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Resumo

Uma alternativa para substituicdo de plasticos derivados de petroquimicos
€ a producao sustentével de plasticos, como o poli(acido latico), (PLA), cujo bloco
construtor de partida, o &cido latico, pode ser obtido de fontes renovaveis através
de fermentacdo microbiana. Dentre os diferentes microrganismos utilizados na
producdo de acido latico, as bactérias laticas apresentam uma vantagem, visto
que naturalmente produzem o acido latico como metabdlito principal, séo
resistentes a pH acido e a uma grande faixa de temperatura. Neste trabalho,
quatro bactérias (Enterococcus durans, Lactococcus lactis, Pediococcus
acidilactic e Weissela thailandensis) isoladas de leite de bufalas foram
submetidas a fermentacdes com as fontes de carbono: lactose, sacarose,
glicose e glicerol para selecionar a bactéria elite para produgéo de acido latico.
Parametros como concentracao inicial da fonte de carbono, oxigénio dissolvido,
tempo de pré-inéculo e controle de pH foram avaliados para encontrar a melhor
condicao de producao de L-(+)-acido latico. Inicialmente, a bactéria L. lactis foi a
gue obteve maior producédo de acido latico com sacarose, produzindo 27,44 g/L.
A E. durans produziu 18,44 g/L de acido latico com um rendimento de 0,92 g/g
com a lactose. Tendo em vista o potencial de consumo de lactose da E. durans,
esta cepa foi selecionada para producédo de acido latico em fermentadores,
visando futuras fermentac¢@es utilizando residuo da industria do leite como fonte
de carbono. Com base nos experimentos com diferentes concentragdes iniciais
de substrato, concluiu-se que a associacéo de 20 g/L de lactose com 10 g/L de
glicose possibilitou uma melhor bioconversdo a acido latico. A adicdo de
nitrogénio ao meio fermentativo para diminuir a concentracdo de oxigénio
dissolvido ndo contribuiu para uma maior producédo de &cido latico. O controle
de pH por meio da adicdo de base e o reciclo de células melhoram a producédo
de acido latico, chegando a 36,47 g/L e 0,38 g/L.h de produtividade. O processo
foi otimizado com o aumento de escala em fermentadores de 5 L com
alimentacdo em pulso, possibilitando uma producao de aproximadamente 66 g/L
de &cido latico. Diferentes métodos de purificacdo foram testados, e utilizacdo
da resina de troca ibnica Amberlite IRA-67 CI- possibilitou a recuperacado do acido
latico com pureza acima de 90%, apropriada para sua modificacdo quimica e
posterior polimerizacdo. Foi realizada a esterificacdo seletiva do acido latico
purificado com acido acrilico. Esse acido latico modificado foi entédo
copolimerizado com metacrilato de isobornila em miniemulséo, resultando em
um polimero com propriedades promissoras para varias aplicagdes. No entanto,
nas polimerizagbes via transferéncia de cadeia reversivel por adigéo-
fragmentacao (RAFT), o acido latico purificado comprometeu a reacgéo, devido a
sensibilidade do método a contaminantes.

Palavras chaves: Fermentacéo, L-(+)-acido latico, bactérias laticas, purificacao

de acido latico e polimero.



Abstract

An alternative to replace petrochemical-derived plastics is the production
of biodegradable polymers, such as poly(lactic acid) (PLA). The starting building
block for PLA, lactic acid, can be obtained from renewable sources through
microbial fermentation. Among the different microorganisms used in
fermentation, lactic acid bacteria have advantages since they naturally produce
lactic acid as their main metabolite, are resistant to acidic pH, and thrive in a wide
temperature range. In this work, four strains (Enterococcus durans, Lactococcus
lactis, Pediococcus acidilactic e Weissela thailandensis) isolated from buffalo
milk were subjected to fermentations with different carbon sources (lactose,
sucrose, glucose, and glycerol). Parameters such as initial concentration of
carbon source, dissolved oxygen, pre-inoculum time, and pH control were studied
to determine the best conditions for L-(+)-lactic acid production. Initially, L. lactis
produced the highest lactic acid production with sucrose (27.44 g/L). E. durans
produced 18.44 g/L lactic acid (yield of 0.92 g/g) with lactose. Given E. durans'
potential for lactose consumption, this strain was selected for lactic acid
production in fermenters. It was concluded that the association of 20 g/L of
lactose with 10 g/L of glucose enabled a better bioconversion to lactic acid. The
addition of nitrogen to the fermentation medium to decrease dissolved oxygen
concentration did not contribute to increased lactic acid production. However,
controlling pH through base addition and recycling cells improved lactic acid
production, reaching 36.47 g/L and a productivity of 0.38 g/L.h. The scale-up in 5
L fermenters with pulse feeding enabled a production of approximately 66 g/L of
lactic acid. Different purification methods were tested, and the use of the ion
exchange resin Amberlite IRA-67 CI resin enabled the recovery of lactic acid with
purities greater than 90% for chemical modification and subsequent
polymerizations. Selective esterification of purified lactic acid with acrylic acid
was achieved. Purified lactic acid was selectively esterified with acrylic acid, and
this modified lactic acid was then copolymerized with isobornyl methacrylate,
resulting in a polymer with promising properties for various applications.
However, during RAFT polymerizations, the purified lactic acid compromised the
reaction due to the method's sensitivity to contaminants.

Keywords: Fermentation, L-(+)-lactic acid, lactic acid bacteria, lactic acid

purification and polymer.

Vi



Sumario

I [ 011 o T 1V o= Lo SR 1
1.1 ConteXtualiZAGA0O.......cco oo 1
1.2 ODJELIVOS QEIAIS .. ieeeieeeiiiiiie e e e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e taa e e e e eeeeeennes 3

1.2.1  ODbjetivos €SPECITICOS....cciiiiiiiiiiiiiiiiie e 3

2 - ReVisSAo bibliografiCa.......cceiiiieeiiieeeee e 4
YT T Lo Y = o3'c H R 4
22 = Y 1T Tod Lo [ 20 = 11 Lo o ) ISP 5
2.3 0btenGao dO ACIAO TALICO.....cceeiiiiiiiiiiiie e 8

2.3.1 Sintese via Process0S QUIMICOS ......oceeevviieeriiiiiiiieeeeeeeeesiiess e e e eeeeeennnns 8
2.3.2 Sintese via processos fermentativos ...........ccevvvveeieeiiiiiiiiiiieieeeeeeeee, 10
2.4 Microrganismos empregados na producéo de acido latico neste
<25 (1 Lo [0 O PPRPPR 15
2.4.1 ENEEIOCOCCUS ... .ovviiieeieiii ettt e et e e e e e e e e ne e e e ennnns 16
2. 4.2 WEISSEIIA ... 18
2.4.3 LACIOCOCCUS ... .cieiiieeeieitie ettt e et e e et e e e et e e e e e nn e e e ennnns 19
P2 e > To [ oo 0 Yoo I 1< RPN 21
2.5 Purificacdo do acido [AtiCO...........uuiiiiiiiiiiiec e 23
2.6 Modificagdo do ACIAO TALICO ...ccooviiiiiiiiiiiiiee e 27
2.7 POIIMEIIZAGAD ....ccoiieeeeiiiie ettt e e e e e e e e e e eeeanaes 28
2.7.1 Polimerizagao em emulS80...........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 29
2.7.2 Polimerizacdo em MIiNI€MUISA0 .........ccccevvriuiiiiiiie e e e 31
2.7.3 Polimerizag&o controlada via Transferéncia de Cadeia Reversivel por
Adicao-FragmentaCao (RAFT) ... 32

3 -Material € MELOUOS.....cccoe e e 35

S LMALEIIAL e 35
0 I A I =T = 3 N 35
3.1.2 EQUIPAMENTOS ....oviiiiiie e eeeeeeeeee e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eeannes 35
3.1.3 MEIOS € SOIUGOES ......euuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiie bbb 36

B2 B APA L oo 37
3.2.1 Correlacédo da massa da bactéria com a densidade otica.................. 37
3.2.2 Crescimento de pPré-iNOCUIO0..........ccooeeeiiiiiiiiiiie e 38
3.2.3 Avaliacao da producéo de acido latico em frascos..........ccccevvvvvvnnnnnns 38
3.2.3.1 Avaliacdo da capacidade de producéo de acido latico utilizando
diferentes fontes complementares de carbono.............cccccvvviiiiiiiiiiiineennns 38
3.2.3.2 Adaptacéo celular natural com glicerol .............ccccviiiiiiiiiiiiiennnn, 39

BB ELAP@A 2 oo 39
3.3.1 Avaliacdo da producéo de acido latico em diferentes concentracdes
de lactose em Biorreator de 1 lIitro .............eeveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiienees 39
3.3.2 Avaliagéo da producao de &cido latico com E. durans em condi¢tes
anaerobicas em biorreator de 1 litr0..........uuvuvevviiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeaees 40
3.3.3 Avaliagéo da producao de &cido latico com E. durans com reciclo de
células em biorreator de 1 litrO.........uuveiiiieee e e e 40
3.3.4 Avaliacéo da producéo de acido latico com E. durans com
alimentacéo em pulso e controle de pH em biorreator de 1 litro................. 41
3.3.5 Fermentagbes com E. durans em biorreator de 5 litros..................... 41
3.3.6 Purificacao do acido latico obtido por processo fermentativo ........... 41
3.3.6.1 Precipitacdo com carbonato de CAICIO .............evvvvrviiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 42

vii



3.3.6.2 Precipitacdo com etanol...........ccoooeeiiiiiiiiiiiiii e 42

3.3.6.3 Troca ibnica em coluna de VIdro ............uuuiiiiiieeiiieeeiiiiinee e 43
3.3.7 Deteccdo e quantificacdo dos produtos de fermentacéo................... 46
3.3.8 Avaliacao da performance de fermentagao e purificagao.................. 47
R e = T 0 - T T PP 48

3.4.1 Esterificagao seletiva do acido latico purificado com &cido acrilico ... 48
3.4.2 Modificacdo do acido latico via esterificacdo de Steglich com acido

= o3 o o R 48
B D B AP 4 oo 49
3.5.1 Reacéo de copolimerizagdo em miniemulsdo de acido latico
modificado com metacrilato de isobornila...........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 49
3.5.2 Reacdo de polimerizagdo do acido latico modificado via RAFT........ 49
3.5.3 Técnicas de caracterizacdo dos polimeros ..........ccccvvvvvviiiieeeeeeeeeenn, 50
4 - Resultados € diSCUSSDES ....ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee et 51
N Il = T o = Nt RPN 51
4.1.1 Perfil de crescimento em meio liquido ............ceveeiiiiiiiiiiiiienieeenne 51
4.1.2 Avaliacéo da producéo de &cido latico em frascos............ccccevvvvnnnn. 53
4.1.2.1 Avaliacdo da capacidade de producao de &cido latico utilizando
diferentes fontes complementares de carbono..............ccccccvviiiiiiiicieennnnn, 53
4.1.2.2 Adaptacéo celular natural com glicerol .............cccccvviiiiiiiiiiiinniinnns 70
Al - 1o - PPN 75
4.2.1 Avaliagdo da producao de &cido latico em diferentes concentracdes de
lactose com E. durans em biorreator.............cuvvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee 75
4.2.2 Avaliacdo da producao de acido latico com E. durans em condi¢des
anaerobicas em DIOrrEaALOr. ............uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 78
4.2.3 Avaliacéo da producéo de &cido latico com E. durans com reciclo de
(o] [0 Eo =T g T o1 o] (=T (] 81
4.2.4 Avaliacao da producao de &cido latico com E. durans com
alimentacdo com pulso e controle de pH em biorreator .....................oo... 83
4.2.5 Avaliagéo da producéo de acido latico com E. durans em biorreator
de 5 Litros com multiplos pulsos de alimentacao............ccccvvvveiieeeeeeeeennnn, 85
4.2.6 Purificacao do &cido latico obtido por processo fermentativo ........... 88
L - T o = N RN 94
4.3.1 Esterificacao seletiva do &cido latico purificado com &cido acrilico .. 94
4.3.2 Modificacdo do acido latico via esterificagdo de Steglich.................. 97
L ¥ T o 1= 100
4.4.1 Reacao de copolimerizagdo em miniemulsdo com metacrilato de
[K5T0] o o] 1 o1 F- NPT 100
4.4.2 Reacao de polimerizacao do &cido latico modificado via RAFT ..... 106
5 = CONCIUSDES ...uiiiie et e e et e e e e e e e eeeees 113
I =] =T =T Vo = L SRR 115

viii



AA
ADP
AIBN
AL
ALC
ALM
ALP
ANP
ATP
NAD
CTAs
CMC
DCC
Dp
DLS

DMAP
DMF
DO%
DSC
DTP
FTIR

GPC
HD
HPLC
IBMA
KPS
LDH
MMA
Mn

Lista de Abreviagbes

Acido acrilico

Adenosina difosfato
2,2'-Azobis(2-metilpropionitrila)

Acido latico

Acido latico comercial

Acido latico modificado

Acido latico purificado

Agéncia Nacional do Petréleo
Adenosina trifosfato

Dinucleétido de nicotinamida e adenina
Agentes de transferéncia de cadeia
Concentracdo micelar critica

N, N'-diciclohexilcarbodiimida

tamanho médio de particulas
Espalhamento de luz dindmico
Dispersdo da massa molar
4-dimetilaminopiridina
Dimetilformamida

Oxigénio dissolvido

Calorimetria Diferencial de Varredura
Distribuicdo do tamanho de particulas
Espectroscopia de Infravermelho com transformadas de Fourier
(Fourier transform infrared spectroscopy)
Cromatografia de permeacdo em gel
Hexadecano

Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Metacrilato de isobornila

Persulfato de potassio

Lactato desidrogenase

Metilmetacrilato

Massa molar média em ndmero



MRS Meio de Man, Rogosa e Sharpe para cultivo microbiano.

Mw Massa molar média em massa

oD Densidade optica

PLA Poli(acido latico)

RAFT Transferéncia de cadeia reversivel por adicdo-fragmentacao
RMN Ressonancia Magnética Nuclear

SLS Dodecil sulfato de sddio

Tg Temperatura de transicao vitrea

TGA Andalise termogravimétrica

THF Tetrahidrofurano

T™MS Tetrametilsilano



Lista de Figuras

Figura 1 - Estrutura quimica das estereoformas L(+)acido latico e D(-) acido

latico Fonte: adaptado de Gupta 2007.7 .......ccccvveiieerieeiie e 4
Figura 2 - Sintese da lactida em duas etapas. Fonte: adaptado de Ghadamyari
€ COlADOTAAOIES. 22 ... e 7
Figura 3 - Mecanismo de polimerizacéo via abertura anidnica de anel da
lactida. Fonte: Ali @ 1ISMail.?2 .........ccoiiiiie e 7
Figura 4 - Esquema simplificado da sintese quimica para obtencéo de acido
latico (Adaptado de Narayan®)...........cccceeeveeeieeiiie e 9

Figura 5 - Produtos obtidos a partir do glicerol (GOL) utilizando catalisadores de
oxido de cobalto. Gliceraldeido (GLY), 2-hidroxipropenal (HP), piruvaldeido
(PVR), &cido latico (LA), 1,2-propanodiol (1,2-PDO), hidroxiacetona (HA),

acido acético (AA). Fonte: Torres e colaboradores®............ccccceevcvveeennen. 10
Figura 6 - Vias catabdlicas das bactérias laticas. Homofermentacéo (A),
heterofermentacéo (B) (Modificado de Hofvendahl e Hagerdal®?). ............ 11
Figura 7 - Metabolismo da lactose (Adaptado de Forsythe®d). ...........cccccouvee.. 12
Figura 8 - Possiveis vias metabdlicas a partir de glicerol (Fonte: Adaptado de
DA SIIVA).....eiiieeee e 15
Figura 9 - Reacéo de esterificacdo para modificacdo do &cido latico com acido
acrilico catalisada com acido metanossulfénico.%...............cccccceeevvieeenen. 28
Figura 10 — Esquema da reacdo de esterificacéo de Steglich.%"...................... 28

Figura 11 - Os trés intervalos de uma reacao de polimerizacdo em emulsao,
indicando as moléculas de surfactante (cauda hidrofébica e extremidade
hidrofilica), gotas de monémero, micelas (grupos de surfactante na Etapa
), radicais (R"), iniciador (I) e particulas de latex estabilizadas com
surfactante. (Fonte: Adaptado de Thickett e Gilbert'9?). ........ccccccceevvveeeenne 30

Figura 12 - O mecanismo da polimerizacdo RAFT: sequéncia de reacgdes de
adicdo e fragmentacéo. (Fonte: adaptado de Bradford et, al. 2021.1%4)..... 33

Figura 13 - Curva padréo de correlacdo entre o peso seco das bactérias A) E.
durans, B) W. thailandensis, C) P. acidilactici e D) L. lactis com a
densidade OPLICA. ........cuuuuiii e 38

Figura 14 — Etapas de purificacdo do &cido latico com carbonato de calcio. ... 42

Figura 15 - Etapas de purificagdo do acido latico com precipitacdo com etanol.
................................................................................................................... 43

Figura 16 - Equipamentos utilizados para os experimentos de troca iGnica.
Coluna de vidro com membrana de vidro para retencao da resina acoplada
a bomba PErIStAItICA. ......vuuiiee e 45

Figura 17 — Esquema para experimentos de troca ibnica com resina Amberlite
G A T 45

Figura 18 — Etapas da purificacdo do acido latico por troca ibnica em coluna de
1Yo | {0 TSP 46

Figura 19 - Concentracao celular das bactérias E. duras (verde), P. acidilactici
(vermelho), W. thailandensis (preto) e L. lactis (azul) em meio MRS liquido
PO 72 NOTAS. ..cceiiiiiiiiiiiiiiieeee e 52

Xi



Figura 20 — Producéo de &cido latico para a bactéria P. acidilactici com meio
MRS comercial (20 g/L de glicose) suplementado com 40 g/L de lactose,
SACAr0SE € GlICEIOL. ..coeveiiiiii e 54

Figura 21 — Producéo de acido latico para a bactéria E. durans com meio MRS
comercial (20 g/L de glicose) suplementado com 40 g/L de lactose,
SACAIOSE € GlICEIOL. ...ttt 56

Figura 22 — Producéo de &cido latico para a bactéria W. thailandensis com
meio MRS comercial (20 g/L de glicose) suplementado com 40 g/L de
lactose, sacarose € gliCerol..........oovvuuiiiiiiii e 57

Figura 23 — Producéo de acido latico para a bactéria L. lactis com meio MRS
comercial (20 g/L de glicose) suplementado com 40 g/L de lactose,
SACAIOSE € GlICEIOL. ...ttt 59

Figura 24 — Producéo de &cido latico com P. acidilactici para fermentacfes com
20 g/L sacarose e 10 g/L glicose, fermentacdes com 20 g/L lactose 10 g/L
glicose e fermentacdes com 20 g/L de glicerol. ...........ccoovvvviiiiiiiiiceeeeennn, 62

Figura 25 - Producéo de &cido latico com W. thailandensis para fermentagfes
com 20 g/L sacarose e 10 g/L glicose, fermentacdes com 20 g/L lactose 10
g/L glicose e fermentagdes com 20 g/L de glicerol. ..........ooevvveiiiiiieerennnnns 64

Figura 26 - Producao de acido latico com L. lactis para fermentacdes com 20
g/L sacarose e 10 g/L glicose, fermentagdes com 20 g/L lactose e 10 g/L
glicose e fermentacdes com 20 g/L de glicerol. ...........ccovvvviiiiiiieieeeeeennn, 66

Figura 27 - Producéo de &cido latico com E. durans para fermentagcdes com 20
g/L sacarose e 10 g/L glicose, fermentac6es com 20 g/L lactose 10 g/L
glicose e fermentacdes com 20 g/L de glicerol. ............uuuvvivimiiiiiiiiiiiiiiinnns 69

Figura 28 - Producao de acido latico, concentracao de glicerol, densidade
Optica e pH para adaptacao celular bactéria P. acidilactici em fermentacdes
de ciclos de 96 horas, representados por R. ........ccoooeeeiiiiiiiiiiiiiiee e, 71

Figura 29 - Producéo de acido latico, concentracao de glicerol, densidade
Optica e pH para adaptacao celular bactéria E. durans em fermentacfes de
ciclos de 96 horas, representados POr R. .............uuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 72

Figura 30 - Producao de acido latico, concentracao de glicerol, densidade
Optica e pH para adaptacao celular bactéria W. thailandensis em
fermentacdes de ciclos de 96 horas, representados por R...........c.c.c.eeeee. 73

Figura 31 - Producéo de acido latico, concentracao de glicerol, densidade
Optica e pH para adaptacao celular bactéria L. lactis em fermentacdes de
ciclos de 96 horas, representados Por R. ...........ceeeiiiieiiiiieiiiiiiie e 74

Figura 32 — Producéo de acido latico e consumo de lactose e glicose por E.
durans em fermentaces em biorreator de 1 litro com meio MRS com 10
g/L de glicose e 40 g/L de lactose (condicao 1) e meio MRS com 10 g/L de
glicose e 20 g/L de lactose (CoNdIGAO 2). .....ccceuvrurniiiieeeiiiiiiiiiiiiae e eeeeeenns 76

Figura 33 - Producao em condi¢cdes anaerdbicas de acido latico e consumo de
lactose e glicose por E. durans em fermentacdes em biorreator de 1 litro
com 600 mL de meio MRS suplementado com 10 g/L de glicose e 10 g/L
(0[N F= Tt (0 1S PP SRRPPPPPPPIN 79

Figura 34 — Correlacao entre pH, densidade optica (OD) e oxigénio dissolvido
para E. durans em fermentac6es em biorreator de 1 litro com meio MRS
com 10g/L de glicose e 10 g/L de lactose em anaerobiose. ...................... 80

Figura 35 - Producéo de acido latico, consumo de lactose, pH e densidade
Optica para a bactéria E. durans em fermentacdes com reciclo de células
obtidas da fermentacdo em biorreator de 1 litro. Cada ciclo de 96 horas. . 82

Xii



Figura 36 - Producao de acido latico e consumo de lactose e glicose para a
bactéria E. durans em fermentag6es com controle de pH = 5,0 em
biorreator de 1 litr0. ......ccovviiiiiiiiiiii 84

Figura 37 - Correlacdo entre pH, densidade 6ptica (OD) e oxigénio dissolvido
para E. durans em fermentacdes em biorreator de 1 litro com meio MRS
com 10 g/L de glicose e 10 g/L de lactose. .........uuueeiiiiieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeene 84

Figura 38 - Producao de acido latico e consumo de lactose e glicose para a
bactéria E. durans em fermentag6es com controle de pH = 5,0 em

biorreator de 5 litros e alimentagdo em pulS0S. ......cccoeeeevivveviviiiiiieeeeeeeeenns 87
Figura 39 - Correlagéo entre pH e biomassa para E. durans em fermentacdes
em DIOrreator de 5 lItrOS. ......uuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 87

Figura 40 - Curva obtida na etapa de elui¢cdo do acido latico com NH4HCOs. . 93
Figura 41 - Gréficos da analise FTIR in situ da reacao de esterificacdo entre o
acido latico comercial e acido acrilico: (A) espectro FTIR 3D, (B) espectro
FTIR 2D e (C) perfil da altura do pico em funcdo do tempo....................... 95
Figura 42 - Espectros de RMN de 600 MHz de Hidrogénio da reacgéo de
esterificacdo seletiva entre o acido latico e o acido acrilico. Espectro 1 —
Acido latico comercial. Espectro 2 — Acido latico purificado. ..................... 96
Figura 43 - Gréficos da analise FTIR in situ da reacao de esterificacdo entre o
acido latico comercial e acido acrilico via Reagéo de Steglich: (A) espectro
FTIR 3D, (B) espectro FTIR 2D e (C) perfil da altura do pico em funcéo do

L] 101 0o T PP 98
Figura 44 — Proposta de Esterificacdo de Steglich entre o acido acrilico e acido
o o 99
Figura 45 - Espectros de RMN de 600 MHz de Hidrogénio da reacao de
esterificacdo seletiva entre o acido latico e o acido acrilico....................... 99
Figura 46 - Distribuicbes de massa molar (DMM) dos copolimeros IBMA/ALM.
................................................................................................................. 102
Figura 47 - Curvas de DSC dos polimeros IBMA-ALC e IBMA-ALP. ............. 103
Figura 48 - Curvas termogravimétricas (TG/DTG) dos polimeros IBMA-ALC e
IBIMACALP. <.ttt e a e 104

Figura 49 - Espectros de RMN de 600 MHz de Hidrogénio da reacgdo de
copolimerizacéo entre o acido latico comercial modificado e o IBMA...... 105

Figura 50 - Espectros de RMN de 600 MHz de Hidrogénio da reacgéo de
copolimerizagdo entre o 4cido latico comercial modificado e o IBMA...... 106

Figura 51 - Sintese das particulas de macroRAFT obtido via polimerizacao

Y e 107
Figura 52 - Distribuicbes de massa molar (DMM) do homopolimero de ALM

proveniente de AL COMEICIAl. ........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 109
Figura 53 - Curvas de DSC do homopolimero de ALM proveniente do AL

(o0 ] 41T o = | SRR 110
Figura 54 - Curvas termogravimétricas (TG/DTG) dos homopolimeros de ALC e

P 110
Figura 55 - Espectros de RMN de 600 MHz de Hidrogénio da polimerizagéo

RAFT do ALC e ALP modificados. ...........uciiiiieeiiiiieiiiiie e 111

Xiil



Lista de Tabelas

Tabela 1 - Producao de acido latico via fermentacéo de diversas fontes......... 13
Tabela 2 - Propriedades das resinas utilizadas nos experimentos de troca
([0 ][> VPP 44
Tabela 3 - Producéo de acido latico, rendimento e produtividade para a bactéria
P. acidilactici em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL................ 55
Tabela 4 - Producéo de acido latico, rendimento e produtividade para a bactéria
E. durans em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL. .................... 56
Tabela 5 - Producéo de acido latico, rendimento e produtividade para a bactéria
W. thailandensis em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL. ......... 58
Tabela 6 - Producéo de acido latico, rendimento e produtividade para a bactéria
L. lactis em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL ..........ccccce..... 60
Tabela 7 - Producéo de acido latico, rendimento e produtividade para a bactéria
P. acidilactici em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL................ 61
Tabela 8 - Producéo de acido latico, rendimento e produtividade para a bactéria
W. thailandensis em 96 horas de fermentac¢do em tubos de 50 mL. ......... 63
Tabela 9 - Producéo de acido latico e consumo da fonte de carbono para a
bactéria L. lactis em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL........... 66
Tabela 10 - Producéo de acido latico e consumo da fonte de carbono para a
bactéria E. durans em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL ....... 68
Tabela 11 — Comparacao dos valores de producédo de acido latico, rendimento
e produtividade para cada experimento em biorreator de 1 litro................ 85

Tabela 12 - Resultados de pureza e recuperacao do &cido latico para os
meétodos de precipitacdo com carbonato de calcio, com etanol e carvao
= LA o USRS 89
Tabela 13 — Experimentos de Troca idbnica com as Resinas comerciais
Amberlite IR-120 H* e IRA-67 Cl- e suas respectivas recuperacoes e
018 == L PP 90
Tabela 14 - Dados experimentais de tamanho médio de particulas (Dp), indice
de polidispersédo do tamanho de particula (Pdl), massa molar média em
massa (Mw), massa molar média em nuimero (Mn) e a dispersdo da massa
molar (Bm = Mw/ Mn) e temperatura de transicao vitrea (Tg) obtidos via
processo de polimerizacdo em mMiNieMUISA0. ..........cccceeeeeeeiiviiiiiiiiieeeeee, 101

Xiv



1 - Introducéo

1.1 Contextualizacao

O &cido latico é um acido carboxilico com aplicacbes nas industrias de
alimentos, quimica, farmacéutica e de polimeros. De acordo com a Markets and
Markets, o0 mercado global de acido latico foi estimado em US$ 1,3 bilhdo em
2023, com previsdo de alcancar US$ 2,8 bilhdes até 2028. O mercado global de
poli(acido latico) (PLA) foi estimado em US$ 1,3 bilhdo em 2023 e deve chegar
a US$ 2,9 bilhdes até 2028. As projecdes para o PLA estdo em ascensao,
especialmente devido ao seu papel fundamental na sustentabilidade.
Atualmente, aproximadamente 79% dos plasticos sdo descartados no meio
ambiente, causando acumulos no meio ambiente e riscos a saude. Apenas cerca
de 10% séo reciclados e 12% queimados. O PLA é visto como o substituto
potencial para polimeros a base de petréleo, devido a sua biocompatibilidade,
estabilidade térmica e moldabilidade. *

A fermentacdo é uma das principais formas de obtencdo do acido latico.
Diversas fontes de carbono, microrganismos e processos fermentativos séo
estudados visando a otimizacdo da producdo, podendo destacar as bactérias

laticas.?

A bubalinocultura tem se destacado no Brasil devido a robustez,
adaptabilidade e longevidade produtiva dos bufalos. Em 2022, o numero de
bubalinos no Brasil foi de cerca de 1,5 milhdo de cabecgas, um aumento em
relacdo aos anos anteriores.® O leite de bufala possui maior teor de gordura,
proteina e lactose comparado ao leite de vaca, 0 que resulta em maior
rendimento industrial. Sendo assim, o residuo desta industria tem grande
potencial para ser utilizado como fonte de carbono em fermentacbes laticas.
Além disso, o leite de bufala é naturalmente rico em bactérias laticas, que estédo
adaptadas ao ambiente com alta concentracdo de lactose. Muitas dessas

bactérias sdo homolaticas, o que significa que podem produzir acido latico de



forma eficiente.* Um desafio da producéo do acido latico via fermentativa é sua
purificacdo, e técnicas como troca-ibnica, destilacdo a vacuo, esterificacao,

métodos de hidrélise, separacdo por membrana (osmose inversa).®

Uma das principais aplicacdées do acido latico € na industria de polimeros,
uma vez que pode ser modificado quimicamente e ser empregado como unidade
monomeérica para a producéo de derivados do PLA. Além disso, novos materiais
poliméricos renovaveis sao estudados visando diminuir a producao dos plasticos
derivados do petrdleo, ja que tais polimeros tém gerado um acumulo de residuos
no meio ambiente com altos tempos de degradacdo. Uma outra desvantagem
de plasticos de origem féssil é o fato de ser dependente a uma matéria prima
ndo renovavel.® A producdo de polimeros provenientes de fontes nao
petroquimicas como o PLA é de grande interesse, pois sao provenientes de

fontes renovaveis, e que muitas vezes podem ser biodegradaveis.’

De acordo com o Portal Comex Stat (http://comexstat.mdic.gov.br)
utilizando a Nomenclatura Comum do Mercosul para o &cido latico (29181100),
as exportacbes brasileiras de acido latico no ano de 2021 foram de US$
21.701.261,00 e as importacbes US$ 14.565.740,00, estes dados demostram a
importancia da exportacdo de acido latico pelo Brasil, sendo que a Alemanha,
Holanda, China e Espanha foram os paises dos quais o Brasil mais importou
acido latico em 2021. Holanda, Argentina e Colémbia e Estados Unidos foram

0s paises paras os quais o Brasil mais exportou acido latico em 2021.8

A modificacdo do acido latico € uma alternativa para o desenvolvimento
de novos materiais poliméricos, com aplicacBes e propriedades de interesse
industrial, como por exemplo implantes 0sseos e reconstituicdo de tecidos. A
adicao de sitios reativos a molécula do acido latico permite que novos métodos
de polimerizacdo sejam explorados para obtencdo de produtos poliméricos
inéditos. A polimerizagdo por transferéncia de cadeia reversivel por adigdo-
fragmentacdo (RAFT) € um exemplo de processo que pode ser usado para
polimerizar o acido latico modificado. A polimerizacdo RAFT permite o controle
do crescimento das cadeias poliméricas e sintese de polimeros com distribuigdo

estreita de massa molar.®



1.2 Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho é produzir acido latico por processos
fermentativos utilizando bactérias laticas e realizar a sintese de novos

mondmeros e polimeros. Para isto, o trabalho foi dividido em 4 Etapas.

1.2.1 Obijetivos especificos

Etapa 1:
e Selecionar a bactéria elite para a producao de acido latico.

e Avaliar as diferentes fontes de carbono e condi¢cdes de fermentacao

que maximizem a produc¢do de acido latico.

e Ajustar os parametros de fermentacéo para maximizar a producéo de
acido latico com a bactéria elite em fermentadores.
e Purificar o &cido latico obtido nas fermentacdes.
Etapa 3:
e Modificagdo quimica estrutural da molécula de acido latico via reagao
de esterificagdo com acompanhamento in situ.
Etapa 4:
e Utilizar os derivados do acido latico para a producdo de polimeros
utilizando a polimerizagdo em miniemulsdo e RAFT.
e Elucidar as estruturas dos monémeros e polimeros obtidos, utilizando
espectroscopia no infravermelho, cromatografia de permeagéo em gel

e ressonancia magnética nuclear.



2 - Revisao bibliogréfica

2.1 Acido latico

O &cido latico € um acido orgéanico, também conhecido como
acido 2-hidroxipropiénico (CsHesO3). A presenca dos grupos funcionais hidroxila
e carboxila possibilita sua transformacdo quimica para novas moléculas para
diversas aplicacdes.7, ! Devido a assimetria do carbono 2, o acido latico possui

atividade o6ptica.? A Figura 1 mostra a estrutura quimica dessa molécula.

0 o

OH

H CH, CH, H

L{+)acido latico Di(-lacido latico

Figura 1 - Estrutura quimica das estereoformas L(+)acido latico e D(-) acido latico
Fonte: adaptado de Gupta 2007.7

Segundo as previsées do Grand View Research, o mercado do &cido
latico sera equivalente a US$ 5,02 bilhées em 2028, com uma taxa de
crescimento anual composta de 8,0% de 2021 a 2028. O crescimento do
mercado deve-se a crescente demanda por acido latico nas industrias de
alimentos e bebidas, produtos farmacéuticos e bioplasticos.*?

Com base nos dados do Portal Comex Stat, o Brasil importou 5.859.576
kg liquidos de acido latico no ano de 2021. No mesmo ano, o Brasil exportou
23.913.045 kg deste acido organico. @

O carbono B quiral proporciona a molécula dois enantiomeros, que sao
a imagem especular um do outro. Os isdbmeros possuem as mesmas
propriedades fisicas e quimicas, exceto quando reagem com outros compostos
com atividade optica. O L(+)acido latico € o mais utilizado nas industrias
alimenticias e farmacéuticas, uma vez que este enantibmero é capaz de ser
metabolizado mais rapidamente pelo corpo humano, devido a presenca da

enzima L-lactato desidrogenase.?*3



A industria alimenticia utiliza o acido latico como acidulante, flavorizante,
regulador de pH e inibidor de crescimento microbiano. Na industria de
cosmeéticos, o acido latico pode ser utilizado na producao de hidratantes, como
agente de clareamento e agente anti-acne.”13

Parte importante da demanda de acido latico € para a producdo de
polimeros. Tais materiais sdo de interesse para a biomedicina devido sua
especificidade para ambientes biologicos, que é medida em termos de sua
biocompatibilidade e bioestabilidade e depende de suas interacdes com células
e fluidos biolégicos.” Por exemplo, Gayer e colaboradores!* desenvolveram um
material composto de polilactideo e carbonato de calcio com estrutura de poros
interligados biocompativel, com grande potencial de serem usados como

implantes de substituicdo 0ssea.

2.2 Poli(acido latico)

O esgotamento de recursos e acumulo de residuos no meio ambiente
geram um interesse no desenvolvimento de produtos sustentaveis e duraveis.®
Portanto, produtos com carbono féssil reduzido sdo estudados para reduzir a
dependéncia de recursos petroliferos e substituir parte dos polimeros
convencionais a base de petroleo e ndo biodegradaveis por plasticos de base
biol6gica, como o polimero derivado do &cido latico (PLA).16

O PLA possui diversas aplicacbes além de potencial plastico
biodegradavel e biocompativel. Tal polimero pode ser utili em diversas
aplicacbes por simples modificacdes da sua estrutura fisico-quimico. O PLA
pode ser misturado com outros componentes poliméricos para alcancar
propriedades distintas, jA que o polimero de acido latico puro pode apresentar
limitagcdes nas suas propriedades mecanicas, como baixa resisténcia térmica e
baixa resisténcia ao impacto.”t’

As propriedades mecanicas e a taxa de degradacao do PLA podem ser
ajustadas e controladas a depender do peso molecular e do método de
polimerizacao. Na policondensacéo, por exemplo, o controle no peso molecular
do polimero é dificultado e variagcbes no tempo e a temperatura afetam suas
propriedades finais. Em geral, peso molecular mais alto resulta em materiais com

maior resisténcia mecanica. 18



O tempo de vida util destes polimeros € um atrativo ecolégico quando
comparado com os provenientes de hidrocarbonetos, podendo ser degradado
no meio ambiente mais rapidamente em condicoes de aerobiose ou
anaerobiose controladas. Por ser um termopléstico natural, ao ser exposto a
altas temperaturas e alta umidade, pode ter sua biodegradacgéo otimizada.'® A
termodegradacdo e fotodegradacdo s&o técnicas capazes de acelerar
degradacéo do PLA.?°

A sintese do PLA ¢ feita principalmente por dois métodos:
policondensacéo direta de acido latico e polimerizacdo por abertura do anel

lactico (lactida), que é o dimero ciclico do &cido latico.”

A policondensacao direta de acido latico utiliza solvente, vacuo e altas
temperaturas para remoc¢do de agua produzida na condensacédo e geralmente
produz polimeros com baixa massa molar.” O processo de policondensacéo
direta consiste na desidratacdo do acido latico que sera polimerizado a PLA, a
remocao da dgua produzida a partir da condensacéo do acido latico é dificultada
no estagio final da polimerizacdo, porque a difusdo de umidade no polimero
muito viscoso é lenta, a agua residual retida limita o peso molecular do PLA,

sendo assim, o processo de policondensacéo direta é pouco usado.?!

A polimerizagéo por abertura de anel da lactida € um processo de reacao
em que mondmeros ciclicos sdo propagados pela iniciacdo de diferentes ions. A
lactida é sintetizada a partir do acido latico em meio aquoso em duas etapas.
Primeiramente, a 4gua € removida do material de partida de acido latico para
formar o pré-polimero. Em seguida, ocorre a despolimerizacéo do pré-polimero,
formando a lactida, tal reacdo pode ser realizada com catalisadores basicos
homogéneos, como o carbonato de césio, por exemplo.?? A Figura 2 exemplifica

a sintese da lactida.
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Figura 2 - Sintese da lactida em duas etapas. Fonte: adaptado de Ghadamyari e
colaboradores.??

O mecanismo anibénico de abertura de anel para a producédo do PLA esta
demonstrado na Figura 3. Neste mecanismo, alcéxidos de metais alcalinos (por
exemplo, CH3sOK) atuam como iniciadores do processo. Durante a reacdo de
propagacéao, a ligacédo do oxigénio é clivada pelo ataque do anion do iniciador. A
macromolécula de PLA obtida possui um atomo de oxigénio do grupo terminal

alcéxido, possibilitando sucessivos ataques e a formacéo do polimero.??
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Figura 3 - Mecanismo de polimerizacdo via abertura aniénica de anel da lactida.
Fonte: Ali e Ismail.?3

Quando usada com mondmero, a lactida é capaz de formar polimeros
termoplasticos, biodegradaveis, de alta massa molar, elevado grau de
cristalinidade e resisténcia a tracdo. Tais polimeros sédo similares aos obtidos a

partir de fontes fosseis.?

Jiang e colaboradores!’ produziram copolimeros em blocos com
poli(acido L-latico) (PLLA), tricloroetanol e poli(metacrilato de metila) (PMMA)
por polimerizacdo via abertura de anel seguida de polimerizacdo radicalar,
esses copolimeros possuiam resisténcia de impacto de 63 kJ/m? e se
mostraram eficientes e versateis para fabricar materiais plasticos mais
resistentes.

Gitari e colaboradores ?* avaliaram as propriedades mecanicas, térmicas
e de resisténcia a agua da nanocelulose revestida com PLA e constataram que

0S hanocompdsitos apresentavam alto desempenho para embalagens.



Tappa e colaboradores?® desenvolveram métodos de impressédo 3D para
a fabricacdo de implantes de PLA que permitem a liberacdo controlada de
medicamentos. A impressao 3D foi usada para fabricar parafusos, pinos e placas
O0sseas com fixagdo de gentamicina (antibiético) e metotrexato (antifolato).
Foram realizadas pecas com e sem o0s medicamentos. Os resultados com
liberacdo controlada dos principios ativos foram bem sucedidos quanto os efeitos

antibacteriano e quimioterapico.

2.3 Obtencao do acido latico

A obtencéo do &cido latico pode ser pela rota bioldgica (bioconverséo
com bactérias, fungos e leveduras) ou pela rota quimica, sendo que a sintese
quimica de acido latico produz a mistura racémica dos isémeros. A fermentacao
permite a producdo de L-4cido latico ou D-acido latico opticamente puros, a
depender do microrganismo utilizado. A eficiéncia dos processos de
fermentacdo depende principalmente do microrganismo produtor, da fonte de
carbono e condi¢des da fermentagéo.?®

AcUcares simples como lactose, glicose ou sacarose sao amplamente
utilizados nas fermentagdes como fonte de carbono, uma vez que podem ser
fermentados diretamente a &cido latico.?® No mercado global atual, o &cido
latico € proveniente da cana-de-acucar e do milho. O baixo custo e a

abundancia destes insumos viabiliza sua utilizagdo na produgéo.?”?®

2.3.1 Sintese via processos quimicos

O processo de obtencdo do &cido latico por sintese quimica ocorre
principalmente a partir da reacdo entre acetaldeido e &cido cianidrico na
presenca de uma base sob alta pressao para produzir lactonitrila. A destilacéo &
utilizada para purificar a lactonitrila. Uma vez purificada, a lactonitrila &€ ent&do
hidrolisada com acido sulfarico para produzir &cido latico e como subproduto sal

de amonio (NH4)2S0a. A Figura 4 exemplifica tal processo.?6:2°



Sintese quimica do acido latico
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Figura 4 - Esquema simplificado da sintese quimica para obtencgéo de acido latico
(Adaptado de Narayan?®?).

Reacdes de oxidacdo e hidrotermais usando catalisador também sé&o
potenciais técnicas para producdo de &cido latico com alta seletividade.
Usualmente, os mecanismos de reacao do glicerol sdo propostos com base na
desidrogenacéo oxidativa e desidratagcdo em meio aquoso alcalino.*°

O processo hidrotermal é realizado em meio alcalino usando hidroxido de
sédio ou potassio como catalisador ou por catalise heterogénea usando uma
ampla gama de 6xidos como catalisador, entre eles 6xidos de cobre, niquel, ouro
e zinco. Rodrigues e colaboradores®' produziram éacido latico pelo processo
hidrotermal, utilizando o NaOH como catalisador, a partir de glicerol bruto a 260
°C. As reagOes 1 e 2 demonstram as etapas realizadas neste estudo.

C3HsO3 + H20 — C3HeO3 + Hz2 + H2O (1)
C3HeO3 + NaOH — C3HsOsNa + H20  (2)

Torres e colaboradores®? utilizaram catalisadores heterogéneo de Co304
suportado em CeO:2 e ZrO2 na oxidacao do glicerol a acido latico, segundo os
autores o catalisador suportado em oxido de Cério foi 0 mais seletivo para acido
latico (90% de seletividade). As reacdes seguiram o processo hidrotermal a 250

°C. A Figura 5 exemplifica as reacdes e os produtos obtidos no estudo.
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Figura 5 - Produtos obtidos a partir do glicerol (GOL) utilizando catalisadores de
oxido de cobalto. Gliceraldeido (GLY), 2-hidroxipropenal (HP), piruvaldeido
(PVR), acido latico (LA), 1,2-propanodiol (1,2-PDO), hidroxiacetona (HA), &cido
acético (AA). Fonte: Torres e colaboradores®?

2.3.2 Sintese via processos fermentativos

A fermentacdo é o termo bioquimico que se refere a degradacao
anaerodbica de nutrientes organicos para a producdo de energia, armazenada
na forma de ATP. Diferentemente da respiracdo celular, que utiliza oxigénio
como aceptor final de elétrons, a fermentacao ocorre na auséncia de oxigénio
(ou em condicdes de baixo oxigénio). Nesse processo, o aceitador final de
hidrogénios € uma molécula orgéanica, o que é crucial para a obtencédo de
energia em condi¢cdes anaerdbicas, como ocorre em bactérias, leveduras e
fungos, por exemplo. Além de gerar energia, a fermentacao resulta em produtos
finais como etanol, diéxido de carbono e outros &cidos organicos.?

Os processos fermentativos sdo capazes de produzir os isdbmeros
dextrogiro (D (-) acido latico) ou levogiro (L (+) acido latico). As enzimas L(+)
lactato desidrogenase ou D(-) lactato desidrogenase (nLDH) nas células
bacterianas séao as responsaveis pela producéo dos enantibmeros. Quando ha
somente um enantidmero obtido no processo fermentativo, a via € denominada
como homofermentativa e se ha mais de um produto gerado na bioconverséo,
a via é denominada heterofermentativa.3

A Figura 6 demonstra as vias catabolicas de glicose em bactérias laticas.
O &cido latico é o produto da homofermentacdo, em que o piruvato é reduzido
e convertido a lactato. Na via heterofermentativa, outros compostos sao obtidos
a partir da glicose: lactato, diéxido de carbono, etanol e acetato. Os parametros

da fermentacdo sao fatores determinantes para induzir a produgcdo de
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compostos de interesse, dentre as condi¢cdes que podem ser alteradas estao a

concentragdo do substrato, variacdes no pH e temperatura de fermentacéo.®*

A Glicose B Glicose
ATP K ATP
ADP ADP
Frutose-6-Fosfato Glicose-6-Fosfato
ATP K ATP
ADP ADP
Frutose-1,6-DiFosfato Xilulose-5-Fosfato
ATP
Gliceraldeido-3-Fosfato Dihidroxi-acetona-Fosfato Gliceraldeido-3-Fosfato  Acetil-Fosfato— | Acetato
2NAD* K 2NAD* CoA
2NADH + 2H" 2MADH + 2H* Pi
2 1,3-Difosfoglicerato 1,3-Difosfoglicerato Acetil- CoA
K ATP g ATP K 2MADH + 2H*
ADP ADP 2ZNAD*
2 Piruvato Piruvato Acetaldeido
INADH + 2H* K 2NADH + 2H* 2NADH + 2H*
2NAD* 2ZMAD* 2NAD*

Figura 6 - Vias catabdlicas das bactérias laticas. Homofermentacdo (A),

heterofermentacéo (B) (Modificado de Hofvendahl e Hagerdal®4).

A lactose é um dissacarideo utilizado pelas bactérias laticas no seu
metabolismo. A sua absorcdo é facilitada pela presenca de permeases
(proteinas transportadoras localizadas na membrana plasmatica) nestas
bactérias. A molécula de lactose é clivada produzindo galactose e glicose, que
seguira sua via catabdlica. A galactose sofre uma fosforilagdo podendo seguir

0 metabolismo da glicose.®® A Figura 7 exemplifica via catabélica da lactose.
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Lactose

Lactose-6-Fosfato

Fosfo-p-Galactosidase

/\

Galactose-6-Fosfato Glicose
Tagatos-1,6-Bifosfato Frutose-1,6-Bifosfato
Diacetilhidroxiacetona » Gliceraldeido-3-Fosfato

}

Fosfofenol Piruvato

Acido pirtviro

Acido latico

Figura 7 - Metabolismo da lactose (Adaptado de Forsythe®).

Tango®® relatou que 10 moléculas de lactose podem produzir 27
moléculas de acido latico em condicbes anaerdbicas. Portanto, o rendimento
estequiométrico tedrico para o acido latico é aproximadamente 0,71 grama de
acido latico por grama de lactose. O que néo for usado para a conversédo de
acido latico é convertido a diéxido de carbono, agua ou € usado para o
crescimento bacteriano.

Além da glicose e da lactose, aclcares como a frutose, manose,
sacarose, maltose e pentoses também s&do metabolizadas pelas bactérias
laticas, podendo ser usados como fonte de carbono para o crescimento e
bioconverséo de outros compostos quimicos.®® A Tabela 1 indica exemplos de

producéo de acido latico a partir de alguns acucares, com base na literatura.
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Tabela 1 - Producéo de acido latico via fermentacdo de diversas fontes.

Concentragao Rendimento
Microrganismo Substrato de Acido latico Referéncias
(9/9)
(g/L)
Lactococcus lactis subs lactis Glicose 35,0 0,45 Cock %7
Lactobacillus casei Lactose 33,73 0,88 Panesar 38
Enterococcus faecium Glicose 18,0 0,90 Pessione 3°
Enterococcus faecium Frutose 18,0 0,90 Pessione 3°
Enterococcus faecium Celobiose 13,5 0,71 Pessione 2°
Enterococcus faecium Xilose 4,5 0,27 Pessione 3°
Lactobacillus sp. TERI-D3 Sacarose 19,4 0,86 Verma 40
Lactobacillus sp. TERI-D3 Galactose 15,8 0,80 Verma 40
Lactobacillus sp. TERI-D3 Lactose 18,1 0,90 Verma 40
Lactobacillus sp. TERI-D3 Glicose 17,5 0,90 Verma 40
Weissella paramesenteroides Glicose 20,0 0,68 Nagarajan 4!
. Bagaco de cana de
Lactobacnlussgzrlnosus ATCC acuUcar hidrolisado 65,0 0,93 Wischral42
(xilose e glicose)
Caldo de cana
Lactobacillus pentosus (sacarose, glicose, 113,0 0,34 Oliveira*?
frutose)
Lactobacillus plantarum Melaco de cana 84,2 0,89 Saavedra*
Lactobacillus casei Kell Sacarose 175,4 0,95 Oliveira*®
Lactobacillus casei M_e lago de cana 83,0 0,57 Vidra?*
(Glicose e frutose)
Lactobacillussp. MKT878 Melago de cana 68,0 0,76 Vidra®
(Glicose e frutose)
Bagaco de cana de
Bacillus coagulans DSM2314 acucar tratado 76,7 0,78 Alves*
(xilose e glicose)
. Hidrolisado de malte
Lactobacillus ;ggrgnosus ATCC com vinhaca 48,02 0,87 Radosavljevi¢*®
(Glicose)

As fermentacdes podem ocorrer em diferentes ambientes e escalas.

Pode-se realizar fermentagbes em escalas laboratoriais utilizando pequenos
volumes. Em escala piloto e industrial, s&o utilizados biorreatores ou
fermentadores, que consistem em reatores quimicos onde ocorrem reacées.*?
Tais equipamentos possibilitam maior controle dos parametros como
temperatura, agitacéo e pH no decorrer do processo.

Além disto, outros paramentos também podem ser
estudados/empregados quando séo utilizados os sistemas em reatores. Tais
como: concentracdo do substrato e produto. No processo continuo de
fermentacdo, que possui alimentacdo continua de meio de cultura a vazao

constante, mantendo o volume de reacéo constante, devido a retirada continua
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de meio fermentado. No processo descontinuo (batelada) ndo ha adicdo do
meio de cultura e o inéculo é realizado no fermentador esterilizado, podendo
haver adicédo de oxigénio ou nitrogénio, e acido e bases para controle de pH.*°

Aso e colaboradores (2019) observaram que o reciclo de células era uma
ferramenta que melhorava a producédo de acido latico. Com este método, o
processo resultou em maiores valores de produtividade. A producédo de acido
latico aumentou de 0,6 para 5 g/L com o reciclo de células.®

O uso de residuos € uma alternativa economicamente viavel para a
producdo de diversos produtos de maior valor agregado, uma vez que além de
diminuir a geracao de residuos, contribuem positivamente para a economia do
processo.5152

Glicerol é um residuo do biodiesel que pode ser usado como fonte de
carbono em processos fermentativos. O biodiesel € um combustivel produzido a
partir de matéria-prima renovavel e vem sido utilizado em adi¢cdo ou substituicdo
aos combustiveis provenientes de fontes ndo renovaveis. A transesterificacdo
de triglicerideos com &lcoois de cadeia curta na presenca de um catalisador
homogéneo ou heterogéneo é a principal forma de obtencéo de biodiesel. O
produto principal obtido sdo ésteres de acidos graxos, 0s quais sao utilizados
como biocombustivel, e o glicerol que também é conhecido como glicerina
(termo comumente associado ao glicerol contendo impurezas).>!

Devido a natureza reduzida da molécula de glicerol, os microrganismos
sdo capazes de converté-la a uma série de metabdlitos, com rendimentos
semelhantes aos obtidos com o metabolismo de aclUcares, uma vez que o
glicerol tem a capacidade de atravessar a membrana citoplasmatica por difuséo
passiva. A principal desvantagem dessa difusdo é que o crescimento celular
depende de baixas concentragfes de substrato para que a fonte de carbono néo
seja toxica ao microrganismo. Uma vez dentro da célula, o glicerol intracelular
permanece até que seja posteriormente metabolizado.5153

O gargalo para a utilizacao do glicerol bruto na producao de quimicos em
processos fermentativos é a obtencdo de microrganismos tolerantes aos
compostos inibitorios da glicerina, tais como o metanol residual. A bioprospecc¢éo
de microrganismos é uma alternativa para encontrar cepas capazes de
metabolizar o glicerol.>* A Figura 8 exemplifica as vias metabdlicas a partir do

glicerol e seus possiveis produtos.
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Glicerol

1,3-propanodicl desidrogenase }

1,3-Propanodiol
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Fosfoenolpiruvato g ’v

Succinato

ADP

Piruvato gquinase
ATP

‘ acetoguinase lactato desidrogenase ’

n

Acetato Lactato

Piruvato

ADP ATP NAD+H+  NAD+

MAD+H+

MAD+ aceteina redutase

| 2.3-Butanodiol |

Figura 8 - Possiveis vias metabdlicas a partir de glicerol (Fonte: Adaptado de Da
Silva®?).

Varios microrganismos sao capazes de metabolizar o glicerol em meios
anaerobicos e aerdbicos com glicerol como Unica fonte de carbono e energia
gerando diversos metabdlitos secundarios de interesse. Entre os géneros de
microrganismos mais explorados capazes de metabolizar o glicerol estédo
Citrobacter, Klebsiella, Clostridium, Enterobacter e Lactobacillus. O
desenvolvimento e aprimoramento da engenharia genética e o estudo intensivo
do potencial metabdlico dos microrganismos tém permitido que microrganismos
geneticamente modificados (OGM) potencializem a bioconversdo do glicerol

bruto.>?

2.4 Microrganismos empregados na producao de acido

latico neste estudo

As bactérias laticas sdo bactérias gram-positivas que usam carboidratos
como Unica ou principal fonte de carbono.>® Tais microrganismos séo geralmente
cocos ou bastonetes, e tém forte tolerdncia a pH acido. Os géneros mais
utilizados em fermentacbes sao Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus,

Streptococcus, Enterococcus e Weissella.>®
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Dentre as caracteristicas das bactérias lacticas, podemos citar a
capacidade de decompor macromoleculares, incluindo polissacarideos,
podendo produzir &cido latico, outros acidos organicos e vitaminas. Sendo
assim, as bactérias laticas tém mostrado diversas aplicacGes.>” Além do acido
latico estas bactérias também séo capazes de produzir outras moléculas como:
acetato, propionato, formato e succinato.®

Dentre as vitaminas produzidas por bactérias laticas estéo o acido félico
(uma das vitaminas do grupo B) e a menaquinona (vitamina K2). Park e
colaboradores®® utilizaram a bactéria Lactobacillus plantarum em fermentacdes
e obtiveram 9,03 ug/mL de acido félico apds 24 h de incubagcdo em meio MRS.

Liu e colaboradores (2019) realizaram fermentacdes aerdbicas com
Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363 e o microrganismo foi capaz de
sintetizar vitamina K2 (menaquinona), utilizando frutose como fonte de

carbono.%

2.4.1 Enterococcus

O género Enterococcus pertence ao grupo de bactérias laticas e séo
cocos Gram-positivos, ndo formadores de esporos. Possuem grande importancia
no que se refere a fermentacdo ou deterioracdo de alimentos. Sao
microrganismos onipresentes, mas tém um habitat predominante no trato

gastrointestinal de humanos e animais.5%.62

Tais bactérias contribuem para a maturacdo de queijos e desenvolvimento
de caracteristicas organolépticas como aroma de queijos, sendo normalmente

utilizadas como culturas iniciadoras.®?

Além de serem encontradas em animais, podem também ser encontradas
em solos, aguas e alimentos, principalmente em lacticinios. A maior parte das
linhagens sdo homofermentativas, produzindo acido latico ao consumir glicose.
Enterococcus isolados de leite tém capacidade de inibir outras bactérias

deteriorantes de alimentos e patogénicas.5!

Pessione e colaboradores®® cultivaram a bactéria E. faecium LLAA-1 em
diferentes meios de cultura suplementados com glicose, frutose, celobiose e

xilose para avaliar a capacidade de metaboliza-los em &cido latico. O
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crescimento em condi¢cdes aerobicas melhorou a producéo de acido latico com
frutose. A maior producao de acido latico (aproximadamente 200 mM) foi obtida
usando glicose e frutose como substrato. Utilizando meio M17, a converséo a
acido latico foi de aproximadamente 90% do valor teérico méximo para glicose e

frutose, cerca de 70% para celobiose e apenas cerca de 22% para xilose.

Murakami e colaboradores®® utilizaram Enterococcus faecalis para
produzir &cido latico a partir de glicerol na presenca de &cido acético, a
cromatografia gasosa indicou que o acido acético foi convertido em etanol
durante a fermentacéo latica do glicerol. A producdo em batelada alimentada
com 30 g/L de glicerol e 10 g/L de acido acético apresentou o melhor
desempenho, produzindo 55,3 g/L de acido latico, rendimento de 0,991 molacido

Iético/m0|g|icerol.

Yuan e colaboradores® relataram que acido latico foi obtido partir de
fermentacdo com solidos de 20 a 35% de lascas de madeira compensada em
escala de planta piloto usando E. faecalis a 42 °C. A fermentacdo em biorreator
de 100 L, produziu aproximadamente 65,40 g/L de &cido latico com 1,21 g/L.h

de produtividade com este residuo.

Ciri¢ e colaboradores®® utilizaram o glicerol residual obtido da producdo
de biodiesel como fonte de carbono de fermenta¢des com a bactéria E. faecalis
MK3-10A, alcancando uma producédo de até 15,8 g/L de &cido latico.

Ha menos trabalhos utilizando a E. durans para a produc¢éo de acido latico
via fermentacdo. Hassan e colaboradores ¢ relataram que produziram &cido
latico a partir da fermentagdo com E. durans usando cascas de banana como
substrato. Foi constatado que o aumento de solidos melhorava a producédo de
acido latico, chegando a 28,8 g/L, sem necessidade de adicionar suplementos

de nutrientes.

Hayat e colaboradores®’ abordaram a atividade antifingica da E. durans
contra dois fungos fitopatogénicos: Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani. A
atividade antifungica deste microrganismo foi atribuida a capacidade de

producdo da enzima gelatinase.
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O género Enterococcus possui diversas espécies que sao capazes de
obter produtos de interesse tecnoldgico ja relatados na literatura. A E. durans
tem potencial para producdo de acido latico em grande escala ainda pouco
estudado. Estudos explorando diferentes fontes de carbono e parametros de

fermentacao possibilitam a otimizacdo da formacéo do produto de interesse.

2.4.2 Weissella

As bactérias atribuidas ao género Weissella sdo Gram-positivas, néo
formadoras de esporos com morfologia na forma de cocos ou bastonete e
pertencem ao grupo das bactérias laticas. Tais microrganismos sao
heterofermentativos, produzindo &cido latico e &cido acético como principais
produtos finais do metabolismo de carboidratos. Sdo capazes de sobreviver em
pH entre 3,9 e 9,0 e as temperaturas ideais variam entre 25 a 40 °C.%8

Sdo conhecidas 19 espécies de Weissella que foram isoladas,
principalmente, da pele e do leite de animais, e de plantas e vegetais. Cepas
especificas de Weissella também estdo recebendo atencdo como potenciais
probidticos, como por exemplo a W. cibaria.®® Algumas cepas mostram atividade
antagbnica contra patdgenos devido a producdo de varios compostos como
bacteriocinas, acidos organicos e peréxido de hidrogénio.®®

Kariyawasam e colaboradores’® utilizaram a cepa W. cibaria D30 como
cultura adjunta na fabricacao de queijo cottage e a bactéria foi capaz de inibir o
crescimento de Listeria monocytogenes garantindo a seguranca microbiana dos
queijos.

Teixeira e colaboradores’ isolaram cepas de Weissella spp. a partir de
diferentes alimentos e caracterizaram-nas com base em seus perfis genéticos e
potencial tecnolégico. A W. paramesenteroides apresentou alta capacidade de
acidificacao devido a producéo de &cido latico ndo quantificada, além de produzir
diacetil. O diacetil € um composto volatil gerado como produto final da converséao
do citrato a piruvato, o que confere um aroma amanteigado ao leite fermentado.

Outra aplicacdo que a bactéria apresenta foi estudada por Li e
colaboradores’?, em que cepa Weissella viridescens ZY-6 foi utilizada para
remover ions de cadimio de solucdo aquosa, investigando seu uso para a
remocédo de Cd?* de sucos de frutas e vegetais. Os resultados mostraram que a

taxa de remocédo diminuiu na presenca de outros cations metalicos como Mg?*,
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Mn?* e Fe?*. Os experimentos indicaram que o Cd?*foi adsorvido principalmente
na parede celular bacteriana, viabilizando o uso da W. viridescens ZY-6 p como
um bioadsorvente de cadmio.

Carlosama e colaboradores’ realizaram fermentacGes suplementadas
com os residuos em po6 de abacaxi e noz inca com Weissella cibaria avaliando a
influéncia da temperatura, pH e agitacéo. A producéo de acido latico variou com
0s parametros, sendo a minima 14,40 g/L e a méxima 44,50 g/L. O pH 5,5, 100
rom e 36 °C de temperatura foram as condi¢cbes de maior producdo de acido
latico.

Ahn e colaboradores’ avaliaram a atividade antibacterianas da Weissella
sp. contra Bacillus cereus, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, os
resultados indicaram que as cepas isoladas Weissella sp. S3 produziu uma
agente bacteriocina e que poderia ser usada no desenvolvimento de
bioconservantes para alimentos.

Nagarajan e colaboradores*! relataram que por meio de fermentacdes em
batelada, utilizando glicose como fonte de carbono a 40 g/L no meio com algas
marinhas hidrolisadas, produziram 20 g¢g/L de acido latico com W.
paramesenteroides, consumindo 88% da glicose e rendimento de 0,68 g/g.
Weissella sp. e Weissella cibaria produziram 17,48 e 18,34 g/L de &cido latico,
respectivamente.

Bactérias do género Weissella sdo retratadas na literatura devido suas
propriedades de serem bioconservantes, bioadsorvente de metais e por
produzirem &cido latico. A Weissella thailandensis tem potencial para ser mais
estudada, a fim de maximizar a produc¢éo de acido latico, bem como avaliar suas

propriedades como bioadsorventes e bioconservantes.

2.4.3 Lactococcus

Schleifer e colaboradores reclassificaram algumas espécies dos géneros
Streptococcus e Lactobacillus em 1985 e propuseram um novo género: o
Lactococcus. Tal género é composto por cinco espécies: L. garvieae, L. piscium,
L. plantarum, L. raffinolactis e L. Lactis.”

O género Lactococcus sao cocos Gram-positivos pertencentes ao grupo

das bactérias laticas, apresentam formato ovéide com cerca de 0,5 a 1,5 um de
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comprimento e temperatura 6tima de crescimento em 30 °C. Sao anaerobicas
facultativas, ndo produzem esporos e possuem metabolismo homolatico, ou
seja, o L(+) acido latico € o unico produto resultante da fermentacao da glicose.
Podem ser encontrados em plantas, animais e leite cru.”®

A espécie L. lactis € amplamente utilizada como culturas iniciadoras para
a producdo de produtos lacteos fermentados, como queijos, manteigas e
coalhadas, tendo como principal funcdo o desenvolvimento de atividades
acidificantes, capaz de fornecer textura, sabor e aroma, além de atuar como
bioconservantes, por meio da producéo de acidos organicos antimicrobianos.”®

Cock e Stouvenel®’ fizeram experimentos utilizando a L. lactis subs lactis
com e sem controle de pH e concentracdes de glicose variando entre 20 e 110
g/L. Foi relatado que na fermentagcéo em batelada a 32 °C, com 60 g/L de glicose
e controle de pH em 6,0, obtiveram 32,3 g/L de &cido latico. A maior converséo
de glicose foi alcancada em baixas concentracdes de substrato, indicando que
possivelmente o microrganismo sofre inibicdo pelo substrato. Sem controle de
pH durante a fermentacao, a producao de acido latico foi de 13,7 g/L.

Rodriguez e colaboradores’’ obtiveram resultados semelhantes usando a
L. lactis, em biorreator e controle de pH em 6,8 com 25,5 g/L de glicose em meio
MRS. Em 6 horas de fermentacédo a 30 °C houve total consumo de glicose e
producédo de acido latico de 23 g/L. Sem o controle de pH o consumo de glicose

diminuiu e a producao de &cido latico foi de 7,8 g/L em 30 horas de fermentacao.

Pessione e colaboradores®® avaliaram a producédo de &cido latico com
diferentes cepas de L. lactis utilizando M17 comercial, com 5 g/L de lactose como
fonte de carbono. A cepa com melhor producéo de acido latico foi a Lactococcus
lactis cremoris 88A, alcangcando aproximadamente 27,17 mM.

Bolocan e colaboradores’ investigaram a capacidade de bactérias
produtoras de bacteriocinas em prevenir a formagao de biofilme por Listeria
monocytogenes na producao de cogumelos. Foi detectada a producéo de nisina
Z por isolados de Lactococcus lactis, que preveniu a formacao do biofilme, bem

como reduziu biofilmes ja formados.

Souza e colaboradores’ utilizaram a bactéria L. lactis e produziram 23,4
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g/L de acido latico utilizando glicose como fonte de carbono em 16 horas de
fermentacao a 40 °C com controle de pH em 5,0. Tal valor foi 47,4% maior do

gue a producédo com as mesmas condi¢des sem controle de pH.

Mecherfi e colaboradores® exploraram a capacidade promissora da
Lactococcus lactis para reduzir a alergenicidade do trigo devido ao seu sistema
proteolitico. A analise protedmica mostrou que a L. lactis LLGKC18 causou

degradacdo das principais proteinas alergénicas do gluten: gliadinas, gluteninas.

Bactérias do género Lactococcus sdo amplamente relatadas em estudos
cientificos com diversas aplicacdes. A Lactococcus lactis além de ser utilizada
para producéo de &cido latico, sua capacidade de producdo de bacteriocinas e

de degradar proteinas alergénicas possibilita estudos promissores.

2.4.4 Pediococcus

O género Pediococcus € composto por bactérias laticas amplamente
descritas como probiéticos. Possuem forma de cocos, sdo Gram-positivas, hdo
formadoras de esporos e anaeroObias facultativas. Existem muitas cepas de
Pediococcus que produzem pediocina, uma eficaz bacteriocina.?!

Pediococcus pentosaceus e Pediococcus acidilactici sdo as principais
espécies utilizadas na producao de pediocina, processos de fermentacdo como
co-cultura para evitar a contaminacgdo, e suplementos probiéticos para animais

e humanos.8!

Juodeikiene e colaboradores® avaliaram a bioconverséo de subprodutos
agroindustriais ricos em celulose, como farelo de trigo, grdos de destilaria com
soélidos e gréaos de cerveja em acido latico usando a cepa Pediococcus acidilactici
KTUO5-7, chegando a produzir 20,18 g/kg de acido latico em 48 horas de

fermentacao solida.

Othman e colaboradores® mostraram que a adicdo in situ de resina de
troca anionica no meio fermentativo foi capaz de reduzir o efeito inibitério do
acido latico no crescimento da P. acidilactici. Entre as cinco resinas de troca
anibnica testadas, a Amberlite IRA 67 na concentracdo de carregamento de 10
g/L removeu mais acido latico do meio, melhorando o crescimento da P.

acidilactici e producéo de acido latico. A producdo maxima de acido latico foi de
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14,32 g/L, com rendimento de aproximadamente 1,23 g/ggicose € produtividade
de 0,59 g/L.h.

Zhang e colaboradores®* utilizaram lixo doméstico organico selecionado
para a producdo de acido latico com Pediococcus acidilactici. A temperatura
Otima para a fermentacédo foi 32,4 °C e pH 8,0. A producdo maxima de acido
latico foi 31,9 g/L, com rendimento de 0,742 g/gagicar. Glicose e xilose foram os

acucares presentes no substrato usados na bioconverséo.

Das e colaboradores® exploraram o0s potenciais antibacterianos e
antifangicos da Pediococcus acidilactici LABOO1 contra bactérias e fungos
deteriorantes dos alimentos. A maior quantidade de bacteriocina foi produzida
em meio TGE em 24 horas a 30 °C. A exposi¢cdo de bacteriocina por 1 hora
causou a inibicdo de cepas como Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
typhimurium MTCC98.

Qiu e colaboradores® utilizaram uma cepa de Pediococcus acidilactici
modificadas para serem capazes de consumir a xilose e produzir (L)-acido latico.
A capacidade de consumo de xilose pela cepa modificada foi otimizada por
evolucdo adaptativa. A cepa modificada foi submetida a fermentacédo sob alta
carga de solidos de palha de trigo, produzindo 130,8 £ 1,6 g/L de acido L-latico,
produtividade 1,82 + 0,0 g/L.h e conversdo de 94,9 = 0,0% na condicdo

otimizada.

Campos e colaboradores®’ investigaram a producédo de &cido lactico a
partir de manose por duas cepas modificadas: Pediococcus acidilactici TY112
produtora de acido L-latico e ZP26 produtora de acido D-lactico. As duas cepas
foram capazes de converter eficientemente manose nos enantibmeros L-lactato
(14 g/L) e D-lactato (12 g/L), com pureza Optica maiores que 99%. As cepas
estudadas foram capazes de produzir acido latico a partir de manose com
rendimentos proximos de 90%. Foi observado também que a taxa de consumo

de manose € menor do que o consumo de glicose para as bactérias modificadas.

Os estudos com bactérias do género Pediococcus séo voltados para a
producdo de pediocina ou &cido latico. A Pediococcus acidilactici foi relatada

como produtora de acido latico a partir de diversos residuos e os parametros de
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fermentacdo para maximizar a producdo de acido latico ja sdo descritos na

literatura.

2.5 Purificacao do acido latico

O 4cido latico, citrico e succinico sdo acidos carboxilicos amplamente
produzidos por processo fermentativo. Para recuperar estes acidos dos meios
fermentativos, via de regra a primeira etapa € realizada a remocao das células
por centrifugacdo. Em seguida, é realizada a etapa de recuperacao primaria, que
pode ser o emprego da extracao liquido-liquido, adsor¢ao ou precipitacdo. Por
fim, a purificacdo do acido requer uma etapa de evaporacao da agua, podendo

ser por destilacdo ou cristalizagdo.®

Embora a diferenca entre o ponto de ebulicdo do acido latico e da agua
seja relativamente grande, ndo é trivial obter &cido latico cristalino puro. Isso

ocorre pela alta afinidade entre a 4gua e o acido latico.®®

Lopez-Garzén e Straathof® definiram as etapas do processo de

recuperacédo de acidos carboxilicos em escala industrial em 6 passos:

1. Clarificacdo - consiste na remocao de particulas grandes,
principalmente células e seus detritos, utilizando filtracdo ou centrifugacéo.

2. Recuperacdo primaria — tem como objetivo separar o produto da

solucéo aquosa, por extracdo ou adsorcéo, principalmente.

3. Remocao do contra-ion — etapa opcional que substitui o cation do
carboxilato por H* para obter o acido carboxilico.

4. Concentragao / purificagdo — consiste na remog¢édo do solvente ou

captura do acido carboxilico.

5. Aprimoramento — etapa opcional de transformacao do acido carboxilico

purificado em derivados quimicos.

6. Formulacdo - adaptacdo do produto as necessidades de

armazenamento final.

No processo de recuperacdo tradicional do &cido latico, o caldo de
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fermentacao é primeiro neutralizado por CaCOgs, precipitando o lactato de célcio
gue pode ser filtrado. Em seguida, ao ser acidificado com acido sulfarico, obtém-
se o0 acido latico e CaSOg, que é insoluvel e pode ser removido por filtragdo. Esse
processo produz sulfato de calcio como subproduto. O sulfato de céalcio impacta
negativamente no processo de filtragem, ja que sua remoc¢ao completa ndo é
trivial, resultando em alto custo e geracdo de residuos. HA uma crescente
procura por métodos alternativos para a purificagdo que minimize os impactos
ambientais. Entre eles estdo: troca-ibnica, destilacdo a vacuo, esterificacéo,

métodos de hidrélise, separacéo por membrana (osmose inversa).®

Os avancgos nas tecnologias das membranas viabilizaram seu uso para
separacdo e purificacdo de &cido latico do meio fermentativo. Houve uma
tendencia em aprofundar os estudos nos processos de separacao por
membrana, dado que costumam ser mais eficientes quando comparados aos

processos de separacdo quimica.®

O caldo de fermentacédo para producdo de acido latico contém lactato,
residuos de lactose ou de outras fontes de carbono, células microbianas e outros
residuos de fermentacdo. As células e os residuos de grande peso molecular
podem ser removidos por microfiltracdo ou ultrafiltragdo. As membranas de
nanofiltracdo, com peso molecular de corte de 100-400 Da, podem reter 97-
100% da lactose para obter um meio aquoso contendo apenas &cido latico e
agua. Com a separacao por osmose reversa, 0 acido lactico do meio aquoso
obtido na nanofiltracdo pode ser ainda mais concentrado, reduzindo o custo do

processo de evaporacgéo.8?

Outra técnica que pode ser utilizada na purificagcdo do acido latico € a
eletrodialise, que remove ions do caldo de fermentacéo sob a forga motriz de um
campo elétrico gerado pelo empilhamento de membranas de troca cationica e
aniénica. Primeiramente, a eletrodidlise de dessalinizacdo € aplicada para
recuperar o lactato. Em seguida, a eletrodialise usando membranas biopolares
€ aplicada para a acidificacdo do lactato, por meio das camadas de troca

anionica e cationica.®
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Em virtude da alta seletividade, os processos de purificacdo de acido
latico utilizando membranas podem assegurar elevados niveis de purificacao e
separacdo. Outra vantagem é que as membranas podem ser integradas aos
fermentadores, fornecendo producéo e purificagcado simultaneamente. A principal

desvantagem é o elevado custo.

Alvarado-Morales e colaboradores °! investigaram dois processos para
recuperar acido latico obtido via fermentacdo de biocelulose. Etapas de pré-
purificacdo, como centrifugacéo, ultrafiltracédo e o carvao ativado foram utilizadas
nos dois métodos investigados. Primeiramente, foram realizados experimentos
com troca idnica e destilacdo a vacuo, resultando na recuperacao de 75,7% do
acido latico e pureza de 72,5%. No segundo método, uma unidade de
nanofiltracdo foi incluida apés a etapa de pré-purificacdo, obtendo uma

recuperacédo de 65,0% do acido latico, com 82,0% de pureza.

A destilacdo reativa também tem sido estudada como processo de
separacao promissor para a recuperacao de acido latico. Esta técnica € aplicada
a reacdes quimicas reversiveis na fase liquida, em que o equilibrio da reacao
limita a converséo de reagentes. A recuperacdo do acido latico consiste na sua
esterificacdo com um alcool (metanol, etanol ou butanol). No caso da
esterificacdo com etanol, ha a formacéo de agua e acetato de etila. O catalisador
utilizado é o acido sulfurico ou &cido cloridrico. A reacéo reversa indica a hidrolise

do acetato de etila a 4cido latico na presenca de um catalisador &cido.®?

Anbreen e colaboradores®® realizaram a purificacdo do &cido latico com
uma coluna de destilagdo reativa baseada em recompressado de vapor. O
processo consiste em duas etapas envolvendo a esterificacdo do acido latico
bruto com metanol para produzir lactato de metila seguido da hidrolise do lactato
de metila para produzir acido latico de alta pureza. A etapa de hidrolise foi
realizada com uma coluna de destilacao reativa baseada em recompressao de

vapor, otimizando o processo com destilacdo reativa simples.

Liu e colaboradores® realizaram a purificacdo do &cido xilénico por
precipitacdo de etanol. A técnica de purificacdo do acido xilénico utilizada no

trabalho de Liu e colaboradores consistia numa primeira etapa de clarificacéo
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com carvao ativo, seguida pela precipitacdo a frio com etanol, na proporcéo 3:1
(v/v).%* Sabendo que o lactato é insolluvel em etanol, a técnica usada para o acido
xilénico poderia servir para a purificacdo do 4cido latico obtido por fermentacéo.
A corregdo do pH do meio fermentativo para 7,0 acarretaria em apenas acido

latico desprotonado (lactato) como espécie disponivel no meio.

Coelho e colaboradores® realizaram experimentos de purificacdo e
recuperacdo de acido latico usando dupla filtragdo com carvao e celite, seguida
de uma coluna de troca catibnica. Ao final, uma etapa de purificacdo adicional
(extracdo com éter etilico) foi necessaria para viabilizar a polimerizacéo do acido
latico obtido. Tal método proporcionou a recuperacao do acido latico com 80 %
de pureza. As fermentacdes foram realizadas utilizando 100 g/L de acuUcar
cristalizado, e NH4OH como agente neutralizante. A producdo méaxima de L-
acido latico por Bacillus coagulans arr4 foi de 75,26 g/L em 24 horas, com 2,76

g/L de acgucar residual.

Ahmad e colaboradores® utilizaram as resinas disponiveis
comercialmente (Amberlite IRI-67 e IR-120) para recuperar acido latico obtido
via fermentacao do residuo de polpa de tdmara. O efeito do pH e concentracéo
inicial de &cido latico foram avaliados na purificacdo. A capacidade maxima de
adsorcao do acido latico foi de 150 mg/g com a resina aniénica em pH = 3,0. Em
coluna de leito fixo, 91% de recuperacédo de acido latico foi obtida com 94,6% de
pureza éptica. A dessorcao e regeneracdo da resina de troca aniénica com HCI
1 M como eluente resultou em recuperacédo de 98,2% do acido latico.

Zaini e colaboradores®’ também avaliaram resinas (Amberlite IRA 120
para acidificacdo e IRA 67 para adsor¢cao de acido latico) e recuperaram cerca
de 80% do acido latico, com pureza de 91,8%.

Luongo e colaboradores® estudaram a adsorcdo de &cido lactico e
dessorcéo usando resinas (Amberlite IRA-900, IRA-400, IRA- 96 e IRA-67) em
reatores descontinuos e em reatores de leito fixo. Com a utilizacdo da resina
IRA-67 foi possivel obter um melhor desempenho ao longo de 13 ciclos,
mostrando uma recuperacdo de 97%, juntamente com uma capacidade de

adsorcdo maxima de 134,2 mg/g.
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A troca ibnica é um processo de purificacdo amplamente utilizado na
industria quimica e bioquimica. Tal técnica consiste na interacdo entre ions
presentes na solucéo a ser purificada e ions fixos em uma matriz sélida (resinas
de troca ionica). As resinas possuem grupos funcionais que interagem
seletivamente com os ions da solucdo, permitindo sua remocédo e,
consequentemente, sua purificacdo. Alguns fatores fisico-quimicos, como area
superficial do adsorvente, caracteristicas estruturais e morfolégicas, pH,
temperatura e tempo de contato, podem influenciar a adsorgéo.®

2.6 Modificacdo do acido latico

A sintese de polimeros funcionalizados pode ocorrer pela polimerizacéo
ou copolimerizagdo de um ou varios mondémeros funcionais. O polimero
funcionalizado origina-se de um ou varios monémeros reativos. Pode-se realizar
mudang¢as em mondmeros comuns para incorporar em suas estruturas novos
sitios ativos mais reagentes, possibilitando novas formas de polimeriza¢&o.1%°

A modificacdo do &cido latico tem como objetivo desenvolver novas
moléculas com potencial para serem usadas como monémeros de novos
polimeros. Tendo em vista as inumeras aplicacbes do &acido latico na
biomedicina, o desenvolvimento de polimeros utilizando o acido latico modificado
desempenham um papel de interesse na area cientifica. A expectativa é a
sintese de materiais poliméricos biodegradaveis, biocompativeis, proveniente de
fontes renovaveis com propriedades semelhantes aos polimeros fésseis. Com a
mudanca na estrutura do acido latico, ele pode se polimerizar por métodos mais
brandos e simples do que policondensacéo direta, por exemplo.1°t

Barroso e colaboradores usaram a esterificacdo do acido latico com acido
acrilico para sintetizar um monémero capaz de se polimerizar por adi¢do através
da insaturacdo. A Figura 9 mostra a reacdo de esterificacdo para obter o &cido
latico modificado. Em seguida, foi realizada uma copolimerizacdo do monémero
com metilmetacrilato (MMA) via polimerizagdo em miniemulsédo para obter um

novo material polimérico.0t
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Figura 9 - Reacéo de esterificagdo para modificagdo do acido latico com acido
acrilico catalisada com acido metanossulfénico.%*

Outra forma de modificacdo que o &cido latico pode sofrer é a
Esterificacdo de Steglich, utilizando o agente de acoplamento de amida N, N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) e o organocatalisador 4-dimetilaminopiridina
(DMAP). A Figura 10 exemplifica tal reacdo, que é amplamente utilizada com

acidos carboxilicos e tem como vantagem a nao utilizacédo da hidroquinona.%?

O 0
M, v o om0 bou owap

Figura 10 — Esquema da reacéo de esterificacdo de Steglich.19?

2.7 Polimerizacao

Polimeros sdo macromoléculas obtidas da repeticdo de moléculas
individuais, os monémeros. A polimerizacdo € a reagcdo em que mondmeros

reagem produzindo o material polimérico de elevada massa molar.103

As aplicacbes e propriedades do material polimérico dependem do
mondmeros que o constituem e do processo de polimerizacéo aplicado, uma vez
gue cada processo tem suas peculiaridades, resultando em diferentes

aplicacGes do material polimérico final.1%4

Os processos de polimerizacdo podem ser realizados em fase
homogénea (polimerizagdo em massa e em solucdo) ou em fase heterogénea
(suspensao, emulsdo, miniemulsdo, entre outras). A escolha do processo de
polimerizacdo é feita com base nas caracteristicas desejadas para o produto

final.103

As polimerizagbes em cadeia podem ser iniciadas por radicais livres. Tais
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reacoes sdo exotérmicas. Nas polimerizagcdes em massa, por serem realizadas
na auséncia de solvente, ha um aumento da viscosidade do meio reacional na
polimerizacdo em massa que desfavorece a dissipacdo do calor devido a
limitacdo no mecanismo de transferéncia de calor, causando uma aceleragéo

descontrolada da taxa de reacéo e até degradacgdo do material formado.%3

A polimerizacdo em solucéao utiliza um solvente que diminui a viscosidade
do meio, facilitando a dissipacéo do calor e a transferéncia de massa. Apesar de
apresentar vantagens quando comparado com o processo de polimerizagdo em
massa, a polimerizacdo em solucdo também tem limitacbes, como baixas

conversoes e necessidade de remocéo do solvente e mondmero residual. %

Nas polimerizag6es em meio heterogéneo, a fase continua, imiscivel com
o mondmero, é responsavel pela troca de calor e dispersao apropriada da fase
organica. Isto propicia o controle mais eficaz da temperatura durante a reacao e
com a diminuicdo da viscosidade do meio, mesmo com altas taxas de

reagao. 105106

2.7.1 Polimerizacdo em emulsao

A polimerizacdo em emulsdo é composta por uma fase organica
(monémeros), surfactante, uma fase continua e iniciador. Latex é o produto da
polimerizacdo em emulsao que consiste na dispersao estavel das nanoparticulas

poliméricas na fase continua.'%?

Os surfactantes sdo moléculas organicas que apresentam em sua
estrutura uma cadeia de natureza hidrofébica, e uma terminacao hidrofilica, que
possibilita a interacdo com a fase organica dos monémeros e com a fase
continua aquosa simultaneamente. Quando o surfactante atinge a concentracao
micelar critica (CMC), as moléculas de surfactante se organizam de forma que
as caudas hidrofébicas figuem voltadas para o interior da micela, e as
extremidades hidrofilicas no exterior, formando as micelas. A estabilidade das

microgotas (reservatério) de mondmero € obtida pelas micelas.1%

Na polimerizagdo em emulséo, a formagéo das particulas € denominada

de nucleacdo. Tal fendmeno ocorre no interior das micelas inchadas pelo
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mondmero. O iniciador hidrossoluvel forma radicais na fase aquosa que reagirao
com as moléculas de mondémeros. O mecanismo de transferéncia de massa é
responsavel pela transferéncia dos monémeros para o interior das micelas, uma
vez que o mondmero apresenta pouca solubilidade pela fase aquosa. Ao reagir
com o iniciador, os monémeros passam a formar cadeias, cada vez mais

hidrofébicas, tendendo a ser capturados pelas micelas. 10310

A polimerizagdo em emulséo pode ser dividida em trés etapas. A etapa |
€ a nucleacao, que corresponde ao aumento do nimero de particulas e da taxa
de polimerizacdo. Polimeros sdo formados no interior das micelas, causando o
consumo dos mondmeros.103

Na etapa Il, o ndmero de particulas permanece constante e o0s
mondmeros sao incorporados a cadeia polimérica. Quando as gotas de
mondmero sdo consumidas o numero de particulas se mantém constante e
aumentam em tamanho. O aumento da dimensdo das particulas causa a
dissolucéo das micelas residuais ndo nucleadas.'?

Por fim, a etapa Il consiste no crescimento da cadeia polimérica, causado
exclusivamente pela incorporacédo dos mondémeros residuais. Se todo monémero

for consumido, a maxima converséo é obtida.l®® A Figura 11 exemplifica tais

etapas.
Etapa | Etapa ll Etapa lll
Gotade @ Gota de 1 I
Mondmero % Mondmero ﬁ

Figura 11 - Os trés intervalos de uma reagdo de polimerizagdo em emulsao,
indicando as moléculas de surfactante (cauda hidrofébica e extremidade
hidrofilica), gotas de mondémero, micelas (grupos de surfactante na Etapa 1),
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radicais (R"), iniciador (I) e particulas de latex estabilizadas com surfactante.
(Fonte: Adaptado de Thickett e Gilbert97).

2.7.2 Polimerizagdao em miniemuls&o

No processo de polimerizagdo em miniemulsdo, além de mondmero, agua
e surfactante, hd adicdo de um coestabilizador, para promover a disperséao
uniforme da fase organica na fase aguosa em nanogotas que serao
transformadas em particulas poliméricas que variam de 50 nm a 400 nm. Séo

nestas nanogotas que a polimerizacdo ocorre,100:103,.105

Para este tipo de polimerizagéo, a concentracdo de surfactantes € menor
que a CMC, uma vez que as reagbes nao necessitam das micelas para
ocorrerem. Diferentemente da polimerizacdo em emulséo, os iniciadores ndo sédo
necessariamente hidrossoluveis, podendo ser organossoluveis. A elevada
energia mecanica proveniente do cisalhamento mecénico, homogeneizador
ultassbnico de alta poténcia, reduz o tamanho das gotas de mondmeros,
previamente a polimerizagéo.100.103,105

As gotas de monémero se mantém estaveis durante a polimerizacdo em
miniemulsdo devido acdo combinada do surfactante e coestabilizador. A
presenca destes compostos evita os efeitos de coalescéncia das nanogotas e
de degradacéo difusional (conhecida como fenémeno de Ostwald ripening).1%

Uma vez estabilizada, a polimerizacdo em miniemulséo tem seu inicio por
meio da formacdo dos radicais de iniciador dentro nanogotas de mondémero
(quando um iniciador organossoluvel é empregado) ou na fase continua aquosa
(quando um iniciador hidrossolavel é usado). Por ter alta estabilidade coloidal,
as particulas poliméricas possuem distribuicdo e tamanho semelhantes as
nanogotas de mondémero. Gotas menores proporcionam maiores areas
superficiais, e consequentemente, mais chances de radicais dos iniciadores
hidrossollveis iniciarem uma reacgdo. Isto possibilita a obtencdo de cadeias

poliméricas com elevadas massas molares.®

O mecanismo de formacgao de miniemulsdes, suas propriedades coloidais
e de estabilidade proporciona a producao de polimeros com estreita distribuicdo

de tamanho de particula e com potencial para a incorporacdo de substancias
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hidrofébicas.100.108

2.7.3 Polimerizacéo controlada via Transferéncia de Cadeia
Reversivel por Adicdo-Fragmentacédo (RAFT)

A polimerizagdo controlada € uma técnica que usa agentes de
transferéncia de cadeia (CTAs). Com isso, € possivel controlar a massa molar,
formando polimeros com distribuicbes estreitas de massa molar. Também é
possivel o controle da composicao de polimeros com estruturas mais complexas
(como polimeros em bloco, estrela, enxerto, ramificado e polimeros de rede),
permitindo uma ampla gama de aplicacdes. O mecanismo de reacgdo € similar
ao de polimerizacéo radicalar, a diferenca € que ha um processo reversivel de
ativacdo e desativacdo dos radicais, proporcionando um equilibrio dinamico
entre as espécies.1%9

O mecanismo cinético de polimerizacdo RAFT classica, mostrada na
Figura 12, comeca com iniciacdo térmica para gerar um radical que, em seguida,
reage com unidades monoméricas gerando uma cadeia em crescimento que
reage com o agente RAFT. No estagio de pré-equilibrio, hd a formacéo de um
intermediario, que gera um novo radical e uma cadeia dormente com
extremidade RAFT. Os radicais formados sdo responséveis por consumir 0s
mondmeros, gerando uma cadeia polimérica viva. O equilibrio entre as cadeias
poliméricas vivas e dormentes é alcancado, proporcionando reacbes de

transferéncias mais rapidas que as de propagacéo.i®®
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Figura 12 - O mecanismo da polimerizacdo RAFT: sequéncia de reacdes de
adicdo e fragmentacédo. (Fonte: adaptado de Bradford et, al. 2021.1%9),

A polimerizacdo RAFT €& mediada por uma variedade de agentes, que
desempenham papel fundamental no controle de crescimento da cadeia
polimérica. A estrutura dos agentes RAFT é frequentemente composta de
tiocarbonila ligada a varios grupos R e Z. Esses grupos R e Z devem ser
ajustados para cada mondmero para garantir baixa dispersdo de massa molar,
taxas de reacdo razoaveis e controle da reacdo. Os quatro tipos comuns s&o
ditiobenzoatos, tritiocarbonatos, ditiocarbamatos e xantatos. O grupo R
representa a espécie radicalar R que adicionard monémeros, formando a cadeia
polimérica Pn e determinando a atividade do agente RAFT. O grupo Z é
responsavel por estabilizar o radical intermediario, garantindo a adicéo eficiente
do radical ao agente RAFT. Os ditiobenzoatos sdo os estabilizadores mais
eficientes, pois eles possuem um grupo fenil altamente conjugado.1®®

Os pontos que tornam a polimerizagdo controlada uma alternativa
promissora para o desenvolvimento de novos polimeros é a possibilidade de
sintetizar materiais poliméricos com estreita dispersdo de massa molar e

composi¢cdo quimica e morfologia controladas, o que viabiliza a obtengcédo de
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polimeros com composicdo bem definida e baixa heterogeneidade. Ha diversos

mondmeros que podem ser utilizados neste tipo de polimerizagdo.®0
Materiais poliméricos com as mais diversas aplicacdes podem ser obtidos

com a polimerizagéo controlada, uma vez que diferentes arquiteturas da cadeia

polimérica podem ser obtidas usando esta técnica.®
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3 - Material e métodos

3.1 Material
3.1.1 Linhagens

As bactérias utilizadas neste trabalho foram obtidas em parceria com o
Laboratorio de Andlises de Leite e Derivados, da Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterinaria, da Universidade de Brasilia (LABLEITE/FAV/UnB). Os
microrganismos foram isolados de amostras de leite de bufalas, no periodo de
setembro de 2017 a fevereiro de 2018, provenientes de uma
propriedade/laticinio localizada em Brazlandia, Distrito Federal e de um
fornecedor de leite cru cuja propriedade esta localizada em Monte Alto, Padre
Bernardo, no estado de Goias.*

As bactérias com maior capacidade de acidificacdo foram selecionadas
para serem usadas no presente trabalho. Uma vez identificadas, as bactérias
foram transferidas para a Embrapa Agroenergia em criotubos contendo meio
MRS e Glicerol a 30% e armazenados em ultrafreezer a -80 °C. Cada bactéria
teve seu codigo de origem mantido e foram denominadas de:

e 84 JL - Pediococcus acidilactici
e 105 JL - Enterococcus durans
e 140 JL - Weissella thailandensis

e 153 JL - Lactococcus lactis

3.1.2 Equipamentos
Equipamentos utilizados nas andlises e procedimentos:

v' Espectrofotdmetro portatil com absorbancia UV/VIS,
marca Implen, modelo OD600.

v' Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia — CLAE, marca Agilent,
modelo 1260 Infinity.

v' Shaker orbital de bancada com incubacdo e refrigeracdo, marca
Thermo Scientific, modelo Max 4000.

v' Centrifuga de bancada refrigerada para tubos Eppendorf, marca
Herme Labortechnik, modelo Z326K.

v' Centrifuga de bancada refrigerada para tubos conicos tipo Falcon,
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marca MPW MED Instruments, modelo MPW-352R.

Autoclave Vertical, marca Prismatec, modelo CS capacidade 100 L.
Biorreator, marca Eppendorf, modelo Dasgip Bioblock.

Biorreator, marca Eppendorf, modelo Bioflo 120.

Liofilizador, marca Liotop, modelo K120.

Bomba peristaltica, marca Gilson, modelo Miniplus3.

Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 600
Hz, marca Bruker, modelo Magneto Ascend 600 Console Avance Il HD

CELR R L]

Processador Ultrassdnico marca Cole Parmer

<\

Calorimetro exploratorio diferencial, marca Shimadzu, modelo DSC-60

v Zetasizer-NanoSeries, marca Malvern, modelo NANO ZS

v Analisador termogravimétrico, marca Shimadzu, modelo DTG-60H

v' Cromatografo de Permeacédo em Gel, marca Malvern, modelo Viscotek
RImax

v' Capela de fluxo laminar, marca Filter flux, modelo FLV-960/4

v" Placa de aguecimento com agitacdo magnética, marca IKA, modelo
C-MAG HS7

v’ Estufa de secagem e esterilizacdo com circulacdo de ar, marca
American lab, modelo AL-102-10

v" Bomba de vacuo, marca Buchi, modelo V-700

v" Banho térmico com circulacdo externa, marca Huber, modelo 118A-E

v' Balanca analitica, marca Shimadzu, modelo AY220

3.1.3 Meios e Solucdes

e Composicao do meio MRS comercial:

Peptona bacteriolégica (10 g/L), Fosfato dipotassio (2 g/L), Sulfato de
manganés (0,5 g/L), Acetato de sodio (5 g/L), Extrato de levedura (4 g/L), Sulfato
de magnésio (0,2 g/L), Tween 80 (1 g/L), Citrato de aménio (2 g/L) e Glicose (20
g/L).

e Composicao do meio MRS modificado:

Peptona bacteriolégica (10 g/L), Fosfato dipotassio (2 g/L), Sulfato de
manganés (0,5 g/L), Acetato de sodio (5 g/L), Extrato de levedura (4 g/L), Sulfato
de magnésio (0,2 g/L), Tween 80 (1 g/L), Citrato de amdnio (2 g/L).
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A quantidade de fonte de carbono de cada experimento € acrescida a
base do meio MRS modificado.
e Tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0:
Ajustar o pH para 7,0 adicionando a solucéo 0,1 M de fosfato de potassio
monobasico na 0,1 M fosfato de potassio dibasico.
e Bicarbonato de amonio 2M:
Para cada litro de agua destilada, aproximadamente 158,12 g de
NH4HCOs3s foram dissolvidos.

3.2 Etapa 1

3.2.1 Correlacdo da massa da bactéria com a densidade 6tica

A fim de observar o perfil de crescimento das bactérias, as cepas foram
crescidas em Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio MRS comercial
por 72 horas, em shaker a 30 °C e 180 rpm. Foi realizada uma curva de
calibracdo entre a densidade Optica do espectrofotdmetro e a concentracao de
cada bactéria na cultura, através da medi¢do do peso seco.

Para o célculo do peso seco retirou-se 1 mL da cultura do pré-inéculo de
cada microrganismo, centrifugou-se a 14000 rpm por 5 minutos. Ao término da
centrifugacéo, as células das bactérias foram ressuspendidas em agua destilada
e repetiu-se a centrifugacdo. Em seguida, a agua destilada foi desprezada,
deixando apenas as células no tubo. As células foram colocadas em uma estufa
a 70 °C e pesadas até obter uma massa constante. A Figura 13 mostra a relacéo
obtida entre a medicao peso seco medido e a densidade Optica.
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A) Curva padrdo E. durans B) Curva padrdao W.thailandensis
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Figura 13 - Curva padrdo de correlagdo entre o0 peso seco das bactérias A) E.
durans, B) W. thailandensis, C) P. acidilactici e D) L. lactis com a densidade
Optica.

3.2.2 Crescimento de pré-indculo

Primeiramente, houve a fase de adaptacdo dos microrganismos no mesmo
meio utilizado no processo de bioconversao, devido a estocagem em ultrafreezer
a -80 °C. A primeira etapa foi realizada em meio MRS &gar, para crescimento

em meio solido, em estufa por 48 horas a 30 °C.

O pré-indculo foi realizado em Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL
do meio MRS e incubados a 180 rpm e 30 °C por 24 ou 72 horas.

Para os experimentos em fermentadores de 5 litros, a primeiro pré-indculo
teve duracao de 24h em Erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de meio MRS a
30 °C e 180 rpm. Um segundo pré-indculo foi realizado com duragéo de 15 h em
Erlenmeyers de 1 L com 150 mL de meio MRS suplementado com 10 g/L de
lactose a 30 °C e 180 rpm. Apds finalizado o primeiro pré-indculo, os 100 mL

presentes nos frascos de 250 mL foram vestidos nos frascos de 1 L.

3.2.3 Avaliacao da producéao de &cido latico em frascos

3.2.3.1 Avaliacdo da capacidade de producdo de acido latico
utilizando diferentes fontes complementares de carbono
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Primeiras condi¢des - Em tubos conico tipo Falcon de 50 mL devidamente
autoclavados foram adicionados 30 mL de meio MRS comercial suplementado
com 40 g/L de glicerol, lactose ou sacarose, em triplicata, em capela de fluxo
laminar, inoculados com ODsoonm de 1,8 de cada bactéria. Para este
experimento, foi realizado um pré-indculo para os 4 microrganismos por 72h. Os
tubos foram mantidos em shaker a 30 °C e 120 rpm por 96 horas. Foram
retiradas aliquotas de 1000 microlitros a cada 24 horas para quantificar o
crescimento celular em espectrofotometro, a producdo de metabolitos e
consumo da fonte de carbono em HPLC. O peso seco foi realizado no inicio e
ao final da fermentacéo.

Segundas condi¢@es - O pré-indculo foi realizado em Erlenmeyers por 72
h para as 4 bactérias. O indculo realizado foi com uma ODeoo de
aproximadamente 1,55 e foi realizado para as 3 fontes de carbono em tubos
conicos de 50 mL contendo 30 mL de meio MRS modificado com 20 g/L de
sacarose e 10 g/L de glicose, 20 g/L lactose e 10 g/L de glicose ou 20 g/L
glicerol. De 24 em 24 horas pontos foram retirados para analises quantitativas
de &cido latico e da fonte de carbono e a Densidade 6ptica (OD) para verificar

0 crescimento celular.

3.2.3.2 Adaptacéao celular natural com glicerol

Foram realizadas fermenta¢cées com meio MRS modificado suplementado
com 30 g/L de glicerol em tubos conicos do tipo Falcon de 50 mL com 30 mL de
meio. De 96 em 96 horas, os tubos eram centrifugados, o sobrenadante era
recolhido para andlise e as células eram ressuspendidas em um novo meio, com
as mesmas concentragdes de glicerol. Ao todo, 6 ciclos foram realizados para

induzir o consumo do glicerol, visando a producao de acido latico.

3.3 Etapa 2

3.3.1 Avaliagdo da producdo de 4acido latico em diferentes
concentracOes de lactose em Biorreator de 1 litro

Nos experimentos com a bactéria E. durans, foram realizadas
fermentacdes em reatores de 1 litro com 600 mL de meio MRS modificado
tamponado (fosfato de potassio pH = 7) suplementado com 40 g/L lactose e 10

g/L de glicose ou com 20 g/L de lactose e 10 g/L de glicose. Em Erlenmeyers de
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125 mL com 50 mL do meio MRS, o pré inéculo foi realizado com as col6énias
obtidas nas placas de petri, para crescimento celular. Os frascos foram mantidos
em shaker com rotac&o 180 rpm, a 30 °C por 24h. O meio foi centrifugado para
coletar as células e inocular nos fermentadores.

O in6culo foi realizado com ODsesoonm de aproximadamente 0,7. As
fermentacdes foram realizadas em duplicata em biorreator de 1 litro a
temperatura de 30 °C e agitacdo de 180 rpm, por 72 horas. Foram retiradas
aliquotas de 24 em 24 horas para verificar o crescimento celular com

espectrofotdbmetro e os metabolitos formados e consumo de acucares por HPLC.

3.3.2 Avaliacdo da producdo de acido latico com E. durans em
condicdes anaerobicas em biorreator de 1 litro

Para avaliar a producéo de acido latico na auséncia de oxigénio dissolvido
ao meio, foram realizadas fermentac6es com injecédo de gas nitrogénio. O pré-
indculo foi preparado em Erlenmeyers de 125 mL com 50 mL do meio MRS para
crescimento celular. Os frascos foram deixados em shaker com rotagéo de 180
rpm, a 30 °C por 24h. O meio foi centrifugado para coletar as células e inocular
com uma ODeoonm de 2,2 nos fermentadores.

Foram realizadas fermentacbes em reatores de 1 litro com 600 mL de
meio MRS modificado tamponado (fosfato de potassio pH = 7) suplementado
com 10 g/L lactose e 10 g/L de glicose. A fermentacdo em duplicata ocorreu a
uma temperatura de 30°C e agitacdo de 180 rpm, com injecéo de nitrogénio 0,8
mL/min ao meio, por 48 horas. As amostras foram coletadas a cada 24 horas e
quantificou-se a lactose no meio, para analisar se seria necessario alimentar o

meio fermentativo com a solugéo estoque de 100 g/L.

3.3.3 Avaliacdo da producédo de acido latico com E. durans com
reciclo de células em biorreator de 1 litro

Para este experimento foi realizado um pré-inoculo de 72h em
Erlenmeyers em shaker com rotacédo de 180 rpm a 30 °C, para uma primeira
batelada em reator de 1 litro com in6culo de ODsoonm 3,5. As fermentacdes foram
realizadas em duplicata a 30°C e 180 rpm de agitacdo por 96 horas com meio
MRS suplementado com 20 g/L lactose e 10 g/L de glicose. Para o reciclo, as

células eram centrifugadas e inoculadas em partes iguais.
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As células recuperadas foram inoculadas com ODesoonm inicial de 4,6 e a
fermentacdo seguiu para mais 96 horas. Nao houve adicdo de nitrogénio ao

fermentador e 0 meio nao foi tamponado.

3.3.4 Avaliagédo da producdo de &cido latico com E. durans com
alimentacdo em pulso e controle de pH em biorreator de 1 litro

Para avaliar a influéncia do pH na producéo de &cido latico, fermentacdes
foram realizadas com o controle de pH em 5,0 este controle foi realizado com
adicao de solucao de hidroxido de potassio 2 M. O pré indculo foi realizado em
Erlenmeyers de 125 mL com 50 mL de meio MRS comercial por 72h em shaker
a 30 °C. A fermentagdao foi realizada em meio contendo 10 g/L de glicose e 20
g/L de lactose a 30 °C e 180 rpm de agitacdo por 96 horas. Foram retiradas
amostras de 24 em 24 horas. O inoculo foi realizado com OD600nm de 2,6.

Com 48 e 72 horas de fermentacdo, alimentou-se o meio com uma
solucéo estoque de 150 g/L de lactose ao meio para manter a concentracao de
10 g/L no meio fermentativo.

3.3.5 Fermentag¢des com E. durans em biorreator de 5 litros

As fermentacdes realizadas em fermentadores com capacidade nominal
de 5 litros foram realizadas com 3 L de meio MRS modificado com 10 g/L glicose
+ 20 g/L lactose. Ao final do segundo pré-inéculo, o meio foi centrifugado por 10
min a 4 °C. As células foram ressuspendidas em 110 mL de &gua destilada
estéril, com densidade 6tica inicial de 380. Este creme foi inoculado no biorreator
autoclavado para iniciar o experimento com aproximadamente OD600nm de 5.

De 12 em 12 horas, as aliquotas eram retiradas do fermentador para
quantificacdo de metabolitos e consumo de acucares em HPLC, bem como
analisar a densidade Optica. A fermentacéo durou 144 horas, com alimentacao
de lactose em 24, 31, 48, 72, 78 e 96 horas.

3.3.6 Purificacdo do acido latico obtido por processo fermentativo

O caldo proveniente das fermentacdes foi reservado. Foi realizada
centrifugacéo a 800 g (4400 rpm) por 10 minutos e com o sobrenadante foram
realizados diferentes métodos de purificagdo. A primeira etapa da purificacao foi

realizada em banho térmico a 70 °C sob agitagdo em um béquer com o
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sobrenadante obtido nas fermentacGes em biorreator para reducéo de volume,

visando uma maior concentracdo de acido latico.

3.3.6.1 Precipitacdo com carbonato de célcio

Foi adicionado CaCOs (equivalente a 5 e 3 vezes quantidade de mols de
acido latico presente na solucdo) ao meio concentrado e mantido em agitacao
de 500 rpm por 3 horas a 60 °C. Em seguida, o meio foi filtrado com membrana
de 0,22 pm a vacuo, com o Manifold. Por fim, acido cloridrico 1 mol/L foi
adicionado ao precipitado obtido para recuperagcdo do &cido latico e,
posteriormente, as fracdes foram analisadas por HPLC. A Figura 14 exemplifica
as etapas utilizadas no método tradicional de purificacdo do acido latico.

l: -V
D Vd ' G . =sh L

3. Adicao de carbonato de

1.Remogaode células 2. Evaporagio em calcio )
banho térmico a 70°C. (1 &cido latico: 3 CaCO;) e
(1 &cido latico: 5 CaCO0s)

Agitagao por 3 horas a 60 °C

5. O precipitado foi
tratado com solugao de

| g HCI 1 M

e 6. Andlise do
| . sobrenadante em
l | HPLC.

——
4. Filtragao a vacuo com
membrana 0,22 pm.

Figura 14 — Etapas de purificagdo do acido latico com carbonato de calcio.

3.3.6.2 Precipitacdo com etanol

Assim como descrito por Liu e colaboradores®, no procedimento por
precipitacdo com etanol, inicialmente, as células foram removidas do meio
fermentativo por centrifugagdo. Em seguida, parte do sobrenadante foi filtrado
com 0,15 g de carvao ativo para cada 10 mL de meio e filtrado com membrana
de 0,22 um. Etanol (3:1 v/v) foi adicionado a frio ao sobrenadante para precipitar
o acido latico. A mistura foi mantida na geladeira por 3 horas. O produto foi seco

a vacuo e liofilizado por 24h. Em seguida, foi analisado por HPLC. A Figura 15
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retrata as etapas utilizadas no método 2 de purificacdo do acido latico, adaptada
da purificacdo do acido xilénico.
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de pH 7,0 com NaOH 1M.
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membrana 0,22 pm. ao  sobrenadante para
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7. O precipitado foi 8. Andlise em HPLC
seco no liofilizador do precipitado e do
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Figura 15 - Etapas de purificacédo do acido latico com precipitacdo com etanol.

Sabendo que em pH 7,0 a espécie predominante é o lactato e que ele é
pouco solavel em etanol, corrigiu-se o pH do meio fermentativo para 7,0.

Também foi realizado o teste de precipitacdo com etanol sem correcéo do pH.
111

3.3.6.3 Troca ibnica em coluna de vidro

Para os ensaios de troca ibnica foram testadas as resinas Amberlite IRA-
67 Cl- e IR-120 H*, sendo utilizados como eluente bicarbonato de amobnio 2M e

agua deionizada, respectivamente. A Tabela 2 apresenta as propriedades das
resinas utilizadas.
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Tabela 2 - Propriedades das resinas utilizadas nos experimentos de troca idnica.

Resina Tipo de troca | Grupo funcional Matriz Tamanho de pH
ibnica particula (um)
Amberlite Anibnica Amina terciaria Acrilico (gel) 500-700 0-7
IRA-67 CI fraca
Amberlite Catibnica Acido sulfénico Estireno- 620-830 0-14
IR-120 H* fortemente divinilbenzeno (gel)
acida

A resina de troca anionica fraca (Amberlite IRA-67) foi adquirida na forma
Cl- e foi apenas lavada com agua destilada para sua preparacéo. Para a resina
de troca catidnica fortemente &cida na forma H+, Amberlite IR-120, foi realizada
a lavagem com agua destilada trés vezes para remover quaisquer

contaminantes. %7

Um ciclo completo era realizado em quatro passos para a resina Amberlite
IRA-67 CI

1. Carregamento com meio fermentativo real contendo acido latico;
2. Lavagem com agua deionizada;

3. Eluicdo com solucédo 2,0 M de NH4HCO3s e

4. Lavagem com agua deionizada.

Todos os experimentos eram realizados em coluna de vidro contendo uma
membrana de vidro, para a retengéo do leito de resina, onde eram colocados

22,2 g da resina (BV — volume de leito), conforme as Figuras 16 e 17.
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Figura 16 - Equipamentos utilizados para os experimentos de troca ibnica.
Coluna de vidro com membrana de vidro para retencao da resina acoplada a
bomba peristaltica.

R

[ —
1. Remogao de células 2. Ativagao e 3. Carregamento  em
do meio fermentativo. empacotamento da  bequér ou em leito fixo.

resina na coluna de vidro.

6. Liofilizagdo para retirada
de agua o obtengdao do
acido latico purificado.

4. Eluigao com 5. Evaporar para eliminar o
bicarbonato de amoénio. bicarbonato de amonio.

Figura 17 — Esquema para experimentos de troca i6bnica com resina Amberlite
IRA-67 CI-.

As resinas foram testadas tanto individualmente quanto em associacéo, a
fim de avaliar a pureza e a recuperacdo em cada condicdo. A concentracdo de
acido latico no meio fermentativo de carregamento foi variada (2, 10, 30, 40, 60
e 90 g/L de acido latico). O método de carregamento também foi uma variavel
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estudada, como indicado na Figura 18. O carregamento foi realizado sob
agitacdo em béquer (10, 20 ou 40 min) ou sob fluxo continuo com a bomba
peristaltica diretamente na coluna. Além disso, diferentes vazdes de eluicdo
foram testadas (2,5 a 10,0 mL/min).

‘ Ativacao }—-‘ Resina de Troca ibnica ‘

Resina catidnica Resina anidnica
Amberlite IR-120 H* Amberlite IRA-67 CI-

—% Método de purificacéo }-—

—~{ Carregamento com agitagao

Carregamento na coluna de vidro ‘

Liofilizagao

‘Acido latico purificado |

Figura 18 — Etapas da purificacdo do &cido latico por troca ibnica em coluna de
vidro.

Uma vez que era obtido o acido latico modificado, a aliquota era
submetida a banho térmico de 80 °C para evaporar parte da agua da amostra e
eliminar o carbonato de amodnio. Em seguida, a amostra era congelada e
submetida a liofilizagcdo por 24 horas para eliminar toda agua da aliquota,

resultando no acido latico purificado.

3.3.7 Deteccéao e quantificacdo dos produtos de fermentacéo

As aliquotas coletadas durante as fermentacfes foram analisadas em
HPLC para quantificagdo do acido latico e dos substratos. As aliquotas obtidas
nas etapas de purificacdo também foram quantificadas por HPLC. As amostras
foram diluidas dez vezes com agua ultrapura e injetadas na coluna Aminex HPX-
87H a 40 °C. A fase movel de 0,005 mol/L H2SOa4 foi mantida a 0,6 mL/min de
vazao e as analises foram realizadas com detector do indice de refracdo de
acordo com a curva-padréo para cada analito.

Para a identificacdo do enantiomero do acido latico produzido, o detector
de arranjo de diodo DAD (254nm) e a coluna Chirex 3126 (D)-Penicillamine. A

fase moével foi CuSO4 0,001 mol/L com vazao de 1 mL/min a 30 °C.
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3.3.8 Avaliacdo da performance de fermentacéo e purificacao

Apbs as fermentacgbes, parametros de rendimento e produtividade foram
calculados com base nas equacdes 1 e 2, respectivamente.

_dP _ Pf-Pi
Y pis = = = srsi (1)

O rendimento foi expresso em Qacido latico/Qagicares consumidos, ONde P é a
concentracéo do produto e S a concentragcéo do substrato consumido em g/L. Ps
e Pj sdo as concentracdes finais e iniciais do produto. St e Sj sdo as somas das

concentracdes finais e iniciais dos substratos.

dP _ Pf-Pi _ Formagio de produtos
dat tf—ti Tempo de fermentagao

2)

A produtividade foi expressa em g/L.h, onde P € a concentragdo do
produto em g/L e t o tempo da fermentagcdo em horas. Pr e Pi sao as
concentracgdes finais e iniciais do produto. t; e ti 0s tempos finais e iniciais da
fermentacao.

Usando o modelo Monod, a biomassa (X) é medida pelo peso seco de
células por unidade de volume e p (h'') é a taxa de crescimento especifica da
massa celular. A taxa de crescimento especifico para massa celular (Umax) foi
calculada tragando o grafico Ln X/Xo em func¢édo do tempo, e o coeficiente angular
de a reta ajustada aos dados experimentais durante a fase exponencial de
crescimento corresponde ao Pmax.

A recuperacado de acido latico nos métodos de purificagédo foi calculada
em termos percentuais, com base na massa de acido latico presente na amostra

antes do processo de purificacao.

massa de AL em cada etapa da purificacdo

Recuperacio (%) = .100 3

massa AL do meio fermentativo
A pureza foi calculada com base nos percentuais na massa seca da
amostra obtida apds a purificagdo e na concentracdo de acido latico obtida por

CLAE ap6s diluir a massa seca em 5 mL de agua.

massa de AL em cada etapa da purificacdo

Pureza (%) = .100 (4)

massa seca total
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3.4 Etapa 3

3.4.1 Esterificacao seletiva do 4cido latico purificado com acido
acrilico

Foram realizadas reacdes de esterificacdo para a modificacdo do acido
latico purificado via troca iGnica conforme o método estudado por Barroso e
colaboradores.'% Cerca de 35 mmol de &cido latico foi adicionado a um baldo
de fundo redondo juntamente com acido acrilico na proporcdo 1:1 mol.
Aproximadamente 0,35 mmol de &cido metanosulfonico foi usado como
catalisador da reacé&o. Foi adicionado 0,17 mmol de hidroquinona como inibidor
para evitar que houvesse polimerizacao, visto que em sua estrutura ha um anel
benzénico com 2 hidroxilas na posic¢ao para, que geram ions H* que reagem com
0s possiveis sitios iniciadores.

A reacéo foi realizada com Dean Stark e condensador acoplado com uma
bomba a vacuo para retirada de 4gua do sistema. O meio reacional foi submetido
a 100 °C com agitacdo de 600 rpm por 3 horas em banho de 6leo mineral. A
mesma reacao foi realizada utilizando acido latico comercial, para comparar com
o desempenho do mondmero obtido pela purificagdo com troca idnica.

O éster obtido foi submetido a caracterizacdo por RMN 600 MHz com
CDCIls como solvente e cerca de 20 mg de amostra com TMS (& = 0 pmm) como

padrao interno.

3.4.2 Modificacao do acido latico via esterificacdo de Steglich com
acido acrilico

Em um baldo de fundo redondo acoplado a um condensador foi
adicionado 50 mL de cloroférmio e 0,01 mol de DCC, que agiu como agente de
acoplamento. Em seguida, foram adicionados 0,01 mol de acido acrilico. Apos
10 minutos 0,01 mol de acido latico foram acrescentados a mistura. Por fim, 0,2
mol de DMAP foi adicionado ao meio reacional, que atua como catalisador de
reacao.

A reacao de esterificacao foi realizada a temperatura ambiente por 3 horas
com acompanhamento em tempo real por uma sonda de infravermelho in situ. A

reacao ocorreu a 20 °C e 600 rpm.
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Ao final, a fase orgéanica foi filtrada em funil de Buchner e lavada 3 vezes
com uma solucéo de bicarbonato de sodio 5 % para neutralizar quaisquer acidos
residuais. Em seguida, foi realizada a lavagem com agua destilada para retirada
do bicarbonato de sodio. A fase organica foi seca evaporando o cloroférmio para
isolamento do éster formado para caracterizacdo por RMN 600 MHz com CDCl3
como solvente e cerca de 20 mg de amostra com TMS (& = 0 pmm) como padrao

interno.102

3.5 Etapa 4

3.5.1 Reacéo de copolimerizacdo em miniemulsao de acido latico
modificado com metacrilato de isobornila

As reacdes de copolimerizagdo em miniemulsdo foram realizadas em
batelada, em balées de fundo redondo de 50 mL, com aquecimento via banho
de silicone. As reagdes foram realizadas a 80 °C por 2 horas. Por fim, o material
polimérico foi colocado em estufa a 60 °C para secagem e calcular a conversao.

Em um béquer adiciona-se as quantidades de 33 g de agua, 0,15 g de
dodecil sulfato de sodio (SLS), 0,15 g de hexadecano (HD) e 0,15 g de persulfato
de potassio (KPS) e 6 g de mondmero. Em seguida, a mistura é submetida ao
ultrassonicador por 4 minutos, com 70% de amplitude e 10 segundos on/5 off em
banho de gelo para evitar polimerizacéo.

Foram realizadas reacdes de copolimerizacdo utilizando 5% em massa de
mondmero de acido latico modificado (ALM) produzido pela esterificacdo seletiva

com &cido acrilico com acido acrilico (AA) e 95% de metacrilato de isobornila.

3.5.2 Reacéo de polimerizacéo do acido latico modificado via RAFT

A polimerizacdo RAFT foi planejada com base no trabalho de Haribabu e
Vijayakrishnal!? em que o agente RAFT 2-ciano-2-propil dodecil tritiocarbonato
(12 mg, 0,035 mmols) e iniciador radical Azobisisobutironitrila AIBN (1,3 mg,
0,004 mmoles) foram colocados em um Schlenk e solubilizado em 4 mL de
dimetilformamida (DMF). Em seguida, o acido latico (purificado ou comercial)
(0,35 g, 3,9 mmols) foi adicionado a mistura, com a finalidade de obter 2
polimeros para comparacao. A solucao foi submetida a um fluxo de N2 durante

10 min para tornar a atmosfera inerte. A polimerizac&o foi iniciada mergulhando
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0 Schlenk no banho de 6leo a 65°C e durou 6 horas. O polimero final foi seco

em estufa a 60 °C.

3.5.3 Técnicas de caracterizacdo dos polimeros

e Cromatografia de permeacao em gel (GPC):

As distribuicdes de massa molar e as massas molares médias foram
determinados pela andlise de 3 mg do mon6émero dissolvido em 1 mL de
tetrahidrofurano (THF), filtrado em filtro de Teflon com um tamanho de malha de
45 micrémetros. O cromatégrafo é composto por trés colunas em série (KF-
802.5, KF-804L e KF-805L) e detector de indice de refraccdo (RID-10A),
utilizando THF como fase movel, a 40 °C, e com uma vazao volumeétrica de 1
mL-min-t.

e Espalhamento de luz dinamico (DLS):

O espalhamento de luz dindmico € usado para medir o tamanho das
particulas da miniemulsao. A técnica é capaz de informar qual o tamanho médio
de particulas (Dp) e a distribuicho do tamanho de particulas (DTP). O
equipamento utilizado foi Malvern Zetasizer-NanoSeries, modelo NANO ZS. A
diluicdo feita foi de aproximadamente 10 pL do latex para 3 mL de agua destilada.

e Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A calorimetria diferencial ou exploratéria de varredura foi aplicada nas
amostras dos produtos poliméricos utilizando cadinho de aluminio com,
aproximadamente, 4 mg de amostra. As aquisicées foram realizadas com uma
vazdo de 30 mL-min de hélio para propiciar atmosfera inerte nas aquisicdes
feitas com duas rampas de resfriamento e aquecimento na faixa de -30 °C a 200
°C e taxa de aguecimento de 10 °C-min-.

e Termogravimetria (TG/DTG):

A andlise termogravimétrica foi efetuada nas amostras poliméricas
utilizando um porta-amostra de platina com cerca de 10 mg de amostra. O
analisador termogravimétrico da marca Shimadzu e modelo DTG-60H foi
operado em atmosfera inerte com vazéo de 30 mL-min de nitrogénio. Foram
feitas aquisicdes na faixa de temperatura de 25 °C a 800 °C com taxa de
aquecimento de 10 °C-min-t.
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4 - Resultados e discussodes

4.1 Etapa 1
4.1.1 Perfil de crescimento em meio liquido

Para obter o perfil de crescimento celular de cada bactéria, foram
realizadas fermentac6es em tubos de 50 mL, contendo 30 mL de meio MRS
comercial. Ap6és o preparo do inéculo de cada bactéria, as reacbes em tubos
conicos do tipo Falcon foram realizadas por 72 horas, em shaker, a 30 °C e 180
rpm. A cada 4 horas foram retiradas aliquotas para aferir a densidade 6ptica.

A curva de crescimento celular é dividida em: fase de laténcia (lag), fase
exponencial (ou log), fase estacionéria e fase de declinio (morte celular). A fase
lag é o periodo em que o numero de células sofre pequenas variagdes, uma vez
que o crescimento néo se inicia de imediato. A fase de crescimento exponencial
€ referente ao periodo em que as células iniciam seu processo de divisao,
aumentando significativamente o numero de células no meio. Na fase
estacionaria, o nimero de células se mantém constante, ou por limitacdo de
nutrientes ou por producdo de compostos inibitérios. A fase de declinio
corresponde ao periodo em que grande parte das células morrem.'3 A Figura

19 mostra as curvas de crescimento celular obtidas para cada bactéria.
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Figura 19 - Concentracdo celular das bactérias E. duras (verde), P. acidilactici
(vermelho), W. thailandensis (preto) e L. lactis (azul) em meio MRS liquido por 72
horas.

Com base no perfil das curvas, percebe-se que a E. durans tem uma fase
exponencial nas primeiras 8 horas. Apés este tempo, observa-se uma fase de
crescimento mais lenta até 36 horas, seguida de uma nova fase exponencial até
48 horas. O crescimento celular é mais expressivo entre 36 e 52 horas de
fermentacdo. A segunda etapa de crescimento pode estar associada ao
consumo do préprio &cido latico produzido, jA que a glicose pode ter sido
metabolizada nas primeiras horas de fermentacdo. Algumas bactérias laticas,
como L. buchneri, sdo capazes de consumir o acido latico na auséncia de outra
fonte de carbono.'* Apés 60 horas de fermentagdo, a concentracédo celular se
mantém constante, indicando que alcancou a fase estacionaria. Durante as 72
horas de fermentacéo, nao foi possivel observar a fase de declinio.

Foi observado que a L. lactis apresentou a maior fase lag com glicose,
chegando a 24 horas. Comparando com as demais bactérias, percebe-se que a
L. lactis leva mais tempo para iniciar a fase de crescimento exponencial,

indicando que levou mais tempo para ajustar suas funcbes metabdlicas e
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comecar a crescer ativamente com a glicose do que as demais bactérias. A partir
de 56 horas de experimento, a bactéria ndo teve aumento nos valores de
concentracéo celular, indicando que entrou na fase estacionaria.

As bactérias P. acidilactici e W. thailandensis possuem perfis
semelhantes. Apesar do crescimento celular atingir valores maximos em menos
horas para esses dois organismos, a bactéria E. durans alcancou valores de
concentracdo celular maiores. Isso indica que a E. durans pode ter uma
capacidade de crescimento prolongada, que resulta em uma populacao celular

final maior.

4.1.2 Avaliacao da producéao de acido latico em frascos
As bactérias P. acidilactici, E. durans, W. thailandensis e L. lactis foram

submetidas a cultivos em meio MRS comercial para uma avaliacdo preliminar da
producao de &cido latico, bem como o consumo de diferentes fontes de carbono

(glicerol, lactose e sacarose).

4.1.2.1 Avaliagdo da capacidade de producdo de acido latico
utilizando diferentes fontes complementares de carbono

Os experimentos foram realizados em frasco de 50 mL e tiveram como
principal objetivo verificar a capacidade de producgéo de &cido latico de cada
bactéria utilizando trés fontes de carbono. Cada bactéria foi cultivada em meio
MRS comercial (20 g/Lde glicose) suplementado com 40 g/L de glicerol, 40 g/L
de lactose ou 40 g/L de sacarose. Neste experimento, constatou-se por HPLC
que todas as bactérias analisadas produziram o enantidmero (L)-acido latico
com pureza Optica, cenario que possibilita utiliza-lo como monémero para
producdo de polimeros a base de acido latico. 11°

A bactéria P. acidilactici consumiu 0,6 g de glicose em todos 0s ensaios
antes das 24 horas de fermentacéo, exaurindo os 20 g /L de concentracao inicial
presentes no meio comercial. Ja as fontes suplementadas nao foram totalmente
consumidas.

A Figura 20 mostra as produgdes de &cido latico obtidas com a bactéria
P. acidilactici para cada condicdo. A producdo maxima de acido latico foi de
7,56 £ 1,42 g/L com a sacarose, seguido por 7,51 + 0,89 g/L no experimento

com glicerol e 7,05 = 0,53 g/L com lactose ao final das 96 h.
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Figura 20 — Producao de &cido latico para a bactéria P. acidilactici com
meio MRS comercial (20 g/L de glicose) suplementado com 40 g/L de lactose,
sacarose e glicerol.

Foi observado que apds as primeiras 24 horas de fermentacao nao foi
observado um aumento significativo na producédo de acido latico conforme
Figura 20. Apds esgotar a glicose, a bactéria P. acidilactici consumiu
aproximadamente 0,3 g (15 g /L) de lactose dos 1,4 g (45 g/L) disponiveis
inicialmente. Uma produtividade maxima de 0,25 g/L-h e rendimento de 0,24 g/g
foram alcancados neste experimento para o ponto de 24 horas. O consumo do
glicerol também foi baixo e apenas 0,24 g (9,75 g /L) foi consumido no decorrer
do processo fermentativo. Porém, como a producdo de acido latico para este
substrato foi semelhante a producdo das demais fontes, resultou numa
produtividade maxima de 0,26 g/L-h e rendimento de 0,26 g/g para o
experimento com glicerol para 24 horas de processo. Quando a fonte de
carbono foi a sacarose a P. acidilactici consumiu 0,6 g (27 g/L) ao final das 96
horas de fermentacéo, para esta fonte de carbono, a produtividade maxima foi
de 0,24 g/L-h, com 0,19 g/g de rendimento para 24 horas de processo, além de

consumir toda a glicose. Apesar de consumir uma maior quantidade da fonte
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de carbono, a bioconversdo a acido latico nao foi eficiente, resultando em
rendimento menor. A Tabela 3 traz os dados de producédo de &cido latico,
rendimento e produtividade para cada fonte.

Tabela 3 - Producéo de &cido latico, rendimento e produtividade para a bactéria
P. acidilactici em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL.

P. acidilactici — 20 g/L glicose + 40 g/L fonte suplementar

Producéo de

R Producéo de acido Rendimento o
Fonte de carbono acuig/:jtlco latico (g) Y (gAU/Gronte consumica) Produtividade (g/L-h)
Lactose e glicose 7,05+ 0,53 021 0,24 0,25
Sacarose e glicose 7,56 + 1,42 0.23 0,19 0,24
Glicerol e glicose 7,51+0,89 0,22 0,26 0,26

Assim como relatado por Campos e colaboradores?’, foi observado que
para a P. acidilactici, a taxa de consumo de glicose € maior que a de outros
acucares, indicando uma preferéncia pela glicose, seguida por uma fase de
adaptacao com as outras fontes.

A bactéria P. acidilactici produziu aproximadamente 7 g/L de acido latico
para as 3 fontes de carbono. Deste modo, podemos inferir que a lactose,
sacarose e glicerol ndo contribuiram para a producédo de acido latico.

Seguindo as mesmas condi¢cdes de cultivo para P. acidilactici, a Figura
21 mostra as concentracdes obtidas ao final de 96 horas de fermentacdo com
a E. durans. Pode-se observar que as fermentacdes com a bactéria E. durans,
a producédo de acido latico foi semelhante ao obtido nos experimentos com a

bactéria P. acidilactici (Figura 20).
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Figura 21 — Producao de acido latico para a bactéria E. durans com meio MRS
comercial (20 g/L de glicose) suplementado com 40 g/L de lactose, sacarose e
glicerol.

A producdo maxima de 4cido latico pela bactéria E. durans foi de 7,31 +
0,51 g/L com a sacarose, 8,11 + 1,03 g/L com o glicerol e 8,50 + 0,83 g/L com
a lactose. Ao final das 96 horas de fermentacéo, a bactéria consumiu 0,29 g (10
g/L) de lactose, resultando em um rendimento de 0,28 g/g e produtividade de
0,26 g/L.h em 24 horas e na maior producao entre os substratos testados. Um
comportamento semelhante foi observado para o glicerol, em que cerca de 0,26
g do substrato foi consumido durante a fermentacdo, alcancando um
rendimento de 0,28 g/g e produtividade de 0,26 g/L-h. A Tabela 4 traz os dados

de producédo de acido latico, de rendimento e produtividade para cada fonte.

Tabela 4 - Produgé&o de acido latico, rendimento e produtividade para a bactéria
E. durans em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL.

E. durans — 20 g/L glicose + 40 g/L fonte suplementar

Producgéo de Producio de 4cido Rendimento
Fonte de carbono  &cido latico 5 Y (gAL/gfonte Produtividade (g/L-h)
latico (g) .
(g/L) consumida)
Lactose e glicose 8,50 + 0,83 0,29 0,33 0,26
Sacarose e glicose 7,31 +0,51 0,22 0,17 0,22
Glicerol e glicose 8,11+ 1,03 0,26 0,28 0,26

A bactéria E. durans foi capaz de consumir cerca de 0,69 g (24 g/L) de

sacarose, obtendo um rendimento de 0,17 g/g e produtividade 0,22 g/L-h com
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25 de processo. Toda a glicose (0,6 g) foi consumida antes das primeiras 24
horas de fermentacdo em todos os ensaios. Como a concentracdo de acido
latico aumentou entre 48 e 72 horas de fermentacdo, podemos atribuir esta
conversdo ao consumo da lactose e da sacarose, ja que a glicose ja havia sido
exaurida.

A bactéria W. thailandensis foi a que apresentou menores producdes de
acido latico. A glicose foi totalmente consumida antes das primeiras 24 horas
de fermentacdo. Para o experimento com sacarose, 0,54 g de acucar foi
consumido e produziu aproximadamente 0,11 g de acido latico. Na fermentacéo
com lactose, 0,78 g de acucar foi utilizado para produzir aproximadamente 0,12
g de acido latico. Para o glicerol, o consumo de 0,88 g de fonte de carbono
produziu 0,11g de &cido latico. A Figura 22 mostra a producao no decorrer da
fermentacao.
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Figura 22 — Produgé&o de acido latico para a bactéria W. thailandensis com meio
MRS comercial (20 g/L de glicose) suplementado com 40 g/L de lactose,
sacarose e glicerol.

O consumo de lactose foi de apenas 0,18 g, produzindo 4,06 £ 0,35 g/L
de acido latico com rendimento de 0,16 g/g e produtividade de 0,15 g/L-h para
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24 h de experimento. A bactéria consumiu 0,28 g de glicerol, produzindo 0,11 g
de &cido latico com rendimento de 0,13 g/g e produtividade de 0,13 g/L-h em 24
horas. Para a sacarose, foi observado um perfil semelhante, com consumo
maior da fonte de carbono suplementar (0,54 g) e produzindo a mesma
quantidade de &cido latico. Tal fato indica que o consumo da sacarose foi
direcionado para producéo celular, resultando em rendimento menor (0,10 g/g).
A Tabela 5 traz os dados de producdo de acido latico, de rendimento e

produtividade para cada fonte.

Tabela 5 - Producédo de acido latico, rendimento e produtividade para a bactéria
W. thailandensis em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL.

W. thailandensis — 20 g/L glicose + 40 g/L fonte suplementar

Producéo de

PR Producéo de &cido Rendimento o
Fonte de carbono acmég/:_a;tlco latico (g) Y (gAU/Gronte consumica) Produtividade (g/L-h)
Lactose e glicose 4,06 £ 0,35 0,12 0,16 0,15
Sacarose e glicose 3,83+ 0,31 0,11 0,10 0,13
Glicerol e glicose 3,80+0,31 0,11 0,13 0,13

As producdes de acido latico e as produtividades alcancadas neste
experimento foram menores do que as relatadas por Carlosama e
colaboradores’ com Weissella cibaria, que variou entre 14,40 e 44,50 g/L de
acido latico e produtividade entre 2,4 e 7,42 g/L-h a depender das condi¢des de
pH, temperatura e agitacdo e fonte de carbono.”® Sendo assim, pode se avaliar
que ajustes nos paramentos da fermentacdo podem otimizar a producao de
acido latico.

A bactéria L. lactis foi a que obteve melhor desempenho na producéo de
acido latico. A fonte que teve a melhor producao de acido latico, 27,44 + 4,63
g/L, foi a sacarose. Aproximadamente 0,81 g (27 g/L) de sacarose foi
consumido, além de 0,6 g (10 g/L) de glicose, resultando um rendimento de
0,59 g/g e produtividade de 0,29 g/L.h em 96 horas. A Figura 23 mostra as
producgdes de &cido latico para as diferentes fontes de carbono utilizando a L.

lactis.
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Figura 23 — Producéo de acido latico para a bactéria L. lactis com meio MRS
comercial (20 g/L de glicose) suplementado com 40 g/L de lactose, sacarose e
glicerol.

A producéo de 27,44 + 4,63 g/L de acido latico com sacarose e glicose
sem controle de pH foi proxima a obtida por Cock e Stouvenel (2006) na
fermentacdo em batelada a 32 °C, com 60 g/L de glicose e controle de pH em
6,0, chegando a produzir 32,3 g/L de &cido latico com a L. lactis subs lactis.3’

Para a L. lactis, a producéo de acido latico com lactose foi de 24,19 +
5,63 g/L, sendo que 0,47 g (15 g/L) de lactose foi consumida no final da
fermentacdo. A glicose também foi totalmente consumida nestas condicdes,
obtendo um rendimento de 0,68 g/g e produtividade de 0,26 g/L-h em 96 horas.
A Tabela 6 traz os dados de producdo de &cido latico, de rendimento e

produtividade para cada fonte.
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Tabela 6 - Producao de acido latico, rendimento e produtividade para a bactéria
L. lactis em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL

L. lactis — 20 g/L glicose + 40 g/L fonte suplementar

Producéo de

PSR Producéo de acido Rendimento -
Fonte de carbono amcég/:_e;tlco latico (g) Y (gaUGronte consumida) Produtividade (g/L-h)
Lactose e glicose 24,19 + 5,63 0,73 0,68 0,26
Sacarose e glicose 27,44 + 4,63 0,82 0,59 0,29
Glicerol e glicose 17,75+ 3,35 0,53 0,59 0,18

A fermentacdo com glicerol teve como producdo maxima de acido latico
17,75 + 3,35 g/L, com um consumo total da glicose e 0,29 g de glicerol. Para
esta fonte, obteve-se um rendimento de 0,59 g/g e produtividade de 0,18 g/L-h
em 96 horas. A bactéria L. lactis teve um desempenho melhor que os demais
microrganismos sendo capaz de produzir &cido latico a partir de lactose e
sacarose nas condicdes empregadas.

Neste experimento com a L. lactis, as producdes de acido latico foram
maiores do que as relatadas por Cock e Stouvenel 3" nas fermentacdes sem
controle de pH com glicose, as quais obtiveram producao méaxima de acido latico

de 13,7 g/L. pela L. lactis subs lactis.

Souza e colaboradores’ utilizando a bactéria L. lactis produziram 47,4%
mais acido latico (23,4 g/L) com controle de pH do que a com as mesmas
condi¢cbes sem controle de pH. Uma vez que a cepa utilizada neste experimento
foi capaz de produzir mais &cido latico sem o controle de pH do que Souza e
colaboradores’® infere-se que a L. lactis tem grande potencial de maximizar sua

producdo com ajustes nos parametros da fermentacdo, como pH.

Todas as bactérias foram capazes de produzir o L-(+)-acido latico com
pureza optica e nado tiveram o crescimento celular inibido na presenca de glicerol,
uma vez que nos experimentos com 40 g/L de glicerol, as cepas foram capazes
de produzir 4cido latico em quantidades semelhantes as produzidas na auséncia

desta fonte.

Os experimentos seguintes utilizaram o meio MRS modificado com
concentracbes menores das fontes de carbono para verificar se o excesso de
acucar no meio estaria prejudicando a producédo de acido latico. Ja que estudos
como Cock e Stouvenel®” apontam que a producdo maxima de acido latico e a
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maior conversdo da fonte de carbono foram alcancadas em baixas

concentracdes de glicose.

Uma vez que o consumo das fontes de carbono suplementares néo se
mostrou satisfatorio, novos experimentos foram realizados com menor
quantidade de glicose inicial, 10 g/L. Com a glicose em menores concentracoes,
foi possivel verificar uma melhor assimilacdo dos demais acucares,
proporcionando um aumento na producao de 4cido latico quando comparamos
com fermentacdes com maiores concentracdes de glicose. O meio foi
suplementado com 10 g/L de glicose e 20 g/L de lactose ou sacarose. Os
experimentos com glicerol foram realizados sem glicose. Fermentacdes foram
realizadas com as 4 bactérias com a finalidade de verificar qual fonte apresenta
maior rendimento e produtividade para a producéo de acido latico.

Ao final das 96 horas, a bactéria P. acidilactici consumiu
aproximadamente 0,38 g (12 g/L) de sacarose e 0,46 g (15 g/L) de lactose, além
de 0,30 g (10 g/L) de glicose para ambas condicbes. A Tabela 7 e a Figura 24
mostram a producgéo de &cido latico e o consumo de cada fonte.

Tabela 7 - Producao de acido latico, rendimento e produtividade para a bactéria
P. acidilactici em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL

P. acidilactici — 10 g/L glicose + 20 g/L fonte suplementar

Produgéo = :
Fonte de L Producao de Rendimento -
carbono | z;jtiecgiglcl)_) acido latico (g) Y (gaL/Qronte consumida) Produtividade (g/L-h)
Lactose e 14 93+ 0,66 0,30 0,61 0,37
glicose
Sacarose e 4y g1 4011 0,35 0,04 0,37
glicose
Glicerol 1,25+ 0,071 0,04 0,62 0,01
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Figura 24 — Producéo de &cido latico com P. acidilactici para fermentagfes com
20 g/L sacarose e 10 g/L glicose, fermentacdes com 20 g/L lactose 10 g/L glicose
e fermentagbes com 20 g/L de glicerol.

A bactéria P. acidilactici produziu 10,03 + 0,66 g/L de acido latico nas
fermentacdes com lactose, alcancando um rendimento de 0,61 g/g e
produtividade de 0,37 g/L.h em 24 horas. A melhor condi¢do para a P. acidilactici
foi a fermentacdo com sacarose como fonte de carbono, produzindo 11,81 £0,11
g/L de acido latico com um rendimento de 0,94 g/g e produtividade de 0,37 g/L-h
em 24 horas.

A utilizacdo de uma fonte de carbono suplementar de 40 g/L (Figura 20)
resultou em uma menor producao de acido latico quando comparada com uma
concentracdo menor (20 g/L) (Figura 24), sugerindo que 0S microrganismos
sofreram inibicdo em concentracées mais elevadas de fonte suplementar. Nas
primeiras 24 horas de fermentacao a glicose ja havia sido totalmente consumida.
Este tempo coincide com 0 aumento mais expressivo na producao de acido latico

e crescimento celular.
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Na fermentacéo utilizando somente glicerol como substrato, observou-se
que apenas 0,06 g (2 g/L) de glicerol foi consumido durante a fermentacao,
produzindo 1,25 + 0,07 g/L de &cido latico. Na fermentacdo com glicerol
suplementado com glicose, a P. acidilactici foi capaz de metabolizar 0,24 g (8
g/L) de glicerol, indicando que a associa¢cdo das fontes de carbono favorece a
via metabdlica do glicerol. Entretanto, a fermentacdo com glicerol como Unica
fonte de carbono apresentou rendimento maior (0,62 g/ggiicerol) do que quando
associado com glicose (0,268 g/gglicose+glicerol).

A bioconversdo das fontes de carbono avaliadas apresentou valores
absolutos de producdo menores do que os relatados por Juodeikiene e
colaboradores®?, que avaliaram a bioconversédo de subprodutos agroindustriais
sélidos em &cido latico usando a cepa Pediococcus acidilactici KTUO5-7 e
obtiveram 20,18 g/kg de acido latico em 48 horas de fermentacdo. Porém, os
resultados obtidos com sacarose e glicose apresentaram um rendimento maior
(0,94 g/g) do que no relatado por Zhang e colaboradores®*, que utilizaram a
Pediococcus acidilactici para produzir 4cido latico, alcancando 31,9 g/L, com
rendimento de 0,742 g/gacicar cOmM glicose e xilose. Em conjunto, os dados
apontam o potencial da associacao destes aglUcares como fonte de carbono.

A bactéria W. thailandensis produziu 13,05 + 0,57 g/L de acido latico nas
fermentacdes com sacarose, alcancando um rendimento de 0,75 g/g e
produtividade de 0,19 g/L-h nas fermentacbes com menores concentracdes
iniciais das fontes de carbono. Para a lactose, a producéo de &cido latico foi de
10,74 + 0,28 g/L em 96 horas, com rendimento de 0,74 g/g e produtividade de
0,14 g/L-h em 72 horas. A Tabela 8 traz os resultados de producéo, rendimento
e produtividade obtidos para as diferentes fontes de carbono.

Tabela 8 - Producéo de acido latico, rendimento e produtividade para a bactéria
W. thailandensis em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL.

W. thailandensis — 10 g/L glicose + 20 g/L fonte suplementar

Fonte de Producéo de &cido ~ Rendimento Produtividade
carbono latico (g/L) P_rOdU(;E_iO de Y (gAL/Gtonte consumida) (g/L-h)
acido latico (g)
Lactose e 10,74 +0,28 0,32 0,74 013
glicose
Sacarose 13,05 + 0,57 0,39 0,75 0,19

glicose

Glicerol 0,78 £ 0,26 0,02 0,30 -*

*Valor menor que o erro experimental
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A melhor condicdo de fermentacdo para a W. thailandensis foi a
fermentacdo com sacarose como fonte de carbono e aproximadamente 0,57 g
de sacarose foi consumido no decorrer da fermentacdo. O consumo de lactose
foi de aproximadamente 0,43 g (14 g/L). Além disso, a bactéria consumiu 0,3 g
(10 g/L) de glicose nas primeiras 24 horas de experimento para ambas as fontes.
A Figura 25 apresenta os resultados de consumo das fontes de carbono

correlacionadas com a produc¢édo de acido latico.

W. thailandensis

30 . r . r . . . .
25 4 -

g 20 - -
A

@

o 15 - -
c

(]

3]

c -
(@)

O

) v I v I v
0 20 40 60 80 100
Tempo (h)

—&— Glicose - sacarose —— Glicose - lactose —— Glicose - glicose
—@— Sacarose —&— | actose —&— Glicerol

—A— Acido l4tico - sacarose —#— Acido latico - lactose —&— Acido latico - glicerol
Figura 25 - Producdo de acido latico com W. thailandensis para fermentacfes
com 20 g/L sacarose e 10 g/L glicose, fermentacées com 20 g/L lactose 10 g/L
glicose e fermentagdes com 20 g/L de glicerol.

A bactéria W. thailandensis apresentou uma melhora significativa quando
comparamos com O experimento com maiores concentragcdes iniciais de
substrato. Para a lactose, o rendimento subiu de 0,16 g/g para 0,74 g/g com
menores concentracdes iniciais de acucares. A Producéo de acido latico subiu
de 4,06 g/L para 10,74 g/L e a produtividade de 0,04 g/L-h para 0,13 g/L-h com
a diminuicdo da concentracao do substrato em 96 horas de processo.

Para fermentagcbes com menores concentragdes iniciais de sacarose, 0

rendimento subiu de 0,1 g/g para 0,75 g/g. Além disso, a produtividade aumentou
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de 0,13 para 0,19 em 96 horas, chegando a produzir 13,05 g/L de acido latico ao
final da fermentacéo.

A bactéria W. thailandensis consumiu aproximadamente 0,08 g (2 g/L) de
glicerol, produzindo apenas 0,02 g (0,78 g/L) de &cido latico com 0,3 g/g de
rendimento. No experimento com associacéo de glicerol e glicose, a bactéria foi
capaz de consumir 0,28 g de glicerol, indicando que a presenca do agucar pode
favorecer o consumo de glicerol.

Nagarajan e colaboradores*! relataram que por meio de fermentacées em
batelada, utilizando glicose a 40 g/L no meio com algas marinhas hidrolisadas,
produziram 17,48 g/L de acido latico com Weissella sp. e 20 g/L de acido latico
com W. paramesenteroides, consumindo 88% da glicose com rendimento de
0,68 g/g.

Neste experimento, a W. thailandensis foi capaz de produzir 13,05 + 0,57
g/L de acido latico a partir de 10 g/L de glicose e 20 g/L de sacarose com
rendimento de 0,75 g/g, maior que o obtido em fermentacées com glicose por
Nagarajan e colaboradores #1. Além disso, a bactéria foi capaz de exaurir a
glicose e consumir 94,75% da sacarose. Os resultados indicam que a
associacdo destes dois acucares é uma alternativa para melhorar a
bioconverséo ao produto de interesse.

Carlosama e colaboradores 72 verificaram que alterando parametros como
temperatura, pH e agitacao nas fermentac6es com Weissella cibaria, a producéo
de acido latico aumentou de 14,40 para 44,50 g/L. Sendo assim, a W.
thailandensis tem potencial de produzir ainda mais acido latico com ajustes nos
parametros da fermentagéo.

Para os experimentos com concentracdes iniciais de substrato menores,
a bactéria L. lactis consumiu aproximadamente 0,14 g (4 g/L) de lactose,
produzindo 0,32 g (10 g/L) de acido latico com um rendimento de 0,41 g/g e
produtividade de 0,32 g/L-h em 24 horas. A melhor condi¢c&o para a L. lactis foi
a fermentacao com sacarose como fonte de carbono, produzindo 0,38 g de acido
latico, alcancando um rendimento de 0,44 g/g e produtividade de 0,35 g/L-h em
24 horas. Em todos os experimentos, houve o consumo de 0,3 g de glicose antes
de 12 horas de fermentacéo. A Tabela 9 mostra a producéo de acido latico e os

valores de rendimento e produtividade para cada fonte.
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Tabela 9 - Producdo de acido latico e consumo da fonte de carbono para a

bactéria L. lactis em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL.

L. lactis— 10 g/L glicose + 20 g/L fonte suplementar

Fonte de Producéo de acido latico Producéo de I?(e(n d|r}1ento Produtividade
carbono (g/L) acido latico (g) gaL/Gronte (g/L-h)
consumlda)
Lactose e glicose 10,58 £ 2,09 0,32 0,41 0,32
Sacarose e 12,57 + 2,34 0,38 0,44 0,35
glicose
Glicerol 0,45 + 0,04 0,14 0,03 -*

*Valor calculado inferior ao erro.

A Figura 26 indica os perfis de consumo de substrato, bem como a
producdo de &cido latico. Pelo gréfico obtido, percebe-se que o consumo das
fontes suplementares foi pouco expressivo. Nas primeiras 12 horas de
fermentacdo, com o exaurimento da glicose, nota-se a producao do acido latico.

Mesmo com 96 horas de experimento, a bactéria ndo metabolizou a fonte
suplementar.

L. lactis
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Figura 26 - Producgé&o de &cido latico com L. lactis para fermentagcées com 20 g/L

sacarose e 10 g/L glicose, fermentagdes com 20 g/L lactose e 10 g/L glicose e
fermentacdes com 20 g/L de glicerol.
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A producdo de &acido latico foi de 12,57 g/L quando reduzimos a
guantidade de sacarose e glicose. O rendimento foi 0,44 g/g, sem exaurimento
da sacarose. Com maiores concentracdes iniciais de fonte de carbono, o
rendimento foi maior, alcancando 0,56 g/g.

Nas fermentacdes com 40 g/L de lactose e 20 g/L de glicose, a producéo
de acido latico chegou a 24,19 g/L com consumo de 0,47 g de lactose e 0,6 g de
glicose. Apenas 0,14 g de lactose e 0,3 g de glicose foram consumidos nos
experimentos com menores concentragcoes de substrato, produzindo 10,58 g/L
de &cido latico.

A bactéria L. lactis consumiu aproximadamente 0,16 g de glicerol na
auséncia de glicose, convertendo a 0,45 g/L de acido latico. No experimento com
glicose, a bactéria foi capaz de metabolizar 0,29 g de glicerol e 0,6 g de glicose,
produzindo 17,75 g/L. Neste caso, nota-se que a associacao das fontes de
carbono favoreceu o consumo do glicerol. Isto pode ser explicado por que em
menores concentracdes de substrato, a eficiéncia do metabolismo latico pode
ser favorecida, uma vez que as bactérias conseguem utilizar o agucar de forma
mais eficaz, maximizando a conversdo em acido latico.

Cock e Stouvenel®’ fizeram experimentos com e sem controle de pH e
concentracdes de glicose variando entre 20 a 110 g/L com L. lactis subs lactis.
Para o experimento sem controle de pH, a producao maxima de &cido latico foi
de 13,7 g/L utilizando 60 g/L de glicose, quando comparamos com os resultados
obtidos neste experimento, resultados proximos foram alcancados, utilizando
menos substrato. A associacao de glicose com lactose ou sacarose resultaram
em produc@es de 10,58 g/L e 12,57 g/L de &cido latico, respectivamente.

Souza e colaboradores’ também utilizaram a bactéria L. lactis e relataram
a influéncia do controle de pH e obtiveram concentracdes de acido latico
semelhantes as apresentadas neste trabalho, eles utilizaram aproximadamente
13 g/L de acido latico utilizando 20 g/L de glicose como fonte de carbono em 24
horas de fermentacdo a 30 °C em biorreator sem o controle de pH, ndo sendo
capaz de exaurir a glicose. Porém, as fermentacdes nas mesmas condigcdes com
controle de pH em 5,0 possibilitaram o consumo total de fonte de carbono, bem
como maior producéo de acido latico (24 g/L).

Para os experimentos com menores concentracdes iniciais das fontes de

carbono, a bactéria E. durans produziu 11,55 + 0,72 g/L de acido latico nas
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fermentacdes com sacarose, alcancando um rendimento de 0,91 g/g e
produtividade de 0,18 g/L-h em 48 horas. A melhor condi¢do para a E. durans foi
a fermentacédo com lactose como fonte de carbono, produzindo 18,44 + 0,62 g/L
de &cido latico com um rendimento de 0,92 g/g. A Tabela 10 mostra a producéo
de &cido latico e os valores de rendimento e produtividade para cada fonte.

Tabela 10 - Producéo de &cido latico e consumo da fonte de carbono para a
bactéria E. durans em 96 horas de fermentacdo em tubos de 50 mL

E. durans — 10 g/L glicose + 20 g/L fonte suplementar

Fonte de Producéo de acido Producao de Rendimento Produtividade
carbono latico (g/L) acido latico (g) Y (gaL/Gronte consumida) (g/L-h)
Lactose e 18,44 + 0,62 0,55 0,92 0,29
glicose
Sacarose e 11,55 + 0,72 0,35 0,90 0,18
glicose
Glicerol 1,10+ 0,11 0,03 0,41 0,02

A Figura 27 mostra os perfis de consumo de acido latico, bem como o
consumo de substrato. Para a sacarose como fonte de carbono, a bactéria E.
durans consumiu 0,38 g de sacarose e 0,3 g de glicose, alcancando um
rendimento de 0,9 g/g e produtividade de 0,18 g/L-h.

A melhor condicdo para a E. durans foi com lactose como fonte
suplementar, sendo capaz de exaurir os aglUcares antes de 96 horas de
fermentacao. Cerca de 0,60 g de lactose e 0,30 g de glicose foram consumidos,

com rendimento de 0,92 g/g e produtividade média de 0,29 g/L-h em 48 horas.
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E. durans
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Figura 27 - Producao de acido latico com E. durans para fermentacdes com 20
g/L sacarose e 10 g/L glicose, fermentacdes com 20 g/L lactose 10 g/L glicose e
fermentacdes com 20 g/L de glicerol.
A E. durans consumiu aproximadamente 0,8 g de glicerol, produzindo

apenas 1,10 = 0,11 g/L de &cido latico, com rendimento de 0,42 g/Qgiicerol €
produtividade de 0,02 g/L-h em 48h. Sem a glicose como fonte de carbono, a
bactéria foi capaz de consumir 0,54 g a mais de glicerol do que no experimento
com associacdo das fontes. Além disso, a fermentacdo utilizando somente
glicerol implicou em rendimento maior do que a bioconversdo com glicose e
glicerol (0,28 g/gglicose+glicerol).

Verificou-se uma melhora significativa nas fermentacdes com E. durans e
menores concentracdes iniciais de fonte de carbono quando comparamos com
0 experimento com maiores concentragdes iniciais de substrato. Para a
sacarose, o rendimento foi de 0,17 g/g para 0,9 g/g com menores concentragoes
de substrato inicial. Para a lactose, o rendimento foi de 0,28 g/g para 0,92 g/g e
a produtividade foi de 0,26 g/L-h para 0,29 g/L-h quando a concentracdo de
substrato inicial era menor.

Os resultados obtidos na fermentacdo com lactose sdo semelhantes aos
relatados por Pessione e colaboradores®, que utilizaram a bactéria E. faecium
LLAA-1 em fermentagcGes com glicose, produzindo aproximadamente de 18 g/L

de &cido latico, com conversao de aproximadamente 90%.
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Com base nos resultados de consumo de lactose e producdo de acido
latico nas fermentacbes com a E. durans, inferiu-se que esta bactéria teria
potencial para alcancar maiores producdes e rendimentos. A lactose
suplementada com glicose seria mantida como fonte de carbono e a E. durans
foi selecionada como a cepa elite para dar continuidade aos experimentos, com
a finalidade de otimizar os parametros e produzir o acido latico em maiores

escalas.

4.1.2.2 Adaptacgao celular natural com glicerol

Foram realizados 6 ciclos de fermentacdes com as 4 bactérias com meio
MRS modificado suplementado com 20 g/L de glicerol. Os reciclos eram de 96
em 96 horas, os tubos eram centrifugados e o sobrenadante era recolhido para
analise. As células eram ressuspendidas em um novo meio, com as mesmas
concentragdes de glicerol. O pH e a biomassa foram medidos ao final de cada
ciclo, bem como metabdlitos por analises de HPLC, para verificar se havia
producao de acido latico.

O glicerol ndo impediu o crescimento das 4 cepas avaliadas, porém, nao
houve a bioconversdo a acido latico de maneira significativa. As bactérias W.
thailandensis e E. durans foram as que conseguiram se desenvolver melhor com
o glicerol. Apesar de nado produzir acido latico expressivamente, elas foram
capazes de aumentar sua concentracao celular.

A maior producéo de &cido latico também foi obtida com a bactéria E.
durans, alcancando 1,1 g/L em 480 horas de fermentacdo. O meio tamponado
em pH = 7,0 ndo sofreu acidificacdo significativa, o que era esperado, devido a
baixa producédo de acido latico.

A bactéria P. acidilactici produziu 0,6 g/L de &cido latico no seu melhor
ciclo. Houve crescimento celular no primeiro ciclo, mas se manteve praticamente
constante nos outros ciclos. O consumo de glicerol nas primeiras 96 horas de
fermentacao foi de apenas 0,011 g. A Figura 28 representa os dados obtidos

para a P. acidilactici.
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Figura 28 - Producédo de acido latico, concentracéo de glicerol, densidade 6ptica

e pH para adaptacédo celular bactéria P. acidilactici em fermentacfes de ciclos

de 96 horas, representados por R.

A bactéria E. durans teve uma producdo de 4&cido

latico de

aproximadamente 1 g/L nos 5 primeiros ciclos e houve crescimento celular. No

sexto ciclo, a densidade éptica caiu, assim como a produc¢do de acido latico. Ao

final do primeiro ciclo, 0 microrganismo consumiu 0,25 g de glicerol e produziu

0,94 g/L de acido latico, assim como representado na Figura 29.
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Figura 29 - Producédo de acido latico, concentragdo de glicerol, densidade Optica
e pH para adaptacado celular bactéria E. durans em fermentagdes de ciclos de
96 horas, representados por R.

O pH foi minimamente acidificado no decorrer dos ciclos, caindo de 6,76
para 6,57. Dentre as espécies analisadas, a E. durans foi a que teve um melhor
desempenho na adaptacao.

A bactéria W. thailandensis teve uma crescente evolucéo na producéo de
acido latico e no crescimento celular. Ao final do sexto ciclo, ela produziu 0,88
g/L de acido latico, mas a partir do quarto ciclo o pH do meio ja diminuia. No

primeiro ciclo, houve o consumo de 0,041 g de glicerol, produzindo 0,27 g/L de
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acido latico. Os dados obtidos estdo representados na Figura 30.
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Figura 30 - Producédo de acido latico, concentracdo de glicerol, densidade Optica
e pH para adaptacdo celular bactéria W. thailandensis em fermentacfes de
ciclos de 96 horas, representados por R.

A bactéria L. lactis manteve a densidade éptica baixa durante os 6 ciclos.
O pH se manteve em torno de 6,7, ndo sofrendo alteracBes consideraveis. A
maior producdo de acido latico chegou a 0,6 g/L e o consumo de glicerol foi de
0,028 g. A Figura 31 traz os resultados obtidos.
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L. lactis
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Figura 31 - Producédo de acido latico, concentracéo de glicerol, densidade Optica
e pH para adaptacéao celular bactéria L. lactis em fermentacdes de ciclos de 96
horas, representados por R.

Apesar de nao ter sido eficiente para a producdo de acido latico, a
adaptacao das células resultou em melhoras significativas para o consumo do
substrato.

Szymanowska-Powatowska''® estudou o efeito do glicerol no
crescimento e no metabolismo da C. butyricum DSP1 para producdo de 1,3-
propanodiol e constatou que as concentracdes até 90 g/L para glicerol puro e 70
g/L para glicerol bruto ndo inibiam a atividade metabdlica das células
bacterianas. A adaptacdo da bactéria C. butyricum DSP1 para condicbes de
estresse osmotico com elevadas concentracdes de substrato foi realizada com
cinco ciclos de fermentagéao, iniciando com 70 g/L de glicerol bruto e seguindo
para 90, 110, 130, 150, 170 g/L.

Ainda no estudo de Szymanowska-Powatowskal!® utlizando a
adaptacdo em cinco etapas, observou-se que a producdo de 1,3-propanodiol
melhorou significativamente quando comparada com fermentagcbes com as

mesmas concentracoes de substrato sem a etapa de adaptagéo. O glicerol foi
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completamente exaurido nos experimentos com 90, 110, 130 e 150 g/ L, com
produtividades de 1,01, 1,03, 1,09 e 0,74 g¢/L-h, respectivamente. Para a
condicdo com 150 g/L de glicerol bruto, houve uma producao de 74,2 g/L de 1,3-

propanodiol.
4.2 Etapa 2

4.2.1 Avaliacdo da producdo de acido latico em diferentes
concentracoes de lactose com E. durans em biorreator

Com base nos resultados obtidos na Etapa 1, verificou-se que a E. durans
apresentou melhores resultados para producdo de &cido latico, sendo
selecionada como a cepa elite para produzir o 4cido latico em maiores escalas
e dar continuidade com a Etapa 2.

Este experimento foi realizado em duas condi¢des distintas em duplicata
para avaliar a influéncia da concentracao inicial de substrato na producédo de
acido latico e no crescimento celular, sendo a condi¢do 1 10 g/L de glicose e 40
g/L de lactose e a condicdo 2 10 g/L de glicose e 20 g/L de lactose. A
concentracdo de lactose foi estudada porque, embora a glicose seja o substrato
preferencial, o consumo de lactose permitiria que residuos agroindustriais
fossem utilizados como fonte de carbono para producéo de acido latico.117-119

Para as duas condi¢cdes, foi observado que a glicose foi praticamente
exaurida nas 6 primeiras horas de fermentacdo (Figura 32). Também foi
observado que a densidade Otica se manteve crescente, principalmente nas

primeiras 48 horas de fermentacao.
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Figura 32 — Producédo de &cido latico e consumo de lactose e glicose por E.
durans em fermentac6es em biorreator de 1 litro com meio MRS com 10 g/L de

glicose e 40 g/L de lactose (condigéo 1) e meio MRS com 10 g/L de glicose e 20
g/L de lactose (Condicéo 2).

A concentracdo de &cido latico teve uma producdo acentuada nas
primeiras 6 horas de fermentacéo, coincidindo com o consumo de glicose. O
consumo de lactose foi de 4,9 g para a condi¢éo 1 e 1,3 g para a condi¢do 2.
Comportamento contrario foi observado nas fermentacdes em tubos, visto que a
E. durans foi capaz de exaurir a lactose e glicose antes de 96 horas de
fermentacao no experimento na condicao 2.

Ainda na Figura 32, também € possivel observar que lactose s6 comeca

a ser consumida depois que a glicose € totalmente consumida. Este
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comportamento reforca a preferéncia da bactéria pela glicose.

Conforme indicado na Figura 32, o pH caiu de aproximadamente 6,3 para
5,0 nas primeiras 24 horas de fermentacdo na condi¢do 1, proporcionalmente a
producédo de acido latico. O perfil do crescimento celular também foi proporcional
a producéo de &cido latico.

Para a condicéo 1, a produtividade média foi de 0,6 g/L.h e rendimento de
0,61 g/g, produzindo 10,11 + 0,34 g/L de acido latico ao final da fermentacdo. O
aumento de escala proporcionou uma melhora nos valores de rendimento de
produtividade. Os experimentos em escala menor resultaram em rendimento
médio de 0,28 g/g e produtividade de 0,12 g/L-h.

Na condicdo 2, 10,87 + 0,36 g/L de acido latico foram produzidos,
apresentando rendimento de 0,94 g/g (maior que para a condicdo 1) e
produtividade média de 0,54 g/L-h. Houve uma melhora quando comparamos
com as fermentagbes em menor escala. Nos experimentos realizados em
frascos de 50 mL, foi obtido rendimento de 0,92 g/g e produtividade média de
0,24 g/L.h.

A taxa especifica de crescimento celular () foi de 0,25 h! para a
Condicdo 1 e 0,24 h'! para a Condi¢do 2. Tal fato pode indicar que a lactose
consumida na primeira fermentacéo foi convertida em crescimento celular, o que
justificaria o rendimento menor do que na Condicéo 2. Jangra e colaboradores'?®
investigaram o efeito das fontes de carbono em p com L. plantarum e
descobriram que experimentos com glicose tiveram valores de taxa especifica
de crescimento mais elevados do que com lactose. Eles encontraram valores de
u de 0,42 para glicose e 0,23 para lactose. Os resultados para lactose foram
semelhantes aos alcancados nos estudos descritos nesta tese, corroborando
que tal substrato foi utilizado como fonte de carbono para crescimento celular
em detrimento da producdo do metabdlito de interesse.

Com este experimento, verificou-se que maiores rendimentos foram
alcancados com menores concentracdes iniciais de lactose e glicose e que a
batéria ndo foi capaz de consumir toda lactose do meio. Observou-se ainda que
aproximadamente 20% da lactose inicial foi consumida ao final da fermentacao
na condicdo 1 e 10% para a condicéo 2. Cock e Stouvenel 3 relataram o mesmo
comportamento para a L. lactis. Neste estudo, a cepa de L. lactis produziu mais

acido lactico (13,7 g/L) e consumiu mais glicose em concentra¢cdes mais baixas
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de substrato (20 g/L) alcancando uma produtividade de 0,29 g/L-h. O
crescimento celular também esteva relacionado a geracdo de produtos, e o
mesmo perfil foi observado no experimento descrito nesta tese.

A associacdo de glicose e a lactose resultou em produtividade mais
expressivas. Experimentos combinando lactose e glicose demonstraram melhor
produtividade do que testes preliminares utilizando apenas lactose como fonte
de carbono. Isso demonstra a importancia de combinar fontes de carbono para
o0 consumo de lactose. Ma e colaboradores apontam que diferentes fontes de
carbono podem influenciar o crescimento e a eficiéncia metabdlica de
microrganismos, como bactérias laticas, que sdo usados na fermentacéo. A co-
utilizacédo de fontes de carbono é uma estratégia que pode ser explorada para
uma bioconversdo com maior concentragdo e rendimento.'??

As condi¢des de anaerobiose e reciclo de células foram avaliadas para
atestar quais parametros devem ser ajustados para maximizar a producéao de

acido latico.

4.2.2 Avaliacdo da producdo de acido latico com E. durans em
condi¢cdes anaerobicas em biorreator.

Para avaliar a producéo de &cido latico em condi¢cbes anaerdbicas, foi
realizado um cultivo com injecdo de nitrogénio no fermentador. Além disso, como
no experimento anterior ndo houve o total consumo da lactose, optamos por
comecar com concentracdes menores. O meio anaerdbico desfavoreceu o
consumo de glicose, que demorou 14 horas a mais para ser exaurida na
auséncia de oxigénio dissolvido. Pode-se inferir que o oxigénio dissolvido
favorece o consumo da fonte de carbono, o crescimento celular e a producéo de
acido latico (Figura 33). O mesmo comportamento foi relatado por Zotta e
colaboradores 2?2 em que cepas de bactérias laticas como L. casei produziram

mais biomassa em cultivos com mais oxigénio dissolvido.

Neste experimento, sugere-se que a auséncia de oxigénio levou a inibiu
a etapa de crescimento das células, direcionando diretamente para o peffil
fermentativo. Como resultado, a produgédo de &cido latico foi menor do que
comparado com os experimentos com fluxo de oxigénio. Isto porque o oxigénio

presente no meio nos experimentos sem injecao de N2 (resultado da agitacéo)
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permite a clivagem da glicose até CO2 e agua com uma maior liberagdo de

energia e, consequentemente, maior producdo de biomassa.
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Figura 33 - Producao em condi¢cdes anaerdbicas de acido latico e consumo de
lactose e glicose por E. durans em fermentacdes em biorreator de 1 litro com
600 mL de meio MRS suplementado com 10 g/L de glicose e 10 g/L de lactose.

Quando em anaerobiose, a produtividade foi de 0,21 g/L-h e rendimento
de 0,69, produzindo 9,17 + 0,06 g/L. Tais valores foram mais baixos que o obtido
em condicdes aerobicas, evidenciando que a baixa concentracdo de oxigénio
dissolvido prejudicou o desempenho da bactéria. Zotta e colaboradores'?® ja
relataram que condicdes aerdbicas podem acarretar em aumento na producao
metabodlitos em bactérias laticas. Por outro lado, Ge e colaboradores'?*
otimizaram a producao de acido latico utilizando a estratégia de suplementacao
de oxigénio durante a fermentacdo com cepas recombinantes de L. casei. Os
autores ainda sugerem que esta estratégia aumenta a producdo de acidos
organicos de outras cepas, ao regular o fluxo metabdlico com o suprimento de

oxigénio. Os dados aqui obtidos com E. durans estdo alinhados com as
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constatacdes de Ge e colaboradores.

A densidade 6ptica (OD 600 nm) aumentou de 2,15 para 5,1 em 20 horas
de fermentag&o, como representado na Figura 34. O Oxigénio dissolvido (%DO)
foi menor que 0,3% durante toda a fermentagcdo, devido a adicdo de gas
nitrogénio ao meio. O pH do meio fermentativo cai de 6,43 para 4,80 em 20 horas
de fermentacdo, se mantendo constante até o final das 48 horas. Tanto a
acidificacdo do pH quanto o crescimento celular se correlacionam com a
producéo de acido latico. Nas 20 primeiras horas de fermentag¢éo pH diminuiu e

a densidade 6tica aumentou com a producado de acido latico.
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Figura 34 — Correlacdo entre pH, densidade Optica (OD) e oxigénio dissolvido
para E. durans em fermentacdes em biorreator de 1 litro com meio MRS com
10g/L de glicose e 10 g/L de lactose em anaerobiose.

A taxa de crescimento especifico foi de 0,11 h 1. Como resultado da baixa
concentracéo de oxigénio no meio, o i foi menor que do experimento sem adicao
de nitrogénio, assim como a producéo de acido latico e concentracéo celular. Tal
fato enfatiza que a disponibilidade de oxigénio € um fator limitante para o
crescimento da bactéria estudada. Isso reforca a consisténcia dos resultados,
mostrando que diferentes cepas de bactérias laticas podem responder de

maneira similar a variagdo na disponibilidade de oxigénio, como o relatado por
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Zotta e colaboradores 22 em que cepas de bactérias laticas obtiveram melhores

performances em meios aerébicos.

4.2.3 Avaliacdo da producdo de &cido latico com E. durans com
reciclo de células em biorreator

Observou-se que 0s experimentos realizados com células adaptadas
produziam mais acido latico. Neste experimento, foi utilizando como inéculo para
a segunda batelada de fermentacdo as células remanescentes da primeira
fermentacdo. Como o sistema sem adicdo de nitrogénio se mostrou mais
eficiente, optou-se por néo injetar nitrogénio no meio fermentativo. Foram
realizadas fermentacdes com 10 g/L de glicose e 20 g/L de lactose, o in6culo foi
realizado com uma densidade éptica (OD) de 3,5 para a primeira fermentacédo e
4,6 para a segunda. O in6culo da segunda fermentacéo utilizou as células da
bactéria crescida na primeira com um novo meio com 20 g/L de lactose.

Nas primeiras 24 horas de fermentacdo a glicose ja foi completamente
consumida. A densidade 6ptica aumentou durante toda a fermentacdo e mesmo
ao final da fermentacao, com um pH 3,5, a bactéria ndo sofreu inibi¢cdo pelo acido
latico produzido. Apo6s as 72 horas de fermentacdo houve uma maior taxa de
consumo de lactose. A produtividade foi de 0,17 g/L-h e um rendimento de 0,87
g/g na primeira batelada. A Figura 35 mostra os resultados obtidos nas duas
bateladas.

A Figura 35 mostra a correlacdo da producdo de &cido latico com o
crescimento celular, pela densidade éptica para a primeira batelada. E possivel
verificar que a producdo de acido latico aumenta proporcionalmente com o
aumento de células no meio fermentativo, reforcando a tendéncia observada nos
experimentos anteriores. No primeiro ciclo, a glicose foi adicionada ao meio para
promover o crescimento celular e lactose para iniciar a adaptacéo celular. Depois
da adaptacéo no primeiro ciclo, apenas a lactose foi empregada como fonte de
carbono para o segundo ciclo, e observou-se aumento no crescimento celular. A
lactose foi exaurida no segundo ciclo, maximizando a conversao de lactose em
acido latico. O segundo ciclo resultou ainda em uma maior concentracéo celular,
visto que as células adaptadas do ciclo anterior foram utilizadas no processo.
Uma vez alcancada a assimilacao da lactose, espera-se que o soro de leite seja

uma fonte de carbono alternativa promissora para producéo de acido latico com
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E. durans. Tal residuo ja foi utilizado em fermentacbes por Joulak e

colaboradores como Unica fonte de carbono.12°
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Figura 35 - Producéo de &cido latico, consumo de lactose, pH e densidade éptica
para a bactéria E. durans em fermentacdes com reciclo de células obtidas da
fermentacdo em biorreator de 1 litro. Cada ciclo de 96 horas.

Quando comparamos com a primeira batelada, percebemos que o
microrganismo adaptado favoreceu o consumo de lactose. Em 48 horas da
segunda fermentacdo 80% da lactose ja havia sido consumida. Na primeira
batelada 8,4% da lactose foi consumida em 48h. Em 96 horas da segunda
fermentacao, a fonte de carbono foi exaurida. A produtividade foi de 0,36 g/L-h
em 72 h e com rendimento de 0,80 g/g na segunda fermentacao.

A taxa especifica de crescimento foi de 0,12 h -1 para o primeiro ciclo e de
0,93 h "1 para o segundo. O uso de células adaptadas resultou no aumento da
producédo de &cido latico. Embora o valor do segundo ciclo tenha sido inferior ao
valor encontrado na literatura para Lactococcus lactis NZ133 com lactose (1,10
h -1),126 0 aumento significativo entre os ciclos destaca o potencial da bactéria

apos adaptacéo.
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Com o reciclo de células, a producédo de acido latico chegou a 26,07 g/L.
Isto significa que em fermentacdes com as mesmas condicdes, utilizando células
adaptadas, a producdo aumentou 10 g/L e a produtividade foi de 0,17 g/L-h para
0,36 g/L-h.

Neste experimento, verificou-se que o reciclo de células ja ambientadas
com a lactose produziram mais acido latico. Tal comportamento também foi
observado por Aso e colaboradores (2019) em fermentagbes com E. coli
modificadas, em que produziram 0,6 g/L de acido latico em batelada simples e 5

g/L com reciclo de células. *°

4.2.4 Avaliacdo da producédo de acido latico com E. durans com
alimentacdo com pulso e controle de pH em biorreator

A literatura reporta varios trabalhos onde o controle de pH foi fundamental
para o aumento da producao de &cido latico, neste sentido este experimento foi
conduzido para avaliar a influéncia desta varidvel nas fermentacdes com a E.
durans. O controle de pH em 5,0 otimizou o crescimento celular e a densidade
Optica alcancou os maiores valores para a E. durans neste experimento,
chegando a 12. Com 24 horas de fermentacdo, a glicose foi totalmente
consumida e a bactéria passou a consumir a lactose.

Em 48 horas, a lactose ja havia sido exaurida e foi suplementado 60 mL
de solucdo estoque de 100 g/L (6 gramas de lactose) até atingir uma
concentragéo de aproximadamente 10 g/L. O mesmo aconteceu em 72 horas de
fermentacdo. Assim, percebeu-se que na auséncia de glicose, a bactéria foi
induzida a consumir mais lactose em pH controlado em 5,0. As Figuras 36 e 37

mostram os resultados obtidos.
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Figura 36 - Producdo de &cido latico e consumo de lactose e glicose para a
bactéria E. durans em fermentacdes com controle de pH = 5,0 em biorreator de
1 litro.
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Figura 37 - Correlagédo entre pH, densidade oOptica (OD) e oxigénio dissolvido
para E. durans em fermentacdes em biorreator de 1 litro com meio MRS com 10
g/L de glicose e 10 g/L de lactose.

Assim como foi relatado por Cock e Stouvenel (2006)%’, a adicdo de

solugdes béasicas (KOH 2 M) para que o pH se mantenha na melhor faixa de

84



operacao permitiu a obtencdo maiores concentracdes de acido latico do que as
obtidas sem esse controle.

A producéao de biomassa, por sua vez, foi semelhante ao experimento sem
controle de pH em 48 horas. Porém, o controle de pH permitiu que uma mesma
concentracéao celular produzisse mais acido latico em pH 5,0. Ao analisar o ponto
de 24 horas (antes da suplementacdo de lactose), podemos considerar uma
fermentacdo em batelada. E importante notar que as bactérias produziram
aproximadamente 8,5 g/L a mais de acido latico durante o mesmo periodo de
fermentacdo com controle de pH do que no mesmo periodo sem controle.

Com o controle de pH, houve um acréscimo de aproximadamente 10 g/L
da producao de acido latico. Além disso, o consumo da fonte de carbono também
foi favorecido e todo acucar consumido ao final da fermentacéo. A produtividade
média foi de 0,38 g/L-h e também foi maior que os experimentos anteriores sem
o controle de pH. O rendimento foi de aproximadamente 0,57 gaL/Qacucar.

O controle de pH alcancou maiores valores de produtividade quando
comparado com a adaptacédo celular. Porém, o reciclo de células possibilitou um
melhor consumo de lactose e melhor rendimento. A Tabela 11 apresenta os
valores de producdo de acido latico, rendimento e produtividade para cada

experimento em biorreator de 1 litro.

Tabela 11 — Comparacéao dos valores de producéo de acido latico, rendimento e
produtividade para cada experimento em biorreator de 1 litro.

Modo de operacéo Acido latico (g/L) Rendimento (g-g) Produtividade (g-L*-h™)

Batelada 10,87 0,94 0,54

Batelada em 9.17 0.69 0.21
Anaerobhiose

Reciclo de células 26,07 0,82 0,36

Batelada com pulso e 36.47 0.57 0,38
controle de pH

Hassan e colaboradores®® relataram que produziram acido latico a partir
da fermentacdo com E. durans usando cascas de banana como substrato,
chegando a 28,8 g/L. Neste trabalho, obtivemos melhores produgdes com o
mesmo microrganismo, alcancando 36,47 g/L de acido latico utilizando lactose e
glicose como fonte de carbono e controle de pH em 5,0.

4.2.5 Avaliacao da producéo de acido latico com E. durans em
biorreator de 5 Litros com multiplos pulsos de alimentacéo
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Para verificar se 0 processo manteria as condicdes de producéo de acido
latico e consumo de lactose em escalas maiores, foi também utilizado um
biorreator de fermentagdo em 5 litros. Com o intuito de alcangar maiores
concentragbes na producdo de é&cido latico, foi realizada uma batelada com
multiplos pulso de alimentacdo da fonte de carbono. O reciclo de células ter se
mostrado uma técnica com rendimentos e produtividades maiores para a
producdo de acido latico, mas os mudltiplos pulsos de alimentacdo
proporcionariam maiores concentragdes finais de acido latico produzido.

O pH foi mantido em 5,0 com adicdo de KOH 5M no meio e valores de
densidade Optica mais expressivos foram alcancados, chegando a 21 em 78
horas de experimento. Com 7 horas de fermentacdo, a glicose ja tinha sido
praticamente exaurida e a bactéria passou a metabolizar a lactose.

As alimentacdes foram realizadas de forma que a concentracao de lactose
no meio fermentativo fosse aproximadamente 20 g/L durante todo o processo.
Com 31 horas de fermentacao, 160 mL de solug&o estoque de 150 g/L de lactose
foram adicionados ao meio (24 gramas de lactose) até atingir uma concentragao
de aproximadamente 23 g/L. O mesmo aconteceu em 53, 78 e 96 horas de
fermentacao. A bactéria foi capaz de esgotar a fonte de carbono ao final das 144

horas de fermentacédo. As Figuras 38 e 39 mostram os resultados obtidos.
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Figura 38 - Producdo de acido latico e consumo de lactose e glicose para a
bactéria E. durans em fermentacdes com controle de pH = 5,0 em biorreator de
5 litros e alimentacdo em pulsos.
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Figura 39 - Correlacéo entre pH e biomassa para E. durans em fermentacdes
em biorreator de 5 litros.
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Ao analisar o ponto de 24 horas (antes da suplementacdo de lactose),
verifica-se que a producdo de acido latico e de biomassa foi semelhante ao
experimento de multiplos pulsos de alimentacdo em biorreatores de 1 litro. O
aumento de volume ndo impactou negativamente a fermentacéo.

A produtividade foi de 0,46 g/L-h ao final da fermentacéo e de 1,23 g/L-h
em 7 h de processo. O rendimento foi de aproximadamente 0,21 ga./Qacicar. O
aumento de escala possibilitou uma producao de aproximadamente 8 litros de
meio fermentativo com 66,23 + 0,67 g/L de acido latico apds somar os volumes
das duplicatas.

Alfano e colaboradores'?’, por sua vez, demonstraram que o soro do leite
de bufala € um residuo rico em lactose. Os autores testaram tal efluente como
substrato de fermentacdes com cepas de L. fermentum, obtendo 10 g/L de &cido
latico a partir de 16,4 g /L de acucar. Apds o tratamento do soro, foi obtido um
pd que continha 44% de lactose (m/v), que foi utilizada como fonte de carbono.
Uma vez que a E. durans foi isolada do leite de bufala, ha indicios que esse
residuo tem potencial para ser utilizado como fonte de carbono. Espera-se que
resultados semelhantes sejam alcancados ao utilizar a lactose proveniente do

soro do leite ou a lactose comercial.

4.2.6 Purificacdo do acido latico obtido por processo fermentativo

Apbs a etapa de concentracdo, o meio concentrado foi submetido a dois
métodos de purificacao diferentes. Para o método de precipitacdo com carbonato
de calcio, a maior recuperacéao do acido latico (84,48 %) precipitado como lactato
de célcio na condi¢cdo em que o carbonato de célcio foi de 5 mols para 1 de &cido
latico no meio. Porém, para a condicao (5:1) a pureza do &cido latico foi a menor
(16,95%) devido a formacao de gesso. Ainda nest método, com a proporcéo de
3:1 de carbonato de célcio, 47,03% do acido latico foi recuperado no precipitado,
com uma pureza de 46,78%. Enquanto uma maior proporcao de carbonato de
calcio aumenta a recuperacao do acido latico, também aumenta a precipitacao
de impurezas com o gesso, reduzindo assim a pureza do produto. Por outro lado,
uma menor proporgdo de carbonato de célcio resulta em uma maior pureza do
acido latico, mesmo que a recuperacdo seja menor. Tal fato ilustra a

complexidade envolvida na purificacdo do acido latico.
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A purificacdo usando o método de precipitacdo com etanol foi alterada,
pois o contato do carvdo com o meio fermentativo para remocéo de pigmentos
resultou na adsorgdo de aproximadamente 72,88% do &cido latico no carvédo
ativo. Assim, a etapa de clarificagdo com carvéo ativo n&o foi realizada nos testes
posteriores.

Para a precipitacdo com etanol sem correcdo de pH, 50,07% do acido
latico foi recuperado no precipitado, obtendo o maior valor de pureza (94,04%)
entre os testes realizados. Com este método, valores altos de pureza foram
alcancados, que € a condicao ideal para utilizacdo deste produto na sintese de
polimeros. A precipitacdo com etanol com correcdo de pH obteve desempenho
pior, com 39,97% de recuperacédo do acido latico e pureza de 4,85%. A Tabela
12 traz os resultados de recuperacdo e pureza obtidos nos experimentos
testados.

Tabela 12 - Resultados de pureza e recuperacao do acido latico para os métodos
de precipitacdo com carbonato de célcio, com etanol e carvao ativo.

Precipitado Sobrenadante
Peso o .. ~
- ‘4 Pureza do | Recuperacdo| Peso médio | Recuperacao
Condicao médio L . . . iy (. ‘o L . i,
4cido acido acido latico | acido latico | acido latico
S (o) (o) [o)
lético (g) latico (%) (%) (g) (%)
(CaCO35: AL1) 0,4954 16,95 84,48 0,0910 15,52
(CaCO33: AL1) 0,2449 46,78 47,03 0,3106 52,97
Precipitagao | 306 94,04 50,07 0,2838 49,93
com etanol
Precipitacao
com etanol e 0,2264 4,85 39,97 0,3400 60,03
corre¢do de pH
Carvao ativo 0,4274 * 72,88 0,1590 27,12

*Valor ndo calculado

O método de purificacdo de acido latico por precipitacdo com etanol
apresentou percentual de recuperacdo um pouco menor do que o relatado por
Alvarado-Morales e colaboradores®, que utilizaram nanofiltracdo e obtiveram
uma recuperacao de 65,0% do acido latico.

Os resultados obtidos pelas técnicas de precipitacdo com etanol, com
carbonato de calcio e carvao ativo ainda sdo menores quando comparados aos
resultados com resinas de troca idnica. Por exemplo, Ahmad e colaboradores %6

utilizaram as resinas Amberlite IRI-67 e IR-120 para recuperar acido latico com
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capacidade maxima de adsorcdo de 150 mg/g com a resina anidénica com 91%
de recuperacéao de acido latico e 94,6% de pureza optica.

Para os ensaios de purificagdo com troca idnica, foram testadas duas
resinas amplamente utilizadas para purificacdo de acidos organicos. Nos
ensaios com a Resina Amberlite IR-120 H*, que é catidnica, foram testaram 2
condi¢cBes de concentracéo inicial de acido latico na solucéo de carregamento
(30 e 90 g/L). Nenhum eluente foi utilizado neste método, pois o 4cido latico ndo
se adsorve na resina. A Amberlite IR- 120 é uma resina de troca catidnica
fortemente acida que contém grupos funcionais de acido sulfénico. Os ions
hidrogénio (H*) que estdo ligados ao grupo funcional da resina se ligam ao
lactato, convertendo-o a &cido latico na solucdo. Ao mesmo tempo, o cation de
o sal de lactato seré transferido para a resina de troca cationica e transformado
através da reacdo: P-H* + cation*-lactato- — P-cation* + H*-lactato, onde P é a
matriz polimérica da resina. °’ Os resultados do experimento estdo de acordo
com o relatado por Zaini e colaboradores. A recuperacdo do &cido latico se
manteve alta em todas as condi¢des, chegando a 97,95%, conforme indicado na
Tabela 13. A pureza maxima de 73,18% foi alcancada para as condicfes 33,36
g/L de &cido latico no carregamento e uma vazao de 2,5 mL/min na coluna de
vidro.

Para a resina de base fraca Amberlite IRA-67 (CI'), de acordo com Bayazit
e colaboradores 128, ocorre uma reacéo de neutralizacdo durante a adsorcéo de
um acido organico sobre o acrilico Amberlite IRA-67, no qual se forma um
complexo acido-amina, n(R-N) + AHn «<R- (NH")nA™: onde n é o nimero de
grupos ionizaveis da molécula de &cido AHn, R-N é a amina terciaria Amberlite
IRA-67 e (R — NH")nA™ significa o complexo acido-amina.

Como ja era conhecido a capacidade de adsorcdo maxima de 134,2
mg/g® , optamos por trabalhar com valores abaixo da capacidade maxima para

nao saturar os sitios.

Tabela 13 — Experimentos de Troca idbnica com as Resinas comerciais Amberlite
IR-120 H* e IRA-67 Cl e suas respectivas recuperacdes e purezas.

Método ’ Pureza (%) ‘Recupera@éo (%)
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Resina IR-120 H* 3mL de carregamento a 92,4 g/L. Coluna fixa a 2,5 mL/min 62,19 89,85
Resina IR-120 H* 46 mL de carregamento a 33,36 g/L. Coluna fixaa 2,5 mL/min 73,18 97,95
Resina IR-120 H* 50 mL de carregamento a 28,89 g/L. Coluna fixa a 2,5 mL/min 64,17 92,15
Resina IRA-67 CI 34 mL de carregamento a 39,01 g/L. 8 rrJL/mln no carregamento e 2,5 mL/min 76.33 66,25
eluicdo.
87,47 (inicio)
Resina IRA-67 CI 37 mL de carregamento a 22,53 g/L . 9 mL/min no carregamento e eluic&o. 85,03 (meio) 87,02
35,48 (fim)
Resina IRA-67 CI- 34 mL de carregamento a 39,01 g/L e 20 min no béquer 81,37 57,19
Resina IRA-67 CI 27 mL de carregamento a 34,63 g/L e 40 min no béquer 74,51 99,22
27,42 (inicio)
Resina IRA-67 CI 37 mL de carregamento a 22,53 g/L e 10 min no béquer 87,9 (meio) 93,88
69,24 (fim)
Resina IRA-67 CI- 35 mL de carregamento a 12,22 g/L e 20 min no béquer 76,74 44 34
Resina IRA-67 CI- 35 mL de carregamento a 14,05 g/L e 20 min no béquer 87,19 24,20
Resina IRA-67 CI- 35 mL de carregamento a 14,05 g/L e 20 min no béquer 94,59 23,86
g:ﬁ:;?:&:;f@ﬁé 3 mL a 92,4 g/L na IR-120 H* e 120 mL de carregamento a 2,06 g/L na IRA-67 75.38 85.98
cr CI-. Coluna fixa a 2,5 mL/min ’ ’
H - +
Re5|r_1a ey 50 mL a 56,14 g/L na IR-120 H* e 127 mL de carregamento a 9,82 g/L na
associada a IRA-67 A . . 84,53 75,37
cr- IRA-67 ClI". Coluna fixa a 2,5 mL/min
Resina IRA-67 | 55 1| de carregamento a 46,54 g/ na IRA-67 CI- e 142 mL a 9,67 g/L na IR-
Cl- associada a IR- " . . 60,33 83,02
N 120 H*. Coluna fixa a 2,5 mL/min
120 H
_ReS|na_IRA-67 30 mL de carregamento a 55,42 g/L na IRA-67 Cl- e 16 mL a 38,95 g/L na
Cl- associada a IR- A - . 91,42 94,60
" IR-120 H*. Coluna fixa a 2,5 mL/min
120 H
Resina IRA-67 37 mL de carregamento a 42,62 g/L na IRA-67 Cl- e 16 mL a 41,17 g/L na IR-
Cl- associada a IR- " . . 64,35 99,19
N 120 H*. Coluna fixa a 2,5 mL/min
120 H
Resina IRA-67 36 mL de carregamento a 45,19 g/L na IRA-67 Cl- e 17 mL a 62,03 g/L na IR-
Cl- associada a IR- " . . 75,02 82,13
N 120 H*. Coluna fixa a 2,5 mL/min
120 H
_Resma_IRA-67 36 mL de carregamento a 45,19 g/L na IRA-67 CI em 4 h no béquer e 16 mL
Cl- associada a IR- . X 76,23 43,61
120 H* a 20,73 g/L naIR-120 H* a 2,5 mL/min

O &cido cloridrico foi amplamente estudado com eluente para purificacdo

de acido latico com a resina IRA-67 (CI)°’. Contudo, sabe-se que tal &cido tem

alto poder de degradar a matriz da resina. Sendo assim, outras solu¢cdes sao
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estudadas para tal finalidade, visando minimizar danos a resina. como Gao e
colaboradores '2° que avaliaram NaOH, NH4OH e Na2COs como eluentes em
diferentes concentragdes para a mesma finalidade. A eluicdo com bicarbonato
de amobnio alcangou resultados promissores. NOs optamos por utilizar o
bicarbonato de amoénio como eluente, pois estudos com este eluente
apresentaram elevadas purezas para acidos carboxilicos como o 2,5-
piridinodicarboxilico (2,5-PDCA).

A Tabela 13 sintetiza as condicbes de operacdo de troca idnica
relacionadas com as respectivas recuperacdes e purezas, em que foram
avaliados diferentes fluxos e métodos de carregamento, bem como diferentes
concentragfes iniciais de &cido latico no meio fermentativo para 2 resinas
comerciais: Amberlite IR-120 H* e IRA-67 CI-.

Para a resina IRA-67Cl, foi observado que o &acido latico foi
completamente recuperado para eluicbes mais lentas (2,5 mL/min). Porém, a
maior pureza foi obtida com eluicbes mais rapidas (9 mL/min) alcancando
87,47% de pureza e 87,02 % de recuperagcdo. Tal constatacdo pode ser
relacionado ao fato de que, em fluxos de eluicdo mais baixos, mais impurezas
sdo adsorvidas. Um fluxo mais rapido reduz o tempo de contato do meio
fermentativo com a resina, resultando em menor interacdo dos contaminantes
com a matriz.

O carregamento no béquer, por sua vez, possibilitou purezas mais
elevadas, porém, a recuperacao foi mais baixa, uma vez que o acido latico se
adsorve mais fortemente a resina e o eluente nao foi capaz de fazer a dessorcao
completa. Uma pureza de 94,59% foi alcangada usando a técnica de
carregamento por 20 min em béquer, seguido por eluicdo em coluna de vidro.

Quando associadas, o melhor resultado alcancado foi de 91,42% de
pureza e 94,60% de recuperacao do acido latico. O meio fermentativo de 39,95
g/L passou primeiramente pela IRA-67 Cl- seguindo para IR-120 H* a uma vazéo
constante de 2,5mL/min. Zaini e colaboradores %’ ja haviam explorado as duas
resinas em conjunto, porém utilizando primeiro a 120 H+ como uma etapa de
acidificacdo. A pureza do &cido latico obtido por Zaini foi de 91,8 % com 80,4%
de recuperacéo, similar ao obtido com a ordem inversa. Entretanto, obtivemos

uma recuperagcao maior ao alternar a ordem das colunas utilizadas.
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Gao e colaboradores'?® demonstraram que independente da
concentracdo acido latico, a adsorcao foi por difusdo intraparticula. Com o
objetivo de avaliar o perfil de dessorcédo, a eluicdo foi dividida em 3 partes,
coletando aliquotas no inicio, no meio e no fim da eluicdo e avaliando a pureza
em cada parte separadamente. Para os experimentos com carregamento em
coluna de vidro, a pureza no inicio da eluicéo foi de 87,47%, caindo para 85,03%
no meio e 35,48% no fim. Tal comportamento reforca que, neste método de
carregamento, a interacéo do &cido latico com a resina € mais superficial, sendo
facilmente eluido logo no inicio da eluicAo. Em contrapartida, para os
experimentos com carregamento em béquer, a pureza foi de 27,42% no inicio,
87,9% no meio e 69,24% no fim. Este comportamento indica que o carregamento
em béguer aumenta a interacdo do &cido latico com a resina, e a eluicao do &cido
latico ocorre ap6s passar uma quantidade maior de eluente.

A Figura 40 mostra o perfil de eluicdo do acido latico com NH4HCOs3 para
0 experimento com carregamento em coluna de vidro com 34 mL de meio
fermentativo no carregamento a 39,01 g/L de &cido latico. As amostras foram
coletadas a cada 2 mL, resultando no perfil da Figura 40. O mesmo perfil foi

verificado em todas as elui¢coes.
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Figura 40 - Curva obtida na etapa de eluigdo do acido latico com NH4HCO:s.

Moldes'30 e colaboradores também utilizaram a resina de base fraca
Amberlite IRA-67 (Cl-) para a recuperagdo de acido latico da sacarificacdo e

fermentacdo simultaneas de madeira de eucalipto em pH 4,4 e obtiveram um
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perfil semelhante. Os autores alcancaram uma recuperacado de acido latico
>99% usando a resina em quatro ciclos em operacdo de coluna fixa. Tal

constatacao indica que a resina tem potencial de ser reutilizada.

4.3 Etapa 3

4.3.1 Esterificacao seletiva do acido latico purificado com acido
acrilico

Com o &cido latico purificado obtido na Etapa 2 e com grau de pureza
maior que 85%, foram realizadas esterificagcdes com o acido acrilico. Para efeitos
de comparacao, o acido latico comercial também foi submetido as mesmas
condi¢Oes de esterificagcdo e acompanhada em tempo real com a sonda de FTIR
ReactIR-15 acoplada ao sistema experimental para avaliar melhor o decorrer das
reacoes. Por uma limitacdo do equipamento, apenas o acido latico comercial foi
submetido a analise in situ, visto que a sonda deve estar totalmente imersa no
meio reacional. O meio reacional com &cido latico purificado n&o era suficiente
para imergir o equipamento.

A Figura 41 A representa o arranjo temporal de espectros de
infravermelho adquiridos a cada 30 s. Os espectros 2D comparando o inicio e
final de cada reacao se encontram na Figura 41B. Ja os perfis de tendéncia de
formacdo do &cido latico modificado e o consumo dos reagentes estdo
representados na Figura 41C.

No inicio da aquisicdo, a temperatura do meio reacional era de 100 °C e
todos os reagentes foram adicionados ao baldo de fundo redondo. Apés a
aquisicdo do primeiro espectro, o &cido metanossulfénico foi adicionado ao meio
reacional, catalisando a reacdo. De acordo com a Figura 41C, é possivel verificar
gue em 10 minutos de reacgao, o produto comecgava a ser formado, indicado pela
linha vermelha. Foi fixado o pico 1096 cm™ para monitorar a tendéncia da
formacdao deste pico caracteristico de estiramento C-O, evidenciando a formacéo
do éster desejado. Em 1179 cm™ também surge um sinal referente a este
estiramento.

Em 1755 cm é possivel verificar o sinal caracteristico de estiramento da
dupla referente a carbonila de éster alifatico ao final da reac&do. No inicio da

reacgdo, este pico estava em 1698 cm, caracteristico de estiramento de C=0 de
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carbonila de &cido carboxilico, sendo mais um indicativo da esterificacdo. Outra
evidéncia que indica a producéao do éster de interesse € a diminuicdo significativa
dos sinais de intensidade média em 1239 e 1292 cm™ caracteristicos de
estiramento C-O de &cido carboxilico. A dupla ligacdo entre os carbonos pode
ser verificada nos sinais em 1613, 1635 cm™ (estiramento C=C) e 976 cm
(deformacao angular fora do plano =CH2) presentes nos espectros do inicio e do

final da reacéo. Tal fato era desejado, j& que estes sitios serdo polimerizados.
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Figura 41 - Gréficos da analise FTIR in situ da reacéo de esterificacdo entre o
acido latico comercial e acido acrilico: (A) espectro FTIR 3D, (B) espectro FTIR
2D e (C) perfil da altura do pico em funcéo do tempo.

Outro método de caracterizacdo do monémero formado foi a Ressonancia
Magnética Nuclear de Protons (RMN 'H) tanto para a esterificagcdo com &cido
latico comercial quanto para o purificado. A Figura 42 representa 0s espectros
dos ésteres obtidos a partir do acido latico comercial e do acido latico purificado
na Etapa 2 deste trabalho.

Principais sinais de RMN 'H (600 MHz, CDCI3) para a esterificacédo
seletiva do acido latico comercial: 6 (ppm) 1,59 (d, 2 H), 1,47 (d, 1 H), 4,38 (m, 1
H), 5,98 (dd, 1 H), 6,14 (dd, 1 H), 6,49 (dd, 1 H), 9,64 (s, 1 H).
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Principais sinais RMN H (600 MHz, D20) para a esterificacdo seletiva do
acido latico purificado: 6 (ppm) 1,33 (d, 2 H), 1,40 (d, 1 H), 4,78 (m, 1 H), 5,88
(dd, 1 H), 6,14 (dd, 1 H), 6,26 (dd, 1 H), 9,64 (s, 1 H).
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Figura 42 - Espectros de RMN de 600 MHz de Hidrogénio da reacdo de
esterificacdo seletiva entre o acido latico e o acido acrilico. Espectro 1 — Acido
latico comercial. Espectro 2 — Acido latico purificado.

Diferentemente do éster obtido pelo AL comercial, a analise do éster

proveniente do AL purificado foi realizada em agua deuterada. Isto porque o

produto nao foi totalmente sollvel em cloroférmio. Para néo prejudicar a analise
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de RMN, que deve ser realizada em solugcdo homogénea, optou-se por usar o
mesmo solvente das fermentacdes.

Primeiramente, vale destacar que os deslocamentos quimicos referentes
aos hidrogénios do grupo funcional acrilato, provenientes do acido acrilico, estdo
presentes em ambos espectros, indicados pelos picos em 6,49 e 6,26 ppm (e,
=CH2), 6,14 ppm (d, =CH) e 5,98 e 5,88 ppm (e, =CH>). E importante que as
duplas se mantenham no produto final, uma vez que a polimerizacdo do
mondmero ocorrera por poliadigdo via radicais livres.

O Chem21 Metrics Toolkit € uma ferramenta computacional projetada
para avaliar a sustentabilidade e a eficiéncia de processos quimicos com auxilio
de uma ferramenta computacional que mensura automaticamente as métricas
de sustentabilidade do processo.'3! Parametros como rendimento da reacéo,
eficiéncia atdbmica, consumo de solvente e energia bem como seguranca e
toxicidade sdo avaliados para verificar o grau de sustentabilidade e eficiéncia da
sintese, ajudando a identificar areas para melhorias no processo e alcancar um
desenvolvimento mais sustentavel de novos compostos quimicos. De maneira
geral, a esterificacdo seletiva do acido latico atende os requisitos de bandeira
verde em muitos de seus parametros. Entre eles podemos destacar a auséncia
de solvente na reacéo, a eficiéncia atbmica que permite utilizar reagentes na
proporcao 1:1. A temperatura do meio reacional a 100 °C é um indicativo de

bandeira amarela, mas que nao tira o grau de sustentabilidade do processo.

4.3.2 Modificacao do &cido latico via esterificacdo de Steglich

O 4cido latico comercial foi submetido a reacdo de esterificacdo de
Steglich e acompanhada em tempo real com a sonda de FTIR ReactlR-15
acoplada ao sistema experimental. Apenas o acido latico comercial foi submetido
a analise in situ, uma vez que a reacao de Steglich é mais sensivel a impurezas.

O cloroférmio foi utilizado como solvente da reagdo para solubilizar o
acido acrilico e o DCC (que atuaria como agente de acoplamento). A presenca
de solvente no meio reacional diminuiu a intensidade dos sinais do espectro
conforme indicado na Figura 43. Porém, com a ajuda do software, foi possivel
monitorar o surgimento do sinal em 1096 cm! e verificou um aumento deste sinal
ao longo da reacao, indicando que houve a formacéo do éster de interesse. Além

disso, o sinal em 1177 cm™ referente também ao estiramento de C-O de éster
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foi observado. Na Figura 43A, observa-se o espectro 3D de FTIR, em que o
tempo é correlacionado com o comprimento de onda, sendo possivel verificar o

aumento destes sinais.
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Figura 43 - Graficos da andlise FTIR in situ da reacdo de esterificacao entre o
acido latico comercial e acido acrilico via Reacao de Steglich: (A) espectro FTIR
3D, (B) espectro FTIR 2D e (C) perfil da altura do pico em funcdo do tempo.

Como o DCU so foi retirado do sistema ap0és filtracdo, ndo foi possivel
obter um espectro especifico para o produto de interesse, diferentemente da
esterificacdo seletiva. Pela Figura 43B, verifica-se a formacdo do DCU pelo
surgimento dos sinais em 1652 cm™ (estiramento C-O de amida), 1580 cm™
(dobramento N-H) e 1409 cm (estiramento C-N), sendo um forte indicativo de
gue a reagéo de Steglich aconteceu.

A faixa 1 da Figura 43C indica a solubilizacdo do AA e do DCC. Apé6s 20
minutos de reacgdo, o acido latico (nucleofilo)) e o DMAP (catalisador) foram
adicionados ao meio reacional. A faixa 2 da Figura 43C, representa o inicio da
reacdo. O perfil indicado pela linha vermelha indica a formagdo dos produtos
acido latico modificado e DCU. A Figura 44 representa as duas etapas da

esterificacdo de Steglich, em que o AA e DCC reagem entre si na etapa de
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acoplamento, seguido do ataque da hidroxila do AL para a formacao do éster de

interesse e do DCU.

//_{H+ \\N —r\\_«o%ﬁ{>+ HO—%ZO—F O+
o 4,0

Figura 44 — Proposta de Esterificacdo de Steglich entre o acido acrilico e acido
latico.

Além do FTIR, o produto obtido foi caracterizado por RMN de H. A Figura
45 indica o espectro obtido. Principais sinais de RMN 'H (600 MHz, CDCIs) para
a esterificacédo de Steglich do acido latico comercial: & (ppm) 1,50 (d, 2 H), 1,56
(d, 1 H), 1,71-1,95 (m, 19 H), 2,69 (m,1H), 4,43 (m, 1 H), 5,74 (dd, 1 H), 6,14 (dd,
1 H), 6,47 (dd, 1 H), 8,07 (s, 1 H).

TMS
f
OH qrs a
d r NO=O S
28R 3
b O S bl q o ’7- -— —7-
H,C 0 ( |
c, A rl Pl M
a
0 CH3 q NH NH
cDcl;
~
8
~
e d c
RO Oww
M- OOM™
PR R R ] b p
[ ‘ 2 M
- o~
f
=
-} |
i J/Ll}\ﬂb l .
i \.J'L R = A J“J.
—— | " o ——
1.111 1.250 0.624 0.554 1.000 1.643 1271 19.214
0 105 100 95 9.0 85 80 7.5 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 0
1 (ppm)

Figura 45 - Espectros de RMN de 600 MHz de Hidrogénio da reacdo de
esterificacao seletiva entre o acido latico e o acido acrilico.

Apesar de utilizar o cloroformio como solvente, que € uma bandeira
vermelha para avaliacdo dos parametros com base na Chem2l Metrics

Toolkit'3!, a reacdo de Steglich tem muitos parametros que se enquadram na
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bandeira verde para o processo como um todo. Além disso, o cloroformio
utilizado na sintese pode ser recuperado e utilizado novamente, uma vez que 0
produto pode ser recuperado com rotaevaporador. A reacado ocorre em
temperatura ambiente e respeita a proporcao de 1:1 dos reagentes, que s&o
enquadrados na bandeira verde e desejaveis para a sustentabilidade do
processo. Porém, quando comparada com a esterificacéo seletiva, ainda possui
uma etapa de filtracdo e lavagem para recuperagédo do produto, além de gerar
um produto secundario (DCU). Sendo assim, a esterificacdo seletiva tem mais

parametros sustentaveis quando analisamos o processo como todo.
4.4 Etapa 4

4.4.1 Reacao de copolimerizacdo em miniemulsdo com metacrilato
de isobornila

A copolimerizagdo em miniemulsédo foi empregada como um método
sustentavel e eficiente para especificar o tamanho de particulas e produzir
cadeias poliméricas com elevadas massas molares médias.®

A mistura pré-polimerizagdo se manteve estavel e homogénea com
coloracdo branca antes e depois da polimerizacdo. Apés secagem do polimero,
o produto formado foi um sélido branco para o polimero com AL comercial e um
sélido com coloracdo castanho com AL purificado. Ao serem macerados, 0s
polimeros possuem aspecto de talco, resultando num po fino e branco.

Com os AL modificados obtidos na Etapa 3 via esterificacdo seletiva,
foram realizadas copolimerizacbes com 95 % de metacrilato de isobornila
(IBMA). O IBMA é um monbmero de origem renovavel, que pode ser obtido a
partir da resina de pinho. Isto € alternativa promissora para aumentar a
sustentabilidade da producéo final, utilizando mondémeros bioderivados e acido
latico obtido via fermentacéo.

Allasia e colaboradores avaliaram o IBMA e o acrilato de 2-octila como
mondmeros de base biologica para reagir por polimerizacdo radicalar livre em
meio disperso em agua. Nesse sentido, mondémeros de base biolégica tém sido
usados para substituir monémeros a base de petroleo, como ésteres de acido
acrilico (MMA), na sintese de revestimentos, acabamentos interiores em madeira

e adesivos sensiveis a presséo.3?
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Barroso e colaboradores'®! ja sintetizaram copolimeros em meio aquoso
com MMA e acido latico modificado e este trabalho sera utilizado como
comparativo entre os copolimeros.

O polimero obtido com IBMA e AL comercial apresentou uma conversao
94% 101, enquanto com o AL purificado foi de 92%. Isto indica que as impurezas
presentes no AL recuperado por troca idnica ndo afetaram a polimerizacdo em
miniemulsao radicalar.

Além disso, o copolimero de MMA e ALC apresentou uma conversao de
96%. A despeito disso, conversdes mais elevadas poderiam ser obtidas se
maiores concentracdes de iniciador fossem usadas na miniemulsdo com IBMA.

Ambas miniemulsdes de IBMA e AL foram estaveis, com didmetros médio
(Dp) de 199,9 nm para o AL comercial e 182 nm para o AL purificado. Baixos
indices de polidispersao (Pdl) foram alcancados para as duas condicfes, ou
seja, as particulas possuiam uniformidade de diametro, como observado na
Tabela 14. O uso do AL purificado néo representou em mudancas significativas
nos parametros do copolimero, indicando a possibilidade de utiliza-lo para tal
finalidade em substituicdo do AL comercial.

Para o copolimero de MMA obtido nas mesmas condic¢des, obteve-se 78,4
nm de diametro médio. Como a concentracao do emulsificante foi a mesma para
todas as copolimerizacdes, tal aumento se deve ao fato do IBMA apresentar
viscosidade maior quando comparada com o MMA, o que reflete numa maior
dificuldade na quebra das gotas durante o processo de sonicagdo.%!

Um fenbmeno interessante foi que o tamanho médio das particulas
diminuiu ap6s a polimerizacdo para os copolimeros de IBMA. Para o AL
purificado, o Dp foi para 272,1 nm e para o AL comercial para 289,3 nm. O PdlI
foi de 0,057 e 0,039, respectivamente. Tal fato pode ser justificado pela
nucleagcdo homogénea, uma vez que um iniciador hidrossoluvel foi utilizado. O
Mesmo comportamento foi observado por Barroso e colaboradores em

copolimeros de MMA e AL, mostrando coeréncia no resultado.%*

Tabela 14 - Dados experimentais de tamanho médio de particulas (Dp), indice
de polidispersdo do tamanho de particula (Pdl), massa molar média em massa
(Mw), massa molar média em namero (Mn) e a dispersao da massa molar (Bv =
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Mw/ Mn) e temperatura de transicdo vitrea (Tg) obtidos via processo de
polimerizacdo em miniemulsao.

Amostra Dp (hm) Pdl Mw (g/mol)  Mn (g/mol) Bwm Tg (°C)
MMA e ALM 5% 101 78,4 0,169 294771 154174 1,80 105
IBMA e ALCM 5% 199,9 0,110 1137498 270869 4,19 116
IBMA e ALPM 5% 182,8 0,140 842608 276380 3,05 111

Os valores de massas molares médias obtidas por cromatografia de
permeacdo em gel indicam que o AL comercial obteve polimero com maior valor
de Mw do que o AL purificado. Isto pode ser justificado pelo fato de que as
impurezas remanescentes interfram no processo de polimerizacdo. Porém,
guando comparado com o copolimero de MMA, os dois copolimeros de IBMA
apresentaram maiores valores de Mw. A Figura 46 indica as distribuicdes de
massa molar dos copolimeros IBMA/AL. O perfil foi semelhante, independente
do AL utilizado, reforcando que o processo de purificacdo foi efetivo para

substituir o AL comercial na sintese do copolimero.

0.8
Mw = 1137498 g/mol
Miniemulséo ALC
0.6 Miniemuls&o ALP
—
=
>
3 0.4
=] ;
RS
2 V
; P
©
0.2
oo b—+4rtrq4merr——17o—-"-r—-"-—b—"---t-—-4—""—"—"7
45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Log(Mw)

Figura 46 - Distribuicbes de massa molar (DMM) dos copolimeros IBMA/ALM.
O copolimero obtido com o IBMA possui Tg proxima do copolimero com

MMA (Figura 46 e Tabela 14), indicando que ambos podem ter propriedades

semelhantes. Tal fato € mais um indicativo que o IBMA pode ser usado como
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mondmero para producao de polimeros com propriedades proximas ao PMMA.
Os resultados ainda indicam que ndo houve diferenca significante na Ty do
copolimero de IBMA, independentemente do AL utilizado. Ou seja, a utilizacao
do AL purificado nédo afetou significativamente as propriedades finais do

copolimero.
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Figura 47 - Curvas de DSC dos polimeros IBMA-ALC e IBMA-ALP.

Pelo perfil da curva obtida por DSC, observa-se que as curvas sao
caracteristicas de polimeros amorfos, o que era esperado devido aos
mondmeros com grupos oriundos do &cido acrilico. A presenca do AL na
estrutura do copolimero diminuiu a Tq com relacdo ao homopolimero de IBMA,
qgue possui Tg entre 140 e 195 °C. Os polimeros sintetizados com AL podem ter
gerado cadeias poliméricas de maior mobilidade, e consequentemente, menor
Tg, exemplificando o efeito do AL mesmo em pequena fracdo de 5%. Entretanto,
uma Tg entre 110 °C permite uma boa faixa de aplicacbes deste material
termoplastico de natureza amorfa, especialmente aquelas que requerem uma
combinagdo de rigidez e certa flexibilidade a temperaturas elevadas. A
diminuicdo da Tq possibilita ao material uma caracteristica plastificante de melhor
processabilidade.'®?

A estabilidade térmica dos copolimeros foi analisada por
termogravimetria. A Figura 48 apresenta as curvas termogravimétricas com suas

respectivas derivadas (DTG) paras os polimeros de IBMA com AL.
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Figura 48 - Curvas termogravimétricas (TG/DTG) dos polimeros IBMA-ALC e
IBMA-ALP.

A DTG indicou trés estagios de perda de massa, caracterizando trés
eventos distintos. O inicio da decomposi¢cdo ocorreu em temperaturas maiores
para o polimero com AL comercial (225 °C) do que para o AL purificado (170 °C).
Este evento observado para o AL purificado pode estar relacionado a cadeias
poliméricas de menor massa molar e representam aproximadamente 20% da
massa total do polimero. A variacdo da temperatura inicial de decomposicao
pode se dar ao fato de que a massa molar média em massa (Mw) do copolimero
de IBMA com AL comercial é relativamente maior que a observada no
copolimero sintetizado com AL purificado, conferindo ao material a base de AL
comercial uma maior resisténcia térmica para iniciar a sua decomposicao,
embora ambos os copolimeros apresentem uma massa molar média em namero
similar (Tabela 14). Tal fato é corroborado pelo valor de Tg do material
proveniente do AL comercial ser mais alto que o AL purificado, indicando que as
cadeias poliméricas possuem menor mobilidade para o material proveniente do
AL purificado. As impurezas presentes no AL purificado podem ter impactado
nas reacgdes de transferéncia de cadeia, culminando na formacgdo de cadeias
poliméricas de menos tamanho.

J& os préximos eventos térmicos ocorreram em temperaturas
semelhantes para os dois copolimeros, em aproximadamente 250 e 445 ° C. Tal
fato € um forte indicativo de que o material possui semelhancas nas
propriedades fisicas e possuem um grau de heterogeneidade, relacionado ao

fato de ser com copolimero com 2 monémeros distintos.
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A partir do espectro de RMN, foi possivel verificar que a polimerizacao
aconteceu, visto que os sinais referentes aos hidrogénios da dupla ligacdo do
ALM foram suprimidos, estando ausente no espectro do copolimero, conforme
ilustrado na Figura 49. Além disso, a intensidade dos sinais referentes aos
hidrogénios da dupla ligagdo do IBMA (6= 6,09 e 5,54 ppm) cai
consideravelmente, indicando que parte do IBMA foi copolimerizado. Para o AL
comercial, € possivel verificar 2 picos para cada hidrogénio do carbono
insaturado (indicado por c, d e e), referentes aos isdmeros L e D, visto que o AL

comercial é composto pela mistura racémica dos enantibmeros.
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Figura 49 - Espectros de RMN de 600 MHz de Hidrogénio da reacdo de
copolimerizagéo entre o acido latico comercial modificado e o IBMA.

O mesmo comportamento foi verificado para o copolimero de IBMA com
AL purificado. O espectro obtido para este copolimero esta representado na

Figura 50.
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Figura 50 - Espectros de RMN de 600 MHz de Hidrogénio da reacao de
copolimerizagéo entre o acido latico comercial modificado e o IBMA.

Nos espectros obtidos apds 2 horas de polimerizacéo, verificou-se que o
ALM foi totalmente polimerizado e que a composi¢ao néo foi afetada ao usar o
AL purificado como mondmero. Tal fato é corroborado pelas demais andlises.

Tendo como base os parametros da Chem21 Metrics Toolkit3?, verifica-
se que a miniemulsdo é um processo que se enquadra em um alto nivel de
sustentabilidade. Aléem disso, a possibilidade de utilizar o AL purificado aumenta

o grau de insumos biobaseados, agregando ainda mais viabilidade ao processo.

4.4.2 Reacao de polimerizacao do acido latico modificado via RAFT

A Transferéncia de Cadeia Reversivel por Adicdo-Fragmentacdo (RAFT)
€ um método de polimerizacéo radicalar que utiliza um agente de transferéncia
de cadeia, conhecido como agente RAFT. Nesse processo, ha uma reacao
reversivel entre cadeias de polimero ativas e inativas. O mecanismo envolve

uma série de reagfes de adicdo e fragmentacdo. A polimerizagdo comeca com
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a iniciacao, onde um iniciador gera radicais primarios. Esses radicais iniciam a
propagacéo, adicionando mondémeros e formando uma cadeia em crescimento
que interage com o agente RAFT.%110.134

A polimerizag&do RAFT foi selecionada para polimerizar monémero a base
de acido latico pensando na sua capacidade de produzir polimeros com um
controle preciso sobre a estrutura e propriedades do produto final. Esta técnica
permite um controle preciso na distribuicdo do tamanho das cadeias do polimero
e a arquitetura do polimero comparado com outros métodos de polimerizacdo
radicalar. Além disso, a polimerizacdo RAFT possibilita a sintese de materiais
com diferentes arquiteturas, como blocos, podendo ajustar propriedades como
biodegradabilidade, rigidez ou flexibilidade do polimero final. Sendo assim, o
mondmero obtido a partir da esterificacdo seletiva do AA e AL (comercial e
purificada) foi submetido essa polimerizacdo para verificar a viabilidade da
utilizacdo do monbémero baseado em acido latico na producdo de um
macroRAFT. A Figura 51 indica um esquema que representa O Pprocesso
envolvido. Uma vez obtido, o macroRAFT podera ser na sintese de inéditos

polimeros em bloco.

RAFT em DMF
- .
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Agente RAFT MacroRAFT
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DN Ty
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<

Figura 51 - Sintese das particulas de macroRAFT obtido via polimerizacao
RAFT.
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Para ambos experimentos de sintese do homopolimero de AL modificado
via RAFT foram utilizadas as razbes entre mondmero e agente de 30, e agente
RAFT e iniciador em 10, visando a obtencdo do homopolimero com massa molar
de 5000 Da.

Para o AL purificado, obteve-se uma conversdao de 44,75%.
Primeiramente, vale ressaltar que a polimerizagédo via RAFT é muito sensivel a
impurezas. Para o AL comercial, a conversao foi de 62,19%, ou seja, um valor
também baixo. Isto indica que mais tempo de polimerizacdo poderia resultar em
conversbes maiores, mas as impurezas provenientes do AL purificado
impactaram para conversdes ainda menores.

Observou-se que, macroscopicamente, o polimero obtido a partir do AL
comercial foi mais homogéneo que o proveniente do AL purificado. A natureza
das impurezas foi um fator determinante para 0 processo, Visto que,
visivelmente, os homopolimeros obtidos com esta técnica foram bem diferentes
guando usamos o AL purificado em comparacdo com o comercial.

O polimero obtido a partir do AL purificado néo foi solivel em THF. Tal
fato ndo foi observado para o comercial, possivelmente porque o acido latico
comercial apresenta-se como uma mistura racémica dos isobmeros L e D. Sendo
assim, nado foi possivel realizar analises de CPG para este material polimérico,
por exemplo. Isso pode ser correlacionado com o fato de que a cadeia polimérica
deve ter estrutura reticulada. A Figura 52 representa a distribuicdo de massa
molar do ALM sintetizado a partir do AL comercial. Um Mw de 2868 g/mol foi
alcancado para o macroRAFT. A meta de 5000 g/mol ndo foi alcancada,
indicando que a polimerizacéo poderia ter seguido além das 6 horas. Percebe-
se pelo grafico um perfil bimodal, com uma pequena contribuicdo para massas
molares mais baixas. Tal caracteristica pode estar correlacionada com a

presenca de oligdmeros.
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Figura 52 - Distribuicbes de massa molar (DMM) do homopolimero de ALM
proveniente de AL comercial.

A reticulacdo também do homopolimero do AL purificado foi corroborada
com o resultado do DSC, que néo foi possivel verificar a Tg do polimero
proveniente do acido latico purificado. As curvas de DSC ndo revelaram
claramente nenhum evento endotérmico associado a temperatura vitrea. Assim,
o teste foi inconclusivo devido as condicdes de analise e a baixa sensibilidade
do equipamento para identificar a Tg desse polimero.

A Figura 53 indica a Tg do ALM proveniente de AL comercial. Tipicamente,
aTgdo PLA é entre 50 e 80 °C.135 O valor obtido para o homopolimero sintetizado
via RAFT esta proximo do PLA convencional, indicando que a sintese é viavel
para a producdo de materiais com caracteristicas muito proximas ao PLA. Ou
seja, a utilizacdo do ALM como mondmero resultou em polimeros com
caracteristicas semelhantes ao AL.
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Os dados de DTG, que indicam os estagios de perda de massa, indicam
que o homopolimero produzido por RAFT com AL tem perda de massa
significante em 277 °C e uma segunda perda em 407 °C, mas em menor
intensidade. Para o AL purificado, foi possivel observar dois estagios: um em
253 e um em 468 °C. Ou seja, apesar das diferencas, os homopolimeros
possuem perfis semelhantes de perdas de massas. Por mais que a troca idnica
tenha fornecido um AL com 90% de pureza, talvez a natureza das impurezas
tenha interferido negativamente na polimerizacdo RAFT.

Para verificar se a polimerizacao ocorreu, foram coletadas aliquotas de
20 uL do meio reacional antes e ao final do processo. A mesma quantidade de
solucdo foi submetida a andlise de RMN. A Figura 55 mostra os espectros
obtidos para os mondémeros de ALC e ALP modificados, bem como para a

mistura de mondémero de homopolimero obtido apds 6 horas de reacao.
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Figura 55 - Espectros de RMN de 600 MHz de Hidrogénio da polimerizagéo
RAFT do ALC e ALP modificados.

Pode-se observar que as intensidades dos sinais da dupla ligacéo
presente no mondémero de AL diminuiu nas duas condi¢des. Ja era esperado que
houvesse monémero residual, ja que a conversao foi de 44,79 % para o AL

purificado e 62,19% e para o AL comercial. Entretanto, a diminuicdo da
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intensidade dos sinais evidencia a polimerizacao, ja que esta reacao acontece
neste grupo funcional.

Outro fato interessante que pode ser observado € que no espectro do
monomero de AL comercial, 0s picos c, d e e referentes aos hidrogénios da dupla
ligacdo aparecem duplicados, ja que o AL comercial € uma mistura racémica dos
isdmeros L e D. Isto ndo € observado no espectro do AL purificado, ja que a
bactéria produz apenas o enantibmero L-(+)-acido latico. A utilizacdo do AL
purificado viabilizou a produgdo de um polimero com propriedades distintas.
Sendo assim, se uma segunda etapa de purificacdo for empregada, além de um
maior tempo reacional, possivelmente maiores conversdes poderiam ser

alcancadas.
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5 - Conclusodes

Pela selecdo da bactéria apresentada neste trabalho, concluiu-se que a
Enterococcus durans e Lactococcus lactis apresentaram maiores producdes de
acido latico em tubos coénicos do tipo Falcon de 50 mL. Os resultados mostram
gue todas as bactérias estudadas foram capazes de produzir o L-(+)-acido latico,
que foi produzido com pureza Optica, 0 que € interessante para a producao de
polimeros.

Todas as cepas foram capazes de realizar bioconverséo do glicerol para
crescimento celular, porém a adaptacao natural ndo induziu a producéo de acido
latico.

Por apresentar a capacidade de exaurir a fonte de carbono, bem como
apresentar maiores producdes de &cido latico, a Enterococcus durans foi
selecionada para avaliar as fermentacdes em fermentadores de 1 litro. Verificou-
se que o excesso de acucar no meio ndo implica em maior producédo de acido
latico. O meio contendo 20 g/L de lactose e 10 g/L de glicose foi suficiente para
producdes de até 36,47 g/L de &cido latico, com alimentacdo de lactose e
controle de pH do meio em 5,0.

Os estudos de avaliacdo da producdo de &cido latico em ambiente
anaeroébico indicaram que baixas concentracdes de oxigénio dissolvido no meio
ndo favoreceu a producao de acido latico. Com injecéo de nitrogénio e DO%
maxima de 0,3%, a producao de acido latico foi 8,5 g/L. A fermentacdo com as
mesmas condicdes sem adi¢do de nitrogénio ao meio produziu 10,87 g/L.

Com os resultados obtidos nos experimentos que avaliaram a reutilizacao
de células, foi possivel concluir que o reciclo aumentou 10 g/L na producao de
acido latico, chegando a 26,07 g/L. Fermenta¢des com a E. durans nas mesmas
condi¢des produziram mais acido latico com células adaptadas.

Conclui-se também que, o controle de pH, com a adicdo de KOH 2 M ao
meio para manter o pH em 5,0 possibilitou uma producéo de 36,47 g/L de acido
latico, melhorando de maneira significativa quando comparamos com
fermentacdes sem controle de pH (10,87 g/L).

Objetivo de maximizar a producdo de acido latico foi obtida com o

aumento de escala em fermentadores de 5 L e com alimentagéo de lactose em
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pulsos, produzindo 66,23 g/L de acido latico. Tal meio fermentativo foi submetido
a técnicas de purificacdo para a recuperacdo da molécula de interesse.

A troca idnica com resinas Amberlite IR-120 H* e IRA-67 CI foi uma
técnica que aprimorou a purificagdo do acido latico, chegando a 91% de pureza
com 94 % de recuperacdo, quando utilizadas em associacdo. Tal resultado
possibilitou a utilizacdo da molécula purificada para modificacdo quimica.

Foi possivel utilizar o acido latico purificado nas reacdes de esterificagéao,
sendo viavel a modificagdo deste composto esterificando-o com o &cido acrilico.
Este acido latico modificado foi incorporado em reacdes de copolimerizacdo com
metacrilato de isobornila, produzindo um polimero com propriedades
interessantes para diversas aplicacdes. Para polimerizacées RAFT, acredita-se
que a utilizacdo do AL purificado prejudicou a reagéo, considerando-se que o

método foi sensivel aos contaminantes presentes.
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