,4, em

modo positivo, estdo dispostos nas Figuras 18 e 19, respectivamente.
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Figura 18 — Cromatograma de ions totais via LC-MS/TOF (ESI+) adquirido pela
infusdo direta da amostra do hidrolisado da casca de arroz com HCI (experimento n°
5: 2,2% (v v') de &cido, 175 °C, 46 min) contendo os possiveis fragmentos: 4-
hidroxibenzaldeido [M+K]", m/z 161,07; 5-HMF [M+K]*, m/z 164,97; glicose [M+Na]",
m/z 203,11 e [M+Na+H]", m/z 204,11 e &cido siringico [M+3K]", m/z 315,23.

De modo geral, para ambos os hidrolisados, o0s possiveis compostos
produzidos durante a hidrolise acida foram 4-hidroxibenzaldeido (ANTOLOVICH et
al., 2004) adicionado de um aduto de potassio (m/z 161); 5-HMF (ZHENG et al.,
2011) acrescido de um aduto de potassio para o hidrolisado com HCI (m/z 165) e de
um aduto de sodio para o hidrolisado com H,SO,4 (m/z 149); glicose (BUNGERT et
al., 2004) contendo um aduto de sédio (m/z 203) e um aduto de sodio mais
hidrogénio (m/z 204) e acido siringico (CAPPIELLO et al., 2003) adicionado de trés
adutos de potassio (m/z 315). De fato, o acido 4-hidroxibenzaldeido € um derivado
fendlico muito abundante nos hidrolisados, originado na ruptura das ligacdes éster
gue unem os grupos hidroxilas dos alcoois cinamicos da lignina. Outros derivados
fendlicos abundantes nos hidrolisados sédo o siringaldeido e o acido siringico,

procedentes da degradacéo das unidades siringilpropano da lignina.
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Figura 19 — Cromatograma de ions totais via LC-MS/TOF (ESI+) adquirido pela
infusdo direta da amostra do hidrolisado da casca de arroz com H,SO, (experimento
n° 5: 2,2% (v v') de acido, 175 °C, 46 min) contendo os possiveis fragmentos: 5-
HMF [M+Na]", m/z 149,02; 4-hidroxibenzaldeido [M+K]", m/z 161,02; glicose
[M+Na]*, m/z 203,05 e [M+Na+H]*, m/z 204,05 e &cido siringico [M+3K]", m/z
315,16.

Para fins comparativos de sensibilidade, os cromatogramas de ions totais
obtidos para os hidrolisados com HCl e H,SO4, em modo negativo, estdo dispostos

nas Figuras 20 e 21, respectivamente.
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Figura 20 — Cromatograma de ions totais via LC-MS/TOF (ESI-) adquirido pela
infusdo direta da amostra do hidrolisado da casca de arroz com HCI (experimento n°
5: 2,2% (v v'') de acido, 175 °C, 46 min) contendo os possiveis fragmentos: acido
levulinico [M-H]*, m/z 115,04; furfural [M+Na]*, m/z 118,94 e glicose [M-2Na-3H]",
m/z 131,03.

Tanto para o hidrolisado com HCI quanto para o hidrolisado com H,SO,4, 0s
possiveis compostos produzidos durante o processo hidrolitico foram acido levulinico
(ZHENG et al., 2011) subtraido de um hidrogénio (m/z 115) e glicose (BUNGERT et
al., 2004) com perda de dois adutos de sédio e trés hidrogénios (m/z 131). Para o
caso do HCI, observou-se também a presenca de furfural (ZHENG et al., 2011)

acrescido de um aduto de sodio (m/z 119).
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Figura 21 — Cromatograma de ions totais via LC-MS/TOF (ESI-) adquirido pela
infusdo direta da amostra do hidrolisado da casca de arroz com H,SO, (experimento
n° 5: 2,2% (v v'') de &cido, 175 °C, 46 min) contendo os possiveis fragmentos: acido
levulinico [M-H]", m/z 115 e glicose [M-2Na-3H]*, m/z 130,98.

Via de regra, os espectros evidenciados acima confirmam a presenca dos
principais produtos e subprodutos formados a partir do fracionamento da estrutura
lignocelulésica da CA, a partir da hidrélise &cida. Todavia, ndo foi possivel identificar
com exatiddo todos os fragmentos gerados, pois uma determinada massa molar
poderia pertencer a mais de um composto. Por exemplo, na Figura 21 o fragmento
m/z 145 englobaria o 4-hidroxibenzaldeido acrescido de um aduto de sodio, o acido
feralico com perda de dois adutos de sédio e trés hidrogénios ou, entdo, o &cido
vanilico subtraido de um aduto de sdédio. Dentre os distintos subprodutos
encontrados no hidrolisado da CA, além dos previamente descritos, sugerem-se:
3,4-dihidroxibenzaldeido, cinamaldeido, siringaldeido, vanilina, acidos 2-furdico,
benzdico, caféico, elagico, ferulico, fumarico, galacturdnico, galico, glucurbnico, etc.).

Deve-se salientar que alguns acidos organicos de massa molar inferior, como acidos
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acético e formico, ndo foram detectados devido a alta sensibilidade do equipamento
empregado.

Os compostos e a concentracdo dos inibidores existentes no hidrolisado
dependem da biomassa em questédo e da condicdo do pré-tratamento, uma vez que
o efeito inibitério varia conforme a concentracdo e o micro-organismo utilizado na
producdo do insumo de interesse (MARTIN & JONSSON, 2003). No entanto, Du et
al. (2010) concluiram que os compostos que exibem maior hidrofobicidade tendem a
ser mais inibitorios e que o pH em que a fermentacdo é conduzida tem um efeito
significativo sobre as acdes inibitérias de muitos dos subprodutos. Adicionalmente,
oS autores repararam que, de maneira geral, as classes e concentracdes dos
produtos de degradacdo dependeram mais da biomassa utilizada do que o pré-
tratamento quimico em si. Em alguns casos, a formacdo e acumulacdo dos
compostos selecionados foram dependentes da biomassa e do pré-tratamento
quimico, enquanto que em outros ndo houve tendéncias 6bvias.

Mesmo que o processo hidrolitico acido seja eficiente e relativamente
econdmico, distintos subprodutos inibidores a etapa fermentativa sdo gerados. Em
vista disso, a sacarificacdo enzimatica tem atraido a atencdo da maior parte das
pesquisas — tal processo oferece potencial de reducdo dos custos a longo prazo,
pois € possivel atingir-se rendimentos proximos dos estequiométricos e em
condicbes menos criticas de temperatura, pressdo e severidade quimica,
contribuindo para a aplicacdo dos principios da quimica verde. Porém, na fase de
desenvolvimento atual, o processo ainda € economicamente inviavel — o custo
elevado esta relacionado, principalmente, as enzimas utilizadas na hidrélise e,
também, aos pré-tratamentos envolvidos — o que justifica o interesse pelo estudo
das variaveis que afetam o processo.

Por esta razdo, existe uma necessidade continua de desenvolvimento da
compreensao do efeito do pré-tratamento quimico na formacédo e acumulacao de
produtos de degradacado lignocelulésicos. Tal entendimento € relevante no para
reduzir a producdo de determinados compostos (inibidores, por exemplo) e, também,
na maximizagdo da producéo dos produtos de interesse (DU et al., 2010). Uma
maior compreensao no que diz respeito a composicdo quimica de uma dada
estrutura lignocelulésica especifica, bem como os mecanismos fisico-quimicos
envolvidos em um determinado pré-tratamento sdo requisitos primordiais nas

estratégias de elaboracdo de modelos preditos de pré-tratamento, que permitirdo a
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selecéo, o delineamento e a otimizacdo dos processos apropriados correspondentes

a uma biomassa em particular (MOSIER et al., 2005).

4.2 Fermentacdao lactica do hidrolisado da casca de arroz

4.2.1 Determinacéo do acido lactico por HPLC-DAD

As condicdes cromatograficas para a deteccéo e quantificacdo do ALac foram
otimizadas com base nos parametros previamente descritos na secdo 4.1.1. O
método de determinacdo do acido organico por HPCL-DAD foi desenvolvido com o
auxilio da solucao-padrao de ALac (secao 3.5.3). As figuras-de-mérito obtidas estdo
expostas na Tabela 10. O r? referente a curva de calibracdo na faixa linear de
trabalho evidencia linearidade satisfatéria, possibilitando a quantificacdo do analito

pelo método do padrao externo.

Tabela 10 — Figuras-de-mérito para a determinacgéo do acido lactico.

. Faixa linear ~ 2 LD LQ

Analito ; Equacédo da reta r g a
, (gL atae @Lh  @Lh
Acido Lactico 0,2-2,0 y = 1558,1x - 11363 0,993177 0,05 0,167

A Figura 22 apresenta o cromatograma obtido para a andlise da solucao
padrdo de AlLac (1 g L"), enquanto a Figura 23 retrata o cromatograma referente a
injecdo de uma amostra do fermentado empregando como substrato a CA, sendo
gue ambas as figuras demonstram perfis cromatograficos muito semelhantes entre o
padrdao do AlLac e a amostra. Pode-se observar, também, a eficiente separacao
cromatografica do analito em relacdo aos demais compostos presentes no

fermentado.
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Figura 22 — Cromatograma obtido a partir da injecdo de solucdo-padrao de acido
lactico e uso de coluna Mediterranea Sea 18 (150 mm x 40 mm), eluida em fase
aquosa (98% v v') constituida por 0,1% de &cido férmico e fase organica (2% v v
constituida por metanol e 1% de acido férmico, com vaz&o de 0,4 mL min™,
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Figura 23 — Cromatograma de uma amostra de fermentado da casca de arroz
(experimento n° 5: 2,2% (v v') de HCI, 175 °C, 46 min), diluida 10 vezes em &agua e
eluida em condi¢cBes cromatograficas idénticas aquelas da Figura 22.
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4.2.2 Deteccéo do acido lactico por LC-MS/TOF

Os cromatogramas de ions totais obtidos para os fermentados com HCI e
H,SO,4, em modo positivo, com foco nos picos de ALac, estdo dispostos nas Figura
24 e 25, respectivamente. Para ambos os espectros, o sinal do ALac acrescido de
dois adutos de sodio e quatro hidrogénios foi detectado em m/z 140. Adicionalmente,
uma gama de compostos foi detectada na matriz do fermentado, muitos dos quais

previamente detalhados na segéo 4.1.5.

140,07
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Figura 24 — Cromatograma de ions totais via LC-MS/TOF (ESI+) adquirido pela
infusdo direta da amostra do fermentado da casca de arroz com HCI (experimento n°
5: 2,2% (v v') de é&cido, 175 °C, 46 min) contendo o fragmento &cido lactico
[M+2Na+4H]", m/z 140,06.
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Figura 25 — Cromatograma de ions totais via LC-MS/TOF (ESI+) adquirido pela
infusdo direta da amostra do fermentado da casca de arroz com H,SO,4 (experimento
n° 5: 2,2% (v v') de &cido, 175 °C, 46 min) contendo o fragmento &cido lactico
[M+2Na+4H]", m/z 140,06.

4.2.3 Otimizacao da producédo de acido lactico

Uma vez que o0s requisitos nutricionais das LABs sdo extremamente
complexos, critérios envolvendo a suplementacdo do substrato formulado com
hidrolisado da CA sao essenciais (ver Apéndice A). A estagnacdo do crescimento
das LABs, por exemplo, é atribuido exclusivamente a deficiéncia em fontes
peptidicas no meio de cultivo. Com o intuito de otimizar a produtividade a um custo
reduzido, distintas fontes alternativas de peptideos tém sido investigadas (licor de
milho, extrato de malte, caseina hidrolisada, etc.). No entanto, o extrato de levedura
continua sendo o nutriente peptidico mais conveniente para as LABs (AMRANE &
PRIGENT, 1998). Ja o polissorbato 80 (Tween 80) e demais surfactantes

correlacionados possuem a capacidade de promover a migragcao de compostos
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nutritivos no interior das células bacterianas (QI et al., 2009). Adicionalmente,
conforme Corcoran et al. (2007), quando as LABs sdo cultivadas em um meio
suplementado com polissorbato 80, que consiste em mais de 90% de acido oléico,
este acido € incorporado nas membranas, e, por isso, o polissorbato 80 é
rotineiramente incluido em meios sintéticos para o cultivo de Lactobacillus,
incrementando as taxas de crescimento, secrecdo da glicosiltransferase e
acumulacéo de glicina betaina nas LABs, além de estar associado com a resisténcia
as condicdes acidas impostas pela fermentacao lactica.

Para tanto, fez-se uso de um delineamento experimental para analisar duas
variaveis independentes importantes no processo de fermentacao lactica a partir de
L. rhamnosus: extrato de levedura (2,5-17,5 g L™) e polissorbato 80 (0,1-1,9 g L™),
de acordo com o que foi descrito na sessao 3.4.1, tendo como variavel dependente a
concentracdo de ALac. Os ensaios fermentativos foram conduzidos tanto com
hidrolisados da CA com HCI quanto com H,SO,4, de modo a avaliar a performance
de ambos na obtencédo de AlLac, a 37 °C por um periodo de 168 h. Na Tabela 11
encontram-se os valores codificados dos ensaios experimentais para HCI e H,SOy,
ressaltando que no caso do HCI o tempo de fermentacdo necessario para a maior
produtividade do ALac foi de 60 h, enquanto que para o H,SO4, 24 h.

Conforme a Tabela 11, as concentragdes de ALac variaram de 5,31-18,67 g L
! correspondendo a um rendimento de 282,2-992,4 mg ALac g™ acUlcar (ou 28,22-
99,24%) e produtividade de 0,09-0,31 g ALac L™ h™ para o HCI; e de 5,84-14,98 g L’
! correspondendo a um rendimento de 398,8-1.000,0 mg ALac g™ actcar (ou 39,88-
100%) e produtividade de 0,24-0,62 g Alac L* h™ para o H,SO., conforme as
circunstancias do DCCR, demonstrando a influéncia das variaveis independentes na
resposta final.

Através do planejamento experimental, percebe-se que fermentacbes
contendo 153 g L™ de extrato de levedura e 1,6 g L de polissorbato 80
(experimentos n° 4) apresentaram as mais altas concentracbes de AlLac, similares
aos experimentos n° 6, mas com quantidades inferiores de nutrientes. Assim, 18,29
g ALac L™, indicando um rendimento de 972,6 mg Alac g™ actcar (ou 97,26% m m™)
e produtividade de 0,3 g Alac L™ h™ foram obtidas em experimentos a partir de
hidrolisados da CA com HCI; e 14,64 g Alac L™, indicando um rendimento de 999,8 g
Alac g* acticar (ou 99,98% m m™) e produtividade de 0,61 g Alac L™ h™ foram

obtidas em experimentos a partir de hidrolisados da CA com H,SO,.
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Tabela 11 — Resultados do delineamento composto central rotacional para producéo
de acido lactico, apos 60 h de fermentacdo com L. rhamnosus, empregando como
substrato hidrolisado da casca de arroz com HCI e ap6s 24 h de fermentagdo com L.
rhamnosus, empregando como substrato hidrolisado da casca de arroz com H,SO4,.

ALac 60 h (HCA " com HCI)
9

Extrato de Levedura Polissorbato 80

Experimentos (gL™h (gLh CaLac ° Ratac Patac w
(gL? (mggtactcar)  (gL™h™)
1 -1 -1 6,37 338,50 0,11
2 1 -1 12,80 680,30 0,21
3 -1 1 7,90 420,20 0,13
) 4 1 1 18,29 972,60 0,30
T 5 -1,41 0 5,31 282,20 0,09
6 1,41 0 18,67 992,40 0,31
7 0 -1,41 9,99 531,00 0,17
8 0 1,41 11,70 622,30 0,19
9 0 0 10,29 547,10 0,17
10 0 0 11,69 621,50 0,19
11 0 0 10,69 568,10 0,18
7
Experimentos Extrato de I__levedura Polissork?lato 80 CALa;,C 24h (HCF;A Cgom HZS§4) K]
(gL™) gL ALag Alac Alac
(gL (mgg’acicar)  (gL*h?
1 -1 -1 6,81 464,90 0,28
2 1 -1 11,04 754,20 0,46
< 3 -1 1 7,06 482,20 0,29
8 4 1 1 14,64 999,80 0,61
£ 5 -1,41 0 5,84 398,80 0,24
6 1,41 0 14,98 1.023,20 0,62
7 0 -1,41 9,65 659,00 0,40
8 0 1,41 10,58 722,30 0,40
9 0 0 10,34 705,80 0,43
10 0 0 10,29 702,90 0,43
11 0 0 10,36 707,60 0,43

" Hidrolisado da casca de arroz (HCA); 8 Concentragdo de ALac (Cpac); ° Rendimento de ALac (Ratac)
(% m m™: mg ALac g™ agticar); *° Produtividade de ALac (Pac) (g ALac L™ h™).

A projecao da matriz contida na Tabela 11 no software Statistica 7.0 revelou
dados estatisticos com um intervalo de confianca de 95% (p<0,05), previamente
estabelecido. O modelo completo ajustado fica caracterizado pelas equagbes 10 e
11 e representa os ensaios fermentativos com hidrolisados da CA contendo HCl e
H,SO,, respectivamente, que descrevem as concentracoes de ALac preditas pelos
modelos matematicos em funcdo das variaveis independentes (EL correspondendo
ao extrato de levedura e P a produtividade), englobando somente os coeficientes de
regressao estatisticamente significativos. O resultado da ANOVA para o
comportamento dos hidrolisados &cidos, avaliados no decorrer da fermentacao

lactica, esta disposto na Tabela 12.
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ALac (g L™') =10,891 + 4,47 EL + 1,185 P (10)

ALac (g L™') = 10,332 + 3,096 EL + 0,646 P + 0,836 EL * P (11)

Tabela 12 — Andlise de variancia para o parametro acido lactico.

Fontes de Somade Graus de Quadrados

Tratamento Variag&o Quadrados Liberdade Médios Feacutado
Regresséao 176,36 2 88,18 166,37
HCA HCl ™ Residuos 4,26 8 0,53
Total 180,61 10
Regresséao 82,82 3 27,61 153,39
HCA H,S0,* Residuos 1,25 7 0,18
Total 84,07 10

"2 =97,6% e Fyp g 005 = 4,46; " 1° = 98,5% e F3 7.0,05 = 4,35.

Através da ANOVA da Tabela 12 percebe-se que, como os valores dos
Fealculados Para as regressoes (166,37 e 153,39 para fermentados com HCI e H,SO,,
respectivamente) sao significativos (p<0,05) e as porcentagens de variacdes
explicadas (r?) pelos modelos foram satisfatérias, 97,6% para HCl e 98,5% para
H,SO,, conclui-se que os perfis dos modelos se ajustam apropriadamente aos dados
experimentais.

Os diagramas de Pareto para os fermentados com HCl e com H,SO, (Figura
26), apresentam os valores do teste t para cada uma das variaveis independentes —
extrato de levedura (g L™) e polissorbato 80 (g L) — bem como as suas interacées.
Para o caso do fermentado com HCI, o extrato de levedura e o polissorbato 80,
ambos lineares, possuem efeitos estatisticamente significativos (p<0,05) e positivos
na fermentacao lactica (Figura 26, a). Ja para o fermentado com H,SO,4, além do
extrato de levedura e do polissorbato 80 (lineares), a interagcdo entre estes dois
fatores mostrou-se significativa também (Figura 26, b). Resumidamente, para os dois
fermentados em questdo, ha um acréscimo no rendimento do ALac quando tais

variaveis migram do nivel -1,41 ao nivel 1,41.
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Figura 26 — Diagramas de Pareto obtidos a partir do delineamento composto central
rotacional envolvendo ensaios fermentativos com L. rhamnosus, empregando
hidrolisado da casca de arroz com 2,2% de HCI (a) e com 2,2% de H,SO, (b), tendo
como variavel resposta a producéo de &cido lactico.

As representacdes gréficas das respostas, dispostas nas Figuras 27 e 28,
relativas as investigagdes da producdo de ALac a partir de fermentados contendo
hidrolisados com 2,2% de HCIl e com 2,2% de H,SO,, respectivamente, auxiliam na

interpretagéo dos resultados.
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Figura 27 — Superficie de resposta (esq.) e curva de contorno (dir.) para a
concentracdo de &cido lactico 60 h (g L) envolvendo fermentacdes com L.
rhamnosus a partir de hidrolisado da casca de arroz com 2,2% de HCI, em funcdo
das concentracdes de extrato de levedura x polissorbato 80 (a) e (b).
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Figura 28 — Superficie de resposta (esq.) e curva de contorno (dir.) para a
concentracdo de &cido lactico 24 h (g L") envolvendo fermentacdes com L.
rhamnosus a partir de hidrolisado da casca de arroz com 2,2% de H,SO4, em funcao
das concentragfes de extrato de levedura x polissorbato 80 (a) e (b).

Segundo Qi et al. (2009), a complementacdo do meio de cultivo com
polissorbato 80 desencadeia um efeito significativo para a produgdo de AlLac
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empregando-se L. casei. Tal surfactante, a uma concentracdo de 0,7 g L™, exibiu um
desempenho ligeiramente superior em comparacéo aquele com 1,0 g L. O estudo
revelou, também, que a quantidade de extrato de levedura pode ser reduzida de
10,0 g L para 7,0 g L™ quando 0,7 g L™ de polissorbato 80 é adicionado, mantendo-
se a mesma conversao dos agucares e a producao de ALac.

Em vista do que foi exposto acima, optou-se em avaliar a interagédo entre as
concentracdes de extrato de levedura e de polissorbato 80 durante a atuacédo de L.
rhamnosus na producédo de ALac. No entanto, para este trabalho, as Figuras 13 e 14
(@) e (b) revelam que quanto maiores as concentracbes de ambas as variaveis,
maiores serdo os rendimentos de ALac obtidos com L. rhamnosus.

A partir dos resultados provenientes do delineamento experimental do
fermentado, selecionou-se o0 experimento n° 4 e tal fermentacéo foi refeita a 37 °C
por 60 h. O acompanhametno do crescimento celular em meio comercial MRS e em
hidrolisados da CA contendo HCI e H,SO, est4 disposto na Figura 29. Conforme
previsto, o crescimento da cepa foi superior nos hidrolisado com HCI e H,SO4, uma
vez que estes substratos foram suplementados com extrato de levedura e possuiam

quantidades elevadas de aglcares em compara¢do ao meio MRS.
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Figura 29 — Perfis do crescimento de L. rhamnosus em meio MRS e em hidrolisados
da casca de arroz com 2,2% de HCI e com 2,2% de H,SO, (diluigdo 1:10), durante
60 h.



63

A cinética de producdo de ALac e consumo de acUcares (g L) durante a
fermentacdo de L. rhamnosus (37 °C) a partir de hidrolisado da CA com HCI (a) e
H,SO. (b) suplementado com nutrientes (experimento n° 4: 15,3 g L™ de extrato de
levedura e 1,6 g L™ de polissorbato 80) esta evidenciada na Figura 30.

A Figura 30 indica que a concentragdo de ALac aumenta com o tempo de
fermentacdo. Para o hidrolisado com HCI (a), a maxima produgéo de AlLac, 18,8 g L
1 (@ =2, 0 =0,6), com rendimento de 997,1 mg ALac g actcar, ocorreu apés 52 h;
engquanto que para o hidrolisado com H,SO, (b), a maxima producédo de AlLac, 14,6
g L™ (0 =2, o =0,45), com rendimento de 999,8 mg ALac g™ acticar, ocorreu apos
24 h. De certa maneira, o0 meio hidrolisado da CA com HCI apresenta, além do
préprio Cl, toxinas que retardam a producdo do ALac — diferentemente do meio
hidrolisado com H,SO,4, que apesar de também conter substancias inibidoras, possui
sulfato em sua composic¢ao, sendo benéfico ao crescimento microbiano.

Como a biomassa lignoceluldsica contém uma variedade de outros agucares,
além de glicose e xilose, é altamente vantajoso, do ponto de vista econémico, que
todos estes aclUcares sejam catabolizados pelo micro-organismo. NoOs ensaios
fermentativos, o tempo requerido para a fermentacdo completa, ou total utilizacao do
substrato, geralmente aumenta com o aumento da concentracdo de acUcares
presentes no meio. Este € um indicio de que determinados componentes no
hidrolisado sao potencialmente inibidores do processo fermentativo lactico.

lyer, Thomas & Lee (2000) produziram ALac a partir de hidrolisados (com
H,SO, diluido) de madeira macia empregando L. rhamnosus ATCC 10863, via
fermentacdo em batelada por 144 h, a 45 °C, tendo o pH controlado a 5,7 com
CaCOg3. O micro-organismo em questdo consome primeiramente glicose e, apos,
manose, seguido da utilizacdo quase que simultdnea de xilose e galactose, sendo
que a arabinose é inutilizada. A fermentacao desta cepa caracteriza-se por uma fase
lag de adaptacdo com duracdo de 24-72 h, previamente ao consumo da xilose. O
acido acético é o subproduto principal formado, correspondendo a cerca de 10% da
producdo do ALac. Os autores verificaram, ainda, que este micro-organismo exibe
uma elevada tolerancia as toxinas, sendo capaz de fermentar os distintos acucares
presentes no hidrolisado de madeira macia, tratada com acido, resultando em
rendimentos similares aqueles com agucares puros, porém, a um ritmo mais lento de
consumo. Entretanto, a fermentacdo foi inibida pela producdo do ALac mesmo

havendo controle do pH. Em alguns casos, além dos agucares presentes no proprio
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hidrolisado, os autores adicionaram, no decorrer da fermentacdo, glicose, xilose,
manose, galactose e arabinose, totalizando 29 g L. Em outros, houve a adicdo
inicial de extrato de levedura (30 g L™). A concentracéo final de ALac foi de 70 g L™,

Em condicdes otimizadas de fermentacéo lactica em batelada, por 60 h, a 42
°C, 150 rpm, pH 6,0, empregando L. rhamnosus ATCC 10863, Kwon et al. (2000)
substitufram com éxito 15 g L™ de extrato de levedura por 19,3 g L™ de hidrolisado
de farelo de soja suplementado com vitaminas do complexo B (biotina, acido
nicotinico, acido para-aminobenzoico (PABA), &cido pantoténico, piridoxina,
riboflavina e tiamina), resultando na producéo de 125 g L™ de ALac a partir de 150 g
L™ de glicose. Neste trabalho, os autores reportaram uma nova fonte de nitrogénio
promissora, capaz de substituir completamente o extrato de levedura — o farelo de
soja contém baixos teores de vitaminas em relacdo ao extrato de levedura,
entretanto, o custo inferior deste substrato torna-o atrativamente econdmico para a
produgcédo de AlLac caso o0 custo total referente a suplementagdo de vitaminas do
complexo B seja insignificante.

No melhor do nosso conhecimento, nenhum trabalho na literatura fez uso da
CA para a producdo de ALac, via L. rhamnosus ATCC 10863. Ademais,
pouquissimas pesquisas foram conduzidas com esta mesma LAB empregando
biomassas em geral. Este estudo nédo teve a intencédo de produzir ALac em grande
guantidade, mas somente demonstrar a possibilidade de producédo de um bioproduto
com projecdo de crescimento expressivo a partir de fontes renovaveis e
subutilizadas, em semi-micro escala em laborat6ério ndo-microbiolégico. Também
nao houve preocupacdo em comparar-se os dados aqui apresentados com os da
literatura, uma vez que as condi¢cdes operacionais sdo complexas e distintas:
biomassas utilizadas, pré-tratamentos, hidrolises (acida/alcalina e/ou enzimatica)
envolvidas, adicdo ou ndo de nutrientes para a fermentacdo lactica, adicdo de
acucares no decorrer da fermentacéo, micro-organismo(s) empregado(s), modos de

fermentacao, etc.
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Figura 30 — Cinética da producdo de &cido lactico e consumo de acucares (g L™)
durante a fermentacdo lactica de L. rhamnosus (37 °C) a partir de hidrolisado da
casca de arroz com 2,2% de HCI (a) e com 2,2% de H,SO, (b) suplementado com
nutrientes (experimento n° 4: 15,3 g L™ de extrato de levedura e 1,6 g L' de

polissorbato 80).
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4.3 Avaliacdo econbmica preliminar da producédo de acido lactico a partir da

cascade arroz

Apo6s o beneficiamento do arroz, cerca de 1,55 milhdes t da casca foram
produzidas no RS em meados da safra 2011/12. No entanto, a utilizacdo adequada
deste subproduto agroindustrial podera contribuir para a sua valorizacéao.

Com a finalidade de estabelecer um balanco econbémico aproximado da
producéo de ALac a partir da CA foram estudados os investimentos necessarios e 0s
rendimentos brutos de tal processo, sem grande preocupacdo com a aderéncia a
realidade industrial — variavel e dependente de inUmeros fatores. Neste trabalho, a
fermentacdo empregando hidrolisado com HCI diluido, mesmo sem a adi¢cdo de
nutrientes (ver experimento n° 1, Apéndice A), produziu de 5,6 g L™* de ALac, com
um rendimento de 33,8 mg ALac g CA, correspondendo a 33,8 kg ALac t* CA e
produtividade de 58,7 mg ALac L™ h™. Deste modo, pode-se obter um méximo total
de R$ 7.436,00 t* de ALac advindo da CA, uma vez que o valor comercial do ALac a
85% de pureza é de R$ 220,00 kg™ (Sigma-Aldrich). Descontando-se as despesas
com reagentes e desconsiderando-se 0 consumo energético, restam R$ 1.136,00 t*
de CA processada (a matéria-prima CA ainda nao tem valor no mercado atual).

Todas estdo informacdes estdo inseridas na Tabela 13, a seqguir.

Tabela 13 — Avaliacdo econdmica da producéo de acido lactico a partir da casca de
arroz.

ParAmetros Saida Entrada

CA HCI Aclcares AlLac
Concentracdo - 2,21% (Vv v™) 158gL™ 56gL"
Quantidade a ser processada 1t 221L 95,1 kg 33,8 kg
Valor (R$) - 6.300,00 Hidrolisado 7.436,00

Saldo Total (Output-Input): R$ 1.136,00

Assim, verifica-se que a producdo de AlLac proveniente da CA apresenta
saldo positivo, demonstrando a viabilidade econémica do procedimento, ainda que o

calculo tenha sido feito de maneira aproximada, com os dados disponiveis.
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Adicionalmente, uma série de outros produtos e subprodutos, advindos das etapas
hidroliticas e fermentativas, também sdo produzidos concomitantemente ao AlLac,
fazendo da CA uma matéria-prima com potencial valor agregado. Tal fato sugere
que a utilizacdo da CA precisa integrar uma visao multiproduto, explorando diversas
correntes e processos, semelhantemente as refinarias de petréleo. Até porque, tem-
se consolidada a ideia de que as biorrefinarias, produzindo bioprodutos,
biocombustiveis e bioeletricidade, contribuiriam para viabilizar economicamente a
exploracdo da biomassa e melhorar os resultados ambientais (balanco energético e
reducdo da emissao dos gases do efeito estufa).

Torna-se necessario comentar, também, que 0s processos de separacao e
purificacdo do AlLac, apés a fermentacdo, sdo 0s maiores responsaveis pela
elevacdo dos custos finais (GAO, MA & XU, 2011). Dentre tais processos, incluem-
se: precipitacdo, destilagdo, extracdo por solvente, eletrodidlise, osmose reversa e
membranas liquidas surfactantes. Para corroborar esta afirmacgéo, observa-se que a
pureza maxima do ALac obtida € de 85%. Portanto, pesquisas envolvendo técnicas

alternativas de recuperacédo visando reduzir custos sédo altamente desejaveis.

4.4 Gerenciamento de residuos

No processo de producdo do AlLac a partir da CA, os residuos provenientes
da etapa hidrolitica &cida sdo armazenados para aproveitamento em trabalhos
futuros, enquanto os residuos biolégicos da etapa fermentativa sdo previamente
esterilizados antes do seu descarte. Os residuos quimicos oriundos das analises
cromatograficas, caracterizados pelos reagentes em geral e solventes organicos,
sdo, primeiramente, segregados e, apds, encaminhados ao Programa de
Gerenciamento de Residuos Quimicos da UFSM, responsavel pela destinacéo final

via empresa nacional, autorizada.



5 CONCLUSOES

Uma vez que a biotecnologia oferece inovadoras possibilidades para a
producdo de insumos quimicos a partir de processos mais limpos, os resultados
apresentados aqui evidenciam, de fato, que a CA, biomassa residual do
beneficiamento do arroz e sem valor agregado no mercado atual, possui apreciavel
potencial para ser empregada como matéria-prima alternativa na producdo de
bioprodutos, em particular, aqui, ALac. Além de contribuir para a mitigagdo do seério
problema ambiental no RS, o presente trabalho buscou desenvolver uma alternativa
econbmica-industrial para o estado, de maneira inovadora (semi-micro escala),
inserida no conceito de biorrefinaria.

A otimizacdo da hidrélise da CA em sistema Berghof a pressao, com HCl e
H,SO, diluidos, revelou que, experimentos conduzidos a 175 °C, por 46 min, com
concentracdo de 2,2% (v v') de &cido, produziram os teores méaximos de glicose.
Para hidrélises envolvendo HCI, teor de 17,8 g de glicose L™, com rendimento de
106,6 mg de glicose g* CA; para hidrélises com H,SO,, teor de 14,1 g de glicose L’
! com rendimento de 84,5 mg de glicose g* CA. Todavia, os dados deste trabalho
indicam claramente que a producdo de compostos inibidores durante o tratamento
hidrolitico da biomassa lignocelulésica é complexo, requerendo estudos prévios e
uma consideracdo cuidadosa ao selecionar tratamento efetivo. A xilose, por
exemplo, produzida nas condi¢cdes acima, foi praticamente degradada em sua
totalidade, com possivel formacéo de furfural e, este, na formacédo de acido formico.
De modo geral, processos hidroliticos a partir da CA empregando HCI resultaram em
concentracfes mais altas de glicose em relacdo aqueles empregando H,SO,.

Em relacdo a comparacdo dos resultados da quantificacdo de glicose via
HPLC-RID e método enzimatico, verificou-se que este Ultimo € vantajoso,
caracterizando-se pela praticidade, por ser relativamente estavel e pouco
dispendioso, além da grande especificidade analitica.

Ensaios fermentativos prévios selecionaram micro-organismos resilientes e
eficientes para a producdo de AlLac, e, também, avaliaram a necessidade de
suplementacdo do hidrolisado da CA com nutrientes especificos (Apéndice A). L.

rhamnosus, neste trabalho, foi a bactéria mais apropriada a fermentacéo lactica,
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dentre os Lactobacillus testados, sendo capaz de produzir 5,6 g ALac L™, com
rendimento de 33,8 mg ALac g™ CA (hidrolisado com HCI, sem adicdo de nutrientes,
96 h de fermentacédo). A hidrdlise acida, neste caso especifico, foi feita a 160 °C, por
70 min, com 4,0% HCl v v*!, gerando 14,7 g L™ de glicose.

De maneira a atender aos principios da quimica verde, a fermentacao lactica
otimizada foi conduzida em vials de 4 mL, em batelada, a 37 °C, em pH inicial de
6,0, empregando-se L. casei subsp. rhamnosus ATCC 10863, cepa especializada
em catabolizacdo de hexoses e pentoses (exceto arabinose). Experimentos com
hidrolisados da CA contendo 15,3 g L™ de extrato de levedura e 1,6 g L™ de
polissorbato 80 produziram até 18,8 g ALac L™ (rendimento méaximo de 997,1 mg
AlLac g’ acticares) em substrato hidrolisado com HCI, apés 52 h de fermentacéo; e
14,6 g ALac L™ (rendimento méaximo de 999,8 mg ALac g* aclicares) em substrato
hidrolisado com H,SO4, apbés 24 h de fermentagdo. Em geral, processos
fermentativos a partir da CA empregando hidrolisados com H,SO, requereram
tempos mais curtos em relacdo aqueles empregando HCI.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se dizer que a
conversdo da CA para a producdo de ALac demonstrou viabilidade técnica e
econbmica. A biotransformacdo deste residuo agroindustrial foi conduzida em
experimentos simples, envolvendo poucas etapas de processamento e empregando

0 minimo possivel de reagentes, a um custo bastante reduzido.



6 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

ii)

Vi)

vii)

Otimizacdo do processo hidrolitico acido da CA visando obter
concentracOes elevadas tanto de hexoses quanto de pentoses, uma vez
gue esta Ultima é de extrema importancia para processos fermentativos
posteriores, empregando cepas microbianas capazes de catabolizar
ambos os sacarideos;

Concomitantemente a otimizacdo dos acUcares fermentaveis provenientes
da etapa acima, procurar produzir o minimo de subprodutos possiveis,
uma vez que estes contribuem para a inibicdo da fermentacdo, sendo
necessario uma destoxificacdo do hidrolisado — estratégia que acarreta na
elevagao dos custos finais do processo;

Realizacdo de uma hidrélise enzimética subseqiente a acida com o intuito
de elevar ainda mais os teores de acucares;

Todavia, o ideal seria a realizacdo da sacarificacdo e fermentacéo
simultaneas, diminuindo reagentes, tempo de execucdo, custos
operacionais, etc., e colaborando ainda mais com os principios da quimica
verde;

Testes para aperfeicoar a fermentacao lactica através da suplementacao
do hidrolisado da CA com vitaminas;

Recuperacédo do ALac a partir da sua separacao e purificacao;

De acordo com o conceito de biorrefinaria, utilizar integralmente os demais
produtos/subprodutos provenientes da hidrélise 4cida da CA, bem como a

lignina remanescente na parte residual de tal processo.
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Apéndice

Apéndice A — Experimentos prévios envolvendo a producédo de acido lactico a

partir da casca de arroz

Previamente aos ensaios fermentativos descritos na secao 3.4, uma série de
experimentos foi executada empregando distintas cepas de Lactobacillus (L.
acidophillus, L. casei, L. rhamnosus e L. sporoge), bem como um co-cultivo
envolvendo todas elas, com o intuito de avaliar a performance destas LABs na
producdo de ALac a partir do hidrolisado da CA com HCI, tratado com carvéao ativo e
com pH ajustado para 6,0, proveniente do ensaio hidrolitico no ponto central (4,0% v
v'! de HCI e incubac&o a 160 °C por 70 min). O tratamento dos hidrolisados ocorreu
de maneira idéntica aqueles da secéo 3.2.2 e os indculos foram cultivados tal como
na secao 3.3. As provas foram conduzidas em hidrolisados da CA puros e também
suplementados com 1% (m v'') de glicose, 20% (m v'') de meio MRS e 1% (m v') de
glicose mais 20% (m v') de meio MRS a 37 °C. Os resultados estdo evidenciados
na Figura 1.

Uma vez que L. rhamnosus foi responsavel pelas maiores producdes de ALac
(5,1 g L'* em hidrolisado da CA puro, 11,8 g L* em hidrolisado da CA suplementado
com glicose, 13,1 g L™ em hidrolisado da CA adicionado de meio MRS e 15,7 g L™
em hidrolisado da CA suplementado com glicose e meio MRS), tal cepa foi
selecionada para os experimentos futuros de fermentacdo. Para a analise dos
efeitos das variaveis lineares, um delineamento fracionado 2** (8 experimentos) com
a adicado de 3 repeticbes no ponto central, totalizando 11 experimentos, foi projetado
visando a maior producdo de AlLac a partir de L. rhamnosus empregando
hidrolisados da CA com HCI, decorrentes do experimento hidrolitico n° 4. Dentre as
variaveis estudadas estdo: temperatura (32-42 °C), pH (5,5-6,5), glicose (0-4,0% m
v'!) e meio MRS (0-30,0% m v''). Os valores utilizados nos ensaios do planejamento

estdo apresentados na Tabela 1.
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Figura 1 — Desempenho de distintas bactérias produtoras de acido lactico na
fermentacao lactica conduzida em hidrolisados da casca de arroz com HCI (a) e
também suplementados com 1% (m v*) de glicose (b), 20% (m v*) de meio MRS (c)
e 1% (m v') de glicose mais 20% (m v**) de meio MRS (d) a 37 °C.

Tabela 1 — Valores utilizados no delineamento fracionado para a determinacao da
producao de acido lactico.

variavei Niveis
ariaveis =) 5 71
Temperatura (°C) 32 37 42
pH 5,5 6,0 6,5
Glicose (g L™) 0 2,0 4,0
Meio MRS 0 15 30

O estudo da matriz contida na Tabela 2 revelou informacgfes estatisticas
significativas a um intervalo de confianca de 90% (p<0,1). O modelo ajustado esta

disposto na equacdo abaixo, representando 0s ensaios fermentativos com
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hidrolisados da CA contendo HCI que descrevem as concentragdes de ALac preditas
pelo modelos mateméticos em fungdo das varidveis independentes ja citadas,

abrangendo apenas os coeficientes de regressao estatisticamente significativos.

ALac (g L™Y) = 10,257 + 3,169 Curvatura + 2,650 Glicose + 2,955 MRS

Tabela 2 — Resultados do delineamento fracionado para produgdo de acido lactico,
apos 96 h de fermentacdo com L. rhamnosus, empregando hidrolisado da casca de
arroz com HCI.

Experiment Temperatura H Glicose Meio MRS Caiac 96 h (g
os °0) P (gL™ (%) LY
1 -1 -1 -1 -1 5,6
2 1 -1 -1 1 11,3
3 -1 1 -1 1 10,2
4 1 1 -1 -1 3,25
5 -1 -1 1 1 15,2
6 1 -1 1 -1 9,5
7 -1 1 1 -1 10,8
8 1 1 1 1 16,15
9 0 0 0 0 13,8
10 0 0 0 0 13,4
11 0 0 0 0 13,1

Concentracdo de Alac (Cajac)-

O resultado da ANOVA para o comportamento dos hidrolisados com HCI,

avaliados durante a fermentacao lactica, esta disposto na Tabela 3.

Tabela 3 — Analise de variancia para o parametro acido lactico.

Tratamento Fontes de Soma de Graus de Quadrados
Variagdo Quadrados Liberdade Médios calculado
Regresséo 148,45 3 49,48 70,7
HCI ™ Residuos 4,9 7 0,7
Total 153,35 10

"r*=96,8% e Fs 7.01 = 3,07.



85

Através da ANOVA percebe-se que, como o0 valor do Fcacuado para a
regressdo (70,7) é significativos (p<0,1) e as porcentagem de variacéo explicada (r%)
pelo modelo matematico foi satisfatoria, 96,8%, conclui-se que o0 modelo se ajusta
adequadamente aos dados experimentais.

A Figura 2 apresenta o diagrama de Pareto para os fermentados com HCI,
contendo os valores do teste t para cada uma das variaveis independentes. As
concentracbes do meio MRS e de glicose, bem como o estudo da possuem efeitos
estatisticamente significativos (p<0,1) e positivos na fermentacao lactica. Percebe-se
que ha um acréscimo no rendimento do ALac quando tais variaveis migram do nivel
-1 ao nivel 1. A significancia da curvatura indica a necessidade da adicao dos pontos

axiais no planejamento em questao.

444444

CCCCCC

Figura 2 — Diagrama de Pareto obtido a partir do delineamento fracionado
envolvendo ensaios fermentativos com L. rhamnosus e empregando hidrolisado da
casca de arroz com HCI, tendo como variavel resposta a producéo de acido lactico.

Os perfis de crescimento de L. rhamnosus em meio MRS e em hidrolisados
da CA com HCI puro, referente ao experimento n° 1, durante 60 h, estdo
evidenciados na Figura 3. Conforme esperado, o crescimento da cepa foi inferior no
hidrolisado com HCI, uma vez que este substrato ndo foi suplementado com

nutrientes e possuia quantidade inferior de glicose em relacdo ao meio MRS.
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Figura 3 — Perfis do crescimento de L. rhamnosus em meio MRS e em hidrolisado da

casca de arroz com HCI puro, durante 60 h.



