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AREA

Conhecimento como aliado as novas Tecnologias para otimizacéo de processos

RESUMO

Residuos lignoceluldsicos agroindustriais, como a casca de arroz (CA), constituem fontes
renovaveis, abundantes e de baixo custo, disponiveis para a biotransformacdo em produtos com
valor agregado. O principal objetivo deste trabalho foi investigar o aproveitamento da CA com
vistas a sua conversdo em &cido lactico (ALac), partindo-se de hidrolisados &cidos. Ao mesmo
tempo, procurou-se contribuir para a mitigacdo do crescente problema ambiental decorrente da
disposicdo irregular deste residuo no estado do Rio Grande do Sul (RS), maior produtor brasileiro.
Ensaios fermentativos prévios foram conduzidos com o intuito de selecionar micro-organismos
resilientes e eficientes para a producdo de AlLac e, também, de avaliar a necessidade de
suplementacdo do hidrolisado da CA com nutrientes especificos. Neste trabalho, L. rhamnosus 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
adicdo de nutrientes, 96 h de fermentacdo). A hidrdlise acida pressurizada foi feita a 160 °C, por 70
min, com 1,48% HCI v v, produzindo-se 14,70 g L™ de glicose.
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1 INTRODUCAO

Neste inicio de século, a combinacédo entre 0s setores econémico, tecnolégico, politico e de recursos
humanos estd impulsionando o surgimento de um mercado voltado a utilizacdo integral das
matérias-primas renovaveis (biomassas) em substituicdo aos insumos de origem fdéssil e, com isso,
promovendo a sustentabilidade industrial inserida no conceito de biorrefinaria®?.

A Dbusca da sustentabilidade ambiental, em paralelo a aplicagdo de uma quimica verde, tem
aumentado significativamente o interesse nos produtos da rota fermentativa, tal como o AlLac,
devido as vantagens em relacdo a sintese quimica tradicional. O aproveitamento integral e racional
das biomassas lignoceluldsicas podera revolucionar segmentos industriais, englobando bioprodutos
e biocombustiveis, além de energia e alimentos, trazendo grandes beneficios para paises com larga
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extensdo territorial e elevada produtividade de biomassa, entre os quais o Brasil ocupa posicdo de
destaque.

2 REVISAO DE LITERATURA

Residuos lignocelulésicos agroindustriais sdo abundantes e de custo inexpressivo, quando
considerados para a biotransformacdo em produtos com valor agregado. Segundo a FAO®, 0 RS é 0
maior produtor brasileiro de arroz, com 66,7% da producdo nacional, tendo colhido 7,7 milhdes t na
safra 2011/2012. Apos o beneficiamento do grdo, cerca de 1,55 milhdes t da casca foram produzidas
no estado. A utilizacdo adequada deste subproduto agroindustrial, pois, podera contribuir para a sua
valorizacdo e economia integrada. Ademais, o uso adequado deste residuo poderd minimizar
problemas ambientais vinculados ao seu acumulo, além de resultar em possivel incremento de
salario e renda no ciclo produtivo.

O Alac é um importante insumo industrial, com vasto mercado em expansdo devido a sua
versatilidade. Recentemente, o seu consumo aumentou consideravelmente pelo seu uso como
mondmero na producdo de polilactato — polimero sustentavel, compostavel*®. De acordo com
Abdel-Rahman, Tashiroc & Sonomoto®, a producdo do ALac via fermentacio depende de distintos
fatores, sendo o custo da matéria-prima extremamente significativo.

A CA, sugerida aqui como substrato alternativo representa uma matéria-prima promissora para a
producdo, p. ex., de acidos organicos, fundamento importante de processos quimicos industriais.
Todavia, os componentes lignoceluldsicos que integram a CA necessitam ser previamente
separados para que as fragdes de celulose e hemicelulose sejam disponibilizadas, a partir de
tratamentos hidroliticos quimicos ou enzimaticos, na forma de sacarideos fermentaveis’.

Neste contexto, o presente trabalho propde processo pioneiro para a producdo de AlLac -
investigado em semi-micro escala — com vistas ao aproveitamento da CA como matéria-prima de
baixo custo e, em consequéncia, contribuir para a inovacdo tecnolégica e para a solucdo de
problemas ambientais, segundo o conceito estratégico de biorrefinaria.

3 MATERIAL E METODOS

Os reagentes e padrBes utilizados neste trabalho foram todos de grau analitico ou superior:
L(+)acido lactico (>98% Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); éacidos cloridrico e férmico
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e metanol (J.T.Baker, Xalostoc, México). As solu¢des aquosas para
a analise por HPLC foram preparadas com agua ultrapura (Millipore — Direct-Q 3, Billerica, MA,
EUA).

3.1 Pré-tratamento e hidrélise acida da casca de arroz

A CA utilizada nos experimentos foi cedida por empresa beneficiadora de Santa Maria, RS. A CA
foi, entdo, submetida a pré-tratamento, sendo cominuida e, em seguida, as particulas resultantes
(0,288 a 0,312 mm de diametro) foram lavadas com agua destilada e secas em estufa.

O processo hidrolitico acido da CA pré-tratada foi feito em sistema de abertura de amostras a
pressdo (Berghof). Para tanto, colocou-se 1,0 g de CA, previamente tratada, em vaso de teflon,
acrescido de 10 mL de catalisador acido diluido a 1,48% (v v' de HCI). O conjunto foi
acondicionado em morteiro de aco inox e aquecido a 160 °C, por 70 min. Decorrido o tempo de
hidrélise, as amostras foram passadas em filtro qualitativo de 26 pm e tratadas com 2,5% (m v*) de
carvdo ativo. Em seguida, a solugdo foi filtrada novamente (26 um) e, entdo, filtrada a vdcuo com
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membrana filtrante de nitrato de celulose (0,45 pum). O pH do hidrolisado foi ajustado para 6,0 com
solucdo de NaOH 6 M e a solucdo estocada a 4-8 °C**°.

3.2 Manutencéo e inéculo dos Lactobacillus

Distintas cepas de Lactobacillus (L. acidophillus, L. casei, L. rhamnosus e L. sporoge), bem como
um co-cultivo envolvendo todas elas, foram empregadas nos experimentos com o intuito de avaliar
a performance destas bactérias na producdo de ALac. As culturas foram mantidas e repicadas em
meio comercial Mann, Rogosa & Sharpe (MRS), sendo incubadas em estufa a 37 °C, por 24 h, pH
6,2-6,5. O volume de in6culo perfez 10% do volume total de cultivo em todos os frascos utilizados.

3.3 Fermentacao lactica a partir da casca de arroz

De maneira a priorizar a miniaturizagdo dos procedimentos fez-se a etapa fermentativa em viais de
4 mL, contendo 3 mL de hidrolisado da CA, a 37 °C, em pH inicial de 6,0. O tempo de cultivo total
foi de 144 h, retirando-se aliquotas de 50 pL, periodicamente, para monitoramento da producgéo de
ALac. 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. Como os experimentos foram desenvolvidos em laboratério ndo-microbiologico, projetou-se
caixa-de-luvas artesanal, que permitiu 0 manuseio adequado das bactérias lacticas®.

Dentre os Lactobacillus citados no item 3.2, a cepa responsavel pela maior producdo de ALac foi
selecionada para os experimentos envolvendo a otimizagdo de processos. Para a analise dos efeitos
das variaveis lineares, foi projetado um delineamento fracionado 2** (8 experimentos) com a adicéo
de 3 repeticOes no ponto central, totalizando 11 experimentos, buscando a maior producdo de ALac
a partir da cepa selecionada. As variaveis estudadas foram: 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. Utilizou-se o software Statistica 7.0.

Tabela 1. Valores utilizados no delineamento fracionado para a determinac&o da producgdo de acido lactico

Variavei Niveis
ariaveis x] 0 )
Temperatura (°C) 32 37 42
pH 55 6,0 6,5
Glicose (g L ™) 0 2,0 4,0
Meio MRS (%) 0 15 30

3.4 Determinacao da concentracao de glicose e do acido lactico

A determinacdo da glicose foi feita mediante método enzimatico GLICOSE PAP Liquiform. A
absorbancia do teste foi determinada em 505 nm.

As concentragdes de AlLac, presentes nos fermentados, foram quantificadas via cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos (HPLC-DAD), em 210 nm. Para tanto,
foi empregado um sistema (Shimadzu, Quioto, Japdo) 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 software LC Solution. Utilizou-se coluna
Mediterranea sea;s (150 mm x 40 mm, ® = 3 um) e fase aquosa agua ultrapura com 0,1% &cido
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formico; 2% de fase organica metanol com 1% acido férmico; vazdo de 0,4 mL min™; injecdo de 20
ML; modo gradiente e tempo de retencdo de 5,5 min.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo hidrolitico acido com HCI gerou 14,70 g L™ de glicose (n = 3, ¢ = 0,48), indicando
rendimento de 88,13 mg glicose g™ CA (ou 0,88% m m™). Como a biomassa lignocelulésica contém
uma variedade de acgucares, além de glicose, é altamente vantajoso, do ponto de vista econémico,
que todos estes aglcares sejam catabolizados pelo micro-organismo.

Uma vez que os requisitos nutricionais das bactérias do ALac (LABs) sdo complexos, critérios de
suplementacdo do substrato formulado com hidrolisado da CA sdo essenciais. Deste modo, as
provas iniciais foram conduzidas conforme o item 3.3. Os resultados estdo evidenciados na Figura
1.
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Figura 1. Desempenho de distintas bactérias produtoras de acido lactico na fermentacdo conduzida a 37 °C com (a)
hidrolisados cloridricos da casca de arroz e, também, (b) suplementados com 1% (m v'*) de glicose, (c) 20% (m v'*) de
meio MRS e (d) 1% (m v'*) de glicose mais 20% (m v') de meio MRS

Como L. rhamnosus foi responsavel pela maior producéo 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 0s experimentos de fermentacao.
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Para tanto, fez-se uso de um delineamento experimental para analisar quatro variaveis
independentes importantes no processo de fermentacédo lactica, de acordo com o que foi descrito na
sessao 3.3, tendo-se como variavel dependente a concentracdo de ALac. Na Tabela 2 encontram-se
os valores codificados dos ensaios experimentais, ressaltando que o tempo de fermentacdo
necessario para a maior produtividade do ALac foi de 96 h.

Tabela 2. Resultados do delineamento fracionado para a producéo de &cido lactico ap6s 96 h de fermentagdo com L.
rhamnosus, empregando-se hidrolisado cloridrico da casca de arroz

. Temperatura Glicose Meio MRS CaLac 96 h
Experimentos °C) pH QLY (%) (G 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

" Caic= Concentracéo de ALac

Através do planejamento experimental, percebe-se que fermentacdes conduzidas com a adicdo de
glicose e/ou meio MRS apresentaram as mais altas concentragdes de ALac (experimentos 2, 3, 5-
11), produzindo-se até 16,15 g L™ do produto de interesse. Percebe-se que a cepa em questdo foi
capaz de consumir ndao somente glicose, mas também alguns outros acucares liberados na etapa
hidrolitica, tal como a xilose, principalmente®. Todavia, a fermentacdo empregando hidrolisado com
HCI diluido, mesmo sem a adic&o de nutrientes (experimento n° 1), produziu 5,6 g L™ de AlLac,
com um rendimento de 33,8 mg ALac g™ CA, correspondendo a 33,8 kg ALac t™ CA.

O estudo da matriz contida na Tabela 2 revelou informagdes estatisticas significativas a um
intervalo de confianca de 90% (p<0,1). O modelo ajustado esta disposto na Eq. 1, representando 0s
ensaios fermentativos com hidrolisados cloridricos da CA que descrevem as concentracfes de ALac
preditas pelo modelos matematicos em funcdo 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 (Eq. 1)

O resultado da ANOVA para o comportamento dos hidrolisados cloridricos, avaliados durante a
fermentacdo lactica, esta disposto na Tabela 3. Atraves da ANOVA percebe-se que, como o valor
do Fearc para a regresséo (70,7) é significativo (p<0,1) e a porcentagem de variagdo explicada (r?)
pelo modelo matematico foi satisfatoria (96,8%), conclui-se que o modelo se ajusta adequadamente
aos dados experimentais.

A Figura 2 apresenta o diagrama de Pareto para os fermentados cloridricos, contendo os valores do
teste t para cada uma das variaveis independentes. As concentragdes do meio MRS e de glicose,
bem como o estudo da curvatura, possuem efeitos estatisticamente significativos (p<0,1) e positivos
na fermentacdo lactica. Percebe-se que ha um acréscimo no rendimento do ALac quando tais
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variaveis migram do nivel -1 ao nivel 1. A significancia da curvatura indica a necessidade da adi¢éo
dos pontos axiais no planejamento em questdo — procedimento este conduzido nos experimentos
subsequentes.

Tabela 3. Analise de variancia para o parametro acido lactico

Soma de Graus de Quadrados

Tratamento Fontes de Variacao Quadrados Liberdade Médios Fealculado
Regressdo 148,45 3 49,48 70,7
HCl™ Residuos 4,9 7 0,7
Total 153,35 10

"r°=96,8% e F3 7.0, = 3,07

444444

8

(4)MRS (% )

i ffect Estimate (Absolute Value)

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

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'. Em condicdes otimizadas de fermentagdo lactica, empregando-se L. rhamnosus ATCC
10863, a literatura®® reporta nova fonte de nitrogénio, promissora, capaz de substituir
completamente o extrato de levedura — o farelo de soja. Tal substrato, assim como a CA, contém
baixos teores de vitaminas em relagdo ao extrato de levedura; entretanto, o custo inferior destes
meios 0s tornam economicamente mais atrativos para a producédo de ALac.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Afora o fato de contribuir para a mitigacéo de sério problema ambiental no RS, o presente trabalho
buscou desenvolver uma alternativa econémica-industrial para o estado, de maneira inovadora, que
se insere no conceito atual de biorrefinaria.
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