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RESUMO

CAVALCANTE, G. S. 2021. Avaliacdo da producéo de acido latico a partir de manipueira
e microrganismos autdctones em sistemas anaerobios. Tese (Doutorado em Hidraulica e
Saneamento) — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos.

Acido latico é utilizado nas mais variadas aplicacdes, sendo uma das principais a fabricacéo
do acido polilatico (PLA), um polimero termoplastico, com boas caracteristicas mecanicas,
biocompativel e biodegradavel, potencial substituto dos polimeros derivados de industrias
petroquimicas. Elevado preco de producédo, caracterizada pela fermentacdo de carboidratos
refinados por microrganismos especificos em meios esterilizados, é o limitante para tornar o
PLA competitivo no mercado de polimeros. A manipueira, residuo liquido gerado na
fabricagdo de derivados da mandioca, € um potencial substrato para produgéo de acido latico,
por possuir alto teor de carboidratos simples sollveis e contar com uma cultura autoctone de
bactérias produtoras de acido latico. Nesse sentido, o objetivo geral da pesquisa foi avaliar a
possibilidade de producéo de acido latico em reatores anaerdbios utilizando manipueira e sua
cultura mista autoctone. Para isso, esse trabalho foi dividido em trés etapas. Na primeira
etapa, foi realizada uma avaliagéo preliminar da fermentacdo da manipueira bruta em ensaios
em batelada. O principal objetivo foi identificar os produtos gerados na fermentacédo da
manipueira utilizando sua composicdo natural. A influéncia da temperatura no processo
também foi avaliada. A segunda etapa objetivou a identificacdo das condi¢es de pH inicial e
temperatura mais favoraveis para producdo de acido latico, utilizando a metodologia de
superficie de resposta. Também foi realizada modelagem da cinética do processo na condicao
mais favoravel, a fim dimensionar racionalmente o reator continuo utilizado na etapa
subsequente. Na etapa 3, um reator anaerébio de leito fixo estruturado (RALFE) foi operado
para avaliar a possibilidade de producéo continua de acido latico utilizando manipueira bruta
apenas com o ajuste do pH de alimentacdo. A influéncia da aplicacdo de trés diferentes
tempos de detencgé&o hidraulica (TDH) no processo também foi avaliada. Os resultados obtidos
na primeira etapa demostraram que apenas produtos associados a fermentacgéo latica sao
produzidos, sendo identificados apenas &cido latico, etanol e acido acético. A variacao da
temperatura influenciou o processo, com seletividades do &cido latico (S,;) diferentes para
cada condicao testada. A andlise da superficie de resposta obtida na etapa 2 permitiu observar
que a interacdo do pH inicial e temperatura de fermentacdo possui efeito negativo nas
variaveis S, e rendimento de acido latico (Y, ), ou seja: em temperaturas maiores, 0 aumento
do pH inicial ndo favoreceu essas variaveis, enquanto em temperaturas mais baixas S,; e Yu,
foram favorecidas com o aumento do pH inicial. Comparando os valores de Y,;, a condicédo
mais favoravel de temperatura e pH inicial foi pH de 4,5 e temperatura de 35° C, com
concentracdo maxima de acido latico de 200 mmol AL.L? no 15° dia de fermentacdo, S,, de
0,9 eY,, de 0,9 g DQOAL.g* DQOch. Houve producéo continua de acido latico durante toda a
operacdo do RALFE. Cargas de carboidratos aplicada (CCh,) superior a 4 g Ch.L.dia* ndo
influenciaram na vazao massica de acido latico produzido, com valor da assintota aproximado
de 60 g AL.dia. Reducéo do TDH para 8 h, com CCh, entre 4 e 7 g Ch. L.dia, resultou na
producao de &cido propidnico, que influenciou negativamente na Sy, € Y;;,. Com os resultados
obtidos, foi estimado que para cada tonelada de mandioca processada ha o potencial de
producao de 6 kg de AL. Os resultados obtidos mostram que ha grande potencial de produgéo



de &cido latico em reatores anaerobios, utilizando apenas manipueira e sua cultura autéctone
microbiana.

Palavras-chave: Acido latico. Manipueira. Reatores anaerébios. RALFE. BAL.



ABSTRACT

CAVALCANTE, G. S. 2021. Assessment of lactic acid production using cassava
wastewater and autochthonous microrganisms in anaerobic systems. Thesis (PhD in
Hydraulics and Sanitation) — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de S&o
Paulo, Sdo Carlos.

Lactic acid has a wide range of applications, one of such is the production of polylactic acid
(PLA). PLA is a thermoplastic, biocompatible and biodegradable polymer with good
mechanical properties, with potential to compete with other polymer made of petrochemical
sources. Utilization of refined sugars by pure microorganisms in sterile media are the most
important drawbacks in lactic acid production. Cassava wastewater has the potential to be a
suitable substrate for lactic acid production, due to its high carbohydrates content and
presence of lactic acid bacteria (LAB). The objective of this study was to assess the feasibility
of lactic acid production using cassava wastewater and autochthonous microorganisms in
anaerobic reactors. Three experimental phases were performed. In the first phase, a
preliminary batch test was conduct to identify the products generated during the fermentation
of raw cassava wastewater. Influence of temperature was also investigated. In the second
phase, response surface methodology (RSM) was utilized to obtain the best temperature and
initial pH conditions for lactic acid production. The kinetics of the process was modelled to
assist with the sizing of the continuous reactor. On the third phase, a Anaerobic Bioreactor
with Fixed-Structured Bed (ABFSB) was operated to assess the continuous production of lactic
acid using raw cassava wastewater in three different hydraulic retention time (HRT) conditions.
Results show that the fermentation of cassava wastewater mainly results in lactic acid, ethanol
and acetic acid. Lactic acid Selectivity (S4,) was influenced by the different temperatures in
phase 1. Results from the RSM indicate that 35° C and initial pH of 4.5 was the best condition
for lactic acid yield (Y4, ), resulting in values of 200 mmol.L?, 0.9 and 0.9 for maximum lactic
acid concentration, S,; and Y,; , respectively. Continuous lactic acid production was maintained
during all ABFSB operation. CCh, values above 4 g Ch.L1.day? did not result in significant
change in the Q,;, with value of 60 g AL.day*. TDH drop to 8 h, with CCh, values between 4
and 7 g Ch.Lt.day?, resulted in the production of propionic acid, which reduced S,; and Y, . It
was estimated that each ton of processed cassava roots has the potential do produce 6 kg of
LA. These results show that cassava wastewater has a great potential of lactic acid production
using autochthonous microorganisms.

Keywords: Lactic acid. Cassava wastewater. Anaerobic reators. ABFSB. LAB.
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1. INTRODUCAO

A manipueira € o liquido liberado da prensa da mandioca ralada para produgéo
de derivados, como farinha de mandioca, e é caracterizada por apresentar alta
concentracdo de matéria organica, principalmente carboidratos, e sélidos suspensos.
Essas caracteristicas tornam a manipueira uma ameaca ao meio ambiente, quando
descartada de forma incorreta, principalmente se langada diretamente em corpos de
agua. Ao mesmo tempo, contudo, a manipueira, assim como outros residuos
provenientes do processamento da mandioca, € considerada uma fonte renovavel, de
baixo custo e prontamente disponivel para a producdo de compostos de interesse
comercial, a partir do conceito de biorrefinaria, como é o caso do acido latico (AL)
(ZHANG et al., 2016).

A relevancia na producdo de &cido latico esta relacionada a sua grande
versatilidade, com aplicacdo em diversas industrias. Seu interesse tem aumentado por
ser matéria-prima para a producéo de &cido polilatico (PLA, do inglés poly-lactic acid).
O PLA, por sua vez, € um polimero biodegradavel que pode ser utilizado em diversas
aplicac6es na medicina e € matéria-prima para producéo de plastico biodegradavel
(WANG et al., 2010).

Um dos principais obstaculos na producéo de acido latico é o custo da matéria-
prima, que compreende, em sua maioria, aglicares puros, como glicose. Por se tratar
de um produto de baixo valor, a utilizacao de acucares refinados aumenta o custo de
producao e, por isso, residuos de processos industriais sdo estudados como possiveis
substitutos. Reducdo da necessidade de uso de terra para culturas dedicadas e
consequente diminuicdo da contribuicdo para inseguranca alimentar sdo outros
beneficios da utilizacdo de residuos como substratos para a producao de acido latico
(EITEMAN; RAMALINGAM, 2015; MUSSATTO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2018).

Em geral, bactérias produtoras de acido latico (BAL) sdo os principais
organismos associados a fermentacdo espontdnea da mandioca. Andlise da
comunidade microbiana presente na manipueira proveniente da producdo de amido
fermentado mostrou prevaléncia de BAL, especialmente do género Lactobacillus, as
quais conseguem se desenvolver nas condicbes acidas ndo suportadas por outros

tipos de bactérias. Utilizar a comunidade microbiana autéctone é vantajoso para o
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processo, pois, considerando efeitos sinergéticos, uma comunidade adaptada
aumenta a estabilidade do processo, promove a degradacdo de particulas mais
complexas e aumenta a tolerancia ao &cido latico, além de n&o requerer
suplementacao nutricional (AMPE; SIRVENT; ZAKHIA, 2001; AVANCINI et al., 2007,
DRESCHKE et al., 2015; LACERDA et al., 2005).

Temperatura e pH estdo entre os parametros que mais influenciam a producao
de &cido latico (HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000). Com isso, pesquisar
como esses parametros influenciam no processo sao pontos principais quando se

trabalha com culturas mistas em meios complexos.

Nesse sentido, esta pesquisa se prop6s a avaliar a producdo de acido latico
utilizando manipueira como substrato e sua cultura microbiana autoctone. A
manipueira ja foi utilizada para producéo de acido latico com utilizacédo de cultura pura
de microrganismos e suplementacdo nutricional (COELHO et al., 2010; LIMA,
COELHO; CONTIERO, 2010). Porém, a atual pesquisa € a unica, pelo conhecimento
do autor, em que a manipueira foi utilizada com sua composicdo original e com

utilizacdo de sua cultura autoctone.
1.1 HIPOTESES DE TRABALHO

A idealizacdo desta pesquisa surgiu a partir do trabalho realizado por Gomes
et al. (2015), no qual a producdo da hidrogénio a partir de manipueira em reator
anaerdébio acidogénico foi inibida pela presenca de bacteriocinas associadas a BAL.
Tais bacteriocinas, identificadas no trabalho de Gomes et al. (2015) como Nisina A e
Nisina Z, e seus produtos de degradac¢éao foram identificadas mesmo apés tratamentos
térmico da manipueira utilizada no estudo. Com isso, devido a importancia do acido
latico no mercado, a limitagdo de estudos sobre esse tema na literatura e ao potencial
de adequacédo da manipueira como substrato de baixo custo para a producao de acido

latico, este projeto foi elaborado.

Dessa forma, a hipotese geral do trabalho é que é possivel produzir &cido latico
a partir da manipueira sem inoculagdo, apenas com atuacdo dos microrganismos

autoctones.

Essa hipétese foi dividida em duas sub-hipéteses:
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a) A producao de &cido latico a partir de manipueira e biomassa autoctone
é influenciada pelos parametros pH e temperatura;

b) E possivel manter a producdo continua de &cido latico a partir de
manipueira e microrganismos autoctones em reator anaerobio continuo,

contendo microrganismos imobilizados.

1.2 JUSTIFICATIVA

As principais justificativas para realizagéo deste trabalho séo:

a) Possibilidade de agregar valor a um residuo agroindustrial altamente

poluidor, tornando-o matéria prima para producédo de um composto de alto

interesse comercial;

b) Aplicacdo de um residuo na fase liquida, composto principalmente por

carboidratos prontamente disponiveis, eliminando custos com pré-
tratamentos (tratamento térmico e enzimatico), que sao utilizados em
residuos agroindustriais solidos lignoceluldsicos e amilaceos;

Utilizacao de microrganismos autéctones, ja adaptados ao substrato, pode

diminuir significativamente os custos operacionais e o esforco tecnolégico.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral dessa pesquisa foi avaliar a possibilidade de producéo de acido

latico em reatores anaerobios utilizando manipueira e cultura mista autoctone.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos dessa pesquisa foram:

i) Avaliar a influéncia da temperatura e do pH na producéao de acido latico
em reatores em batelada;

ii) Avaliar a producéo de acido latico em reator continuo e estudar como a
variagdo do Tempo de Detencgéo Hidraulica influencia o processo;

iii) Avaliar a comunidade microbiana autéctone da manipueira responsavel

pela producao de acido latico.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MANDIOCA — A CULTURA DO SECULO XXI

Conhecida como “alimento dos pobres”, em 2013, a Organizacédo das Nacfes
Unidas para a Alimentagao e a Agricultura (FAO) elegeu a mandioca como a “cultura
do século 217, devido a sua versatilidade, com capacidade de atender as demandas
bésicas de paises em desenvolvimento, as tendéncias do mercado mundial e as

possiveis dificuldades provenientes das mudancgas climéticas (FAO, 2013).

Macaxeira, mandioca, aipim, castelinha, uaipi ou Manihot esculenta Crantz é
uma arvore arbustiva, considerada uma das culturas mais antigas cultivadas do
mundo. Evidéncias apontam que sua domesticacdo data dos anos 5000-7000 antes
de Cristo, pelos povos indigenas instalados na periferia sudoeste da regiao
Amazonica, onde hoje estéo localizados os estados de Mato Grosso, Rondbénia e Acre
(ALLEM, 2002; OLSEN; SCHAAL, 1999).

A mandioca é caracterizada pela sua facilidade de manejo e por resistir em
condicdes extremas ndo suportadas por outras culturas. A planta é muito tolerante a
escassez de agua e condicdes acidas de solo (pH de 4,5) e obtém seus nutrientes por
meio da relacdo de simbiose com fungos presentes no solo, o que reduz ou elimina a
necessidade de aplicacdo de insumos. Novas arvores de mandioca podem ser obtidas
por meio do plantio de partes do caule da planta e suas folhas produzem glicosidios
cianogénicos que atuam como repelente natural contra ataques de pragas (FAO,
2013). Adicionalmente, a mandioca (folhas e raizes) é constituida de 80 a 90% (massa
seca) de carboidratos, dentre os quais 80% s&o amido, 0 que a posiciona entre uma
das fontes mais acessiveis de calorias (MONTAGNAC; DAVIS; TANUMIHARDJO,
2009).

Considerando o mercado global de culturas amilaceas, a mandioca possui a
quinta maior produgdo anual, com 278 milhdes de toneladas produzidas em 2018,
abaixo do milho, arroz, trigo e batata. Contudo, houve aceleracdo do crescimento da
producdo da mandioca (Figura 3-1), que gerou um aumento de 70% de produc&o nos
altimos 20 anos (1998-2018), perdendo apenas para o milho (86,6%) (“FAOSTAT”,
2019).
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Figura 3-1 - Crescimento da producdo mundial das principais culturas
alimentares
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Fonte: Baseado em FAO (2013, p.6) com dados retirados de (“FAOSTAT”, 2019).

Tradicionalmente cultivada por pequenos agricultores e por agricultura familiar,

em regifes de clima tropical e subtropical, a maior parte da produc¢éo de mandioca é
proveniente de paises da América Latina (9,81%), Asia (29,03%) e Africa (61,08%). O
Brasil j& foi o0 maior produtor de mandioca, representando 30% da produc¢do mundial.

A partir da década de 1990, paises da Africa e Asia expandiram sua produc&o, com

destaque para Nigéria, que ha 30 anos € a maior produtora de mandioca do mundo,

com 21% da producao total em 2018, mesmo possuindo um rendimento baixo. O

Brasil ocupava a quinta posig&o no ranking de maior produtor de mandioca no mundo

em 2018 (Tabela 3-1), com 17,6 milhdes de toneladas produzidas, apds quatro anos
seguidos de queda na producéo (“FAOSTAT”, 2019).

Tabela 3-1 - Maiores produtores de mandioca em 2018

Pais Producdo Areacolhida  Rendimento
(ton) (ha) (ton.ha?)
Nigéria 59.475.202 6.852.857 8,68
Tailandia 31.678.017 1.385.817 22,86
Republica Democrética do Congo  29.952.479 3.677.998 8,14
Gana 20.845.960 1.032.990 20,18
Brasil 17.644.733 1.205.413 14,64

Fonte: (“FAOSTAT”, 2019).

No Brasil, o segmento de agricultura familiar representa 84% de toda a
mandioca produzida (DERAL - DEPARTAMENTO DE ECONOMIA RURAL, 2020) e
as terras produtoras estao concentradas nas regides Norte e Nordeste, com 70,5% da
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producdo nacional (Figura 3-2). A regido Norte também possui a maior producdo de

mandioca, principalmente devido a contribuicdo do estado do Para, que sozinho

representa 19,7% de toda a mandioca do Brasil.

Embora a regido Sul possua apenas 15,8% de toda &rea produtora de
mandioca, sua producdo € a segunda maior do pais, com 23,7%, valor um pouco
acima da producéo da regido Nordeste, que possui o dobro de area produtora (IBGE,
2020). Essa discrepancia, de acordo com Reinhardt (2013), se explica pelo fato de na
regido Nordeste, a producdo de mandioca ser realizada de forma mais rdstica, em
pequenas propriedades e em sistemas de agricultura familiar, para atendimento do
mercado local, principalmente por demanda de farinha de mandioca. Ja na regido Sul,
a producdo € em maior escala, com utilizacdo de méao de obra terceirizada, mais
tecnologia e aplicacao de insumos, com foco na produc¢éao industrial de farinha e amido

para atendimento a mercados diversos.

Figura 3-2 - Producao e area produtora de mandioca nas regifes do Brasil em 2019
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Fonte: Levantamento Sistematico da Producéo Agricola (IBGE, 2020).
Todas as partes da arvore de mandioca podem ser aproveitadas (Figura 3-3).

As folhas sé@o usadas para alimentacdo humana e animal, pelo seu alto teor de
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proteina, que pode chegar a 25% da massa seca. O caule pode ser usado para o
plantio de novas arvores, como lenha, substrato para crescimento de cogumelos e
para alimentacdo animal. No entanto, as raizes, ricas em amido, sdo o principal
produto da mandioca, as quais sao fonte de matéria-prima para diversos usos e
responsaveis pela versatilidade atribuida a planta. Além do seu uso para alimentagcéo
humana e animal, as raizes da mandioca sdo usadas em processos industriais na
producéo de alimentos, farmacos, papel, adesivos, na industria téxtil, na producéo de
biocombustivel, entre outros usos (FAO, 2013).

Figura 3-3 - Principais usos da arvore de mandioca, de acordo com
cada parte da planta
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Fonte: FAO (2013)

7

Mais da metade de toda mandioca colhida no mundo é utilizada para
alimentacdo humana, consumida em forma de farinha ou outros produtos fermentados
(ZHANG et al., 2016). No Brasil, em 2017, a producédo de farinha e fécula de mandioca
foi de 225.750 e 422.322 toneladas, respectivamente (DERAL - DEPARTAMENTO
DE ECONOMIA RURAL, 2020; IBGE - INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2017).
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3.2 MANIPUEIRA — MATERIA-PRIMA POTENCIAL

A producao de derivados da mandioca gera grandes quantidades de residuos,
tanto solidos quanto liquidos. Por serem ricos em matéria organica, a0 mesmo tempo
em que esses residuos representam um risco ao meio ambiente, quando destinados
de forma inadequada, eles podem ser reaproveitados e utilizados como matéria-prima
para producdo de compostos de valor agregado, utilizando a abordagem de
biorrefinaria (ZHANG et al., 2016).

Um dos principais residuos gerados na industria de derivados da mandioca é a
manipueira, que compreende o liquido liberado na etapa de prensagem da mandioca
ralada no processo de fabricacdo de farinha. E estimado que entre 150 e 400 L de
manipueira sejam gerados no processamento de uma tonelada de raiz de mandioca
(CEREDA, 2000). Considerando que sao gerados aproximadamente 200 kg de farinha
por tonelada de raiz de mandioca, estima-se que em 2017 foram gerados entre 160 e

450 mil m3 de manipueira derivada da producéo de farinha de mandioca no Brasil.

A composicao da manipueira € bastante variavel, pois depende da espécie da
mandioca cultivada, que estd relacionado as caracteristicas edafocliméaticas da
localizacdo do plantio da raiz. Além disso, os procedimentos adotados na inddstria
com relacdo a separacao das aguas € outro fator que influencia na sua composicéo
(CEREDA, 2000).

Na Tabela 3-2 sdo apresentadas caracteristicas de manipueiras frescas de
industrias de farinha de mandioca utilizadas em outros estudos. Observa-se que a
maior parte da matéria organica, medida em termos de Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO), é composta por carboidratos, dentre os quais ha uma parcela
significativa de acucares prontamente disponiveis, o que facilita a rapida fermentacao
da manipueira com consequente producdo de &cidos organicos nas primeiras horas
apos sua geracao (BARANA, 2000).

As manipueiras utilizadas por Damasceno et al. (2003) e Barana (2000) foram
provenientes da mesma industria de farinha de mandioca. Porém, observa-se que ha
discrepancia na comparacédo da composicao das duas, o que ilustra a ja mencionada
variabilidade da manipueira, que incide até em manipueiras de mesma origem

industrial.
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Tabela 3-2 - Caracteristicas de manipueiras provenientes da fabricacéo de farinha de
mandioca em diferentes estudos

Amorim Souza et Damasceno Barana

Parametro (2018) al. (2015) etal. (2003)  (2000)

Coité do  Santa Maria Santa Maria

Localizacdo da casa de farinha  Taquarana/AL NGia/AL  da Serra/SP  da Serra/SP

Processamento mensal de

mandioca (ton) i 75 720 i
Geracdo de manipueira (L.ton?)! - 400 360 -

pH 5,5 - 5,5 -
DQOxtal (9L 91,30 - 60 62,4+19,3
Sélidos totais (g ST.L?) 103,28 - 62 55,4+13,1
Sélidos volateis totais (g SV.L?) 72,82 - - 48,6+13,5
Carboidratos totais (g.L™?) 87,08 - 58,2 -
Glicose (g.L %) - - 22,3 6,01+4,72
Frutose (g.L?) - - 14,9 10,22+7,70
Acido Latico (g.L™Y) - - - 1,76x1,43
Acido Acético (g.L ) - - - 2,64+2,35
Acido Propibnico (g.L™) - - - 2,26+2,02
Cianeto total (mg.L?) - - - 112,19+28,94
Nitrogénio total (g.L™?) - - 1,6 1,38+0,30
P (mg.L?Y) - 390+0,07 83,3 361+473
K* (mg.LY) i 779’1221'0’2 895,0 219141177
Ca?* (mg.L?) - 245+0,08 184,0 931+396
Mg?* (mg.L™) - 222+0,04 173,0 362+112
S (mg.LY) - 38,0 68+37
Fe2* (mg.L?Y) - 21,42+0,04 8,0 14+13

Cu?* (mg.L%) - 0,74+0,02 0,8 3+4
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Zn?* (mg.L?) - 5,21+0,02 - 36+45
Mn2* (mg.L™) - 2,28+0,01 - 3+1
Cd?* (mg.L?) - 0,045+0,01 - -
Ni2* (mg.L%) - 0,98+0,02 - -
Na* (mg.L?) - 199,5+0,11 - -

1 Equivale a quantidade de manipueira gerada por tonelada de mandioca processada.

Outro ponto a ser destacado na Tabela 3-2 é a presenca de nutrientes na
composicdo da manipueira, principalmente N, P, K, Ca?* e Mg?*. Essa caracteristica
rendeu a manipueira titulo de adubo organico, com estudos comprovando sua eficacia
em substituicdo a adubos comerciais, principalmente para a agricultura familiar, por
ser uma alternativa de baixo custo (BOTELHO; MARLI COSTA POLTRONIERI,
RODRIGUES, 2009). Outros usos mais tradicionais e diretos da manipueira sao a
utilizacdo como complemento alimentar na criacdo de animais e na producdo de

tucupi, alimento tipico na regido norte do Brasil (BEZERRA, 2011).

Para seus usos diretos, é necessario que a manipueira passe por um processo
de fermentacdo natural ou aquecimento, para volatilizagdo do cianeto, composto
toxico, presente em sua composicdo. Envenenamento pela ingestdo de manipueira foi
citado como causa de morte de animais por aproximadamente 40% de pecuaristas
em um levantamento realizado entre 2011 e 2013 no Brasil (PEDROSO et al., 2018).

Além dos usos ja citados, as caracteristicas da manipueira, rica em
carboidratos e nutrientes, também a tornam adequada para ser utilizada em processos
fermentativos para producéo de biohidrogénio e acidos organicos. A utilizacdo de
residuos para producdo de compostos com valor agregado promove a destinacao
ambientalmente adequada dos residuos, reduz custos com matéria-prima e evita a
competicdo com a industria alimenticia pelo mesmo substrato, minimizando

problemas relacionados a seguranca alimentar (ZHANG et al., 2016).

Varias alternativas para aproveitamento da manipueira utilizando o conceito de
biorrefinaria foram estudadas, como a producé&o de biohidrogénio e biometano (MARI
et al., 2020), biosurfactantes (CAVALCANTE FAI et al., 2015), acidos graxos volateis
(HASAN et al., 2015), acido latico (LIMA; COELHO; CONTIERO, 2010), entre outros.

Em especial, a utilizacdo da manipueira para producao biotecnoldgica de acido latico



38

mostra-se atrativa, pois a fermentacdo natural da manipueira espontaneamente
produz acido latico, visto que BAL fazem parte da cultura microbiana autoctone da

manipueira.
3.3 Acipo LATICO

O acido latico (a4cido 2-hidroxi propanoico), CHs — CHOHCOOH, é um &acido
organico de ocorréncia natural, isolado primeiramente em 1780 pelo quimico sueco
CW Scheele. Inicialmente considerado constituinte da composic¢éo do leite, foi apenas
em 1870 que Pasteur identificou que o &cido latico era um metabdlito formado na
fermentacdo do leite por certos microrganismos. Em 1881, Femi produziu o acido por
meio da fermentacao, resultando no inicio de sua producao industrial (CASTILLO
MARTINEZ et al., 2013; JOHN; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007; WEE; KIM; RYU,
2006).

O &cido latico é o acido hidroxicarboxilico mais simples a possuir um atomo de
carbono assimétrico, quiral, e, com isso, pode ocorrer naturalmente como um dos
enantibmeros: L(+)-acido latico e p(-)-acido latico (Figura 3-4), ou como uma mistura
dos dois isomeros (CASTILLO MARTINEZ et al., 2013).

Figura 3-4 - Estrutura dos isbmeros do acido latico
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Em sua forma pura, o acido latico se apresenta como cristais solidos de cor
branca. Porém, geralmente é encontrado como uma solugcdo aquosa, devido a

dificuldade em ser obtido em sua forma pura (DATTA, 2004).

O interesse na producao de acido latico est4 associado a sua versatilidade de
aplicacdo, sendo um componente importante em diversas industrias como (ABEDI,
HASHEMI, 2020; GAO; MA; XU, 2011; KOMESU et al., 2017; WEE; KIM; RYU, 2006):
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Industria alimenticia: usado como acidulante, conservante, intensificador de
sabor, regulador de pH, inibidor de bactéria residual no processamento de
alimentos e € usado como ingrediente essencial na confeccdo de alimentos
fermentados;

Industria de fabricag@o de couro e na industria téxtil: atua no processo de
curtimento e no tingimento de tecidos, respectivamente;

IndUstria de cosméticos: como hidratante, agente para clareamento e
rejuvenescimento da pele, agente contra acne, umidificante e em produtos
de higiene bucal como agente contra tartaro;

IndUstria médica e farmacéutica: usado em implantes, préteses,
comprimidos, na solucao acida no processo de didlise, em suturas cirdrgicas
e no sistema de liberacdo controlada de drogas no organismo;

IndUstria quimica: pode ser convertido em etanol, propileno glicol, polimeros
acrilicos, 6xido de propileno, acetaldeido, &cido acrilico, acido propanoico,
pentano-2,3-diona, lactato de etila, ésteres e PLA. Na forma de sais ésteres
e derivativos, o acido latico pode ser usado na producdo de solventes,

emulsificantes e plastificante;

Embora compartilhem das mesmas propriedades fisico-quimicas (Tabela 3-3),

um dos isébmeros do acido latico pode ser preferivel para determinadas aplicacdes.

Nas industrias alimenticia e farmacéutica utiliza-se a forma enantiomérica L-acido

latico, pois ocorre naturalmente em humanos, enquanto ha relatos de que o p-acido

latico pode ser téxico em altas concentracfes (OLIVEIRA et al., 2018; POHANKA,

Tabela 3-3 — Caracteristicas fisico-quimicas do acido latico

Propriedade Valor Unidade
Peso molecular 90,08 g.mol’
Densidade’ 1,2006 g/mL-"
Ponto de fusao

Mistura racémica (anidra) 18 - 33

Isbmero puro 52,7-52,8 °C
Ponto de ebuligédo? 125 - 140
Constante de dissociagéo? 1,38x10
pKa 3,86
pH* 1,75

Fonte: Chahal; Starr (2000).
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!solucdo aquosa 88,06% a 25°C; ?pressdo a 27 kPa; 325°C; e
“4solucdo aquosa 10%.
PLA é considerado um dos produtos mais promissores produzidos a partir do
acido latico. E um polimero semicristalino, termoplastico, biodegradavel e
biocompativel'. Suas propriedades mecanicas sédo equiparaveis a de outros plasticos
derivados de petroleo, como o PET, com a vantagem de serem produzidos a partir de
fontes renovaveis (MURARIU; DUBOIS, 2016).

Dependendo da configuracdo do L ou D do acido latico, o PLA pode existir em
véarias formas com propriedades distintas, como &cido poli-I-latico (PLLA, do inglés
poly-L-lactic acid) e &cido poli-D-latico (PDLA, do inglés poly-D-lactic acid). Ha também
a possibilidade de producdo de PLA com proporcgles variaveis dos isbmeros D € L,
resultando em diferentes formula¢des de acido poli-D,L-latico (PDLLA, poly-D,L-lactic
acid), cujas caracteristicas biomecéanicas, térmicas, reolédgicas e biol6gicas podem ser
moduladas de acordo com a aplicacdo do produto (ANNUNZIATA et al., 2017).

Devido a suas caracteristicas, o PLA € componente importante na area médica
em aplicagbes em engenharia regenerativa de tecidos, usos em ortopedia, cardiologia,
na administracéo de drogas e ortodontia. Além disso, suas propriedades inerentes o
tornam um material adequado para impressédo em 3D, que permite a fabricacéo rapida
de equipamentos de uso médico, como equipamentos de protecdo individual (EPI),
tecnologia de extrema utilidade em situacdes de emergéncia, como a recente
escassez de produtos médicos e EPI na atual pandemia de COVID-19 (DESTEFANO;
KHAN; TABADA, 2020).

3.3.1 Producéo de acido latico

A producéo de acido latico pode ser realizada por meio de sintese quimica ou
por producao biotecnolégica. A producéo por sintese quimica sempre resulta em uma
mistura racémica dos dois isdbmeros do acido latico, D,L-&cido latico. Ja a producao
biotecnolégica pode produzir apenas um dos dois isbmeros opticamente puros ou uma
mistura dos dois isdmeros, a depender da cultura de microrganismos utilizada
(CASTILLO MARTINEZ et al., 2013).

1 Biocompatibilidade, na medicina, refere-se a habilidade de um material desempenhar a funcédo para
a qual foi projetado, em contato com tecidos vivos sem causar efeitos adversos no longo prazo.
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3.3.1.1 Producéo de acido latico por sintese quimica

O método mais comumente utilizado para a producdo comercial de acido latico
via sintese quimica é baseada na hidrdlise de lactonitrila e o produto final € a mistura
racémica, D,L-acido latico. No processo, cianeto de hidrogénio é (1) adicionado a
acetaldeido em meio liquido na presenca de uma base a altas pressbes para a
formacdao da lactonitrila, a qual é recuperada e purificada por destilacdo. Para produzir
0 acido latico, a lactonitrila & (2) hidrolisada por H2SO4 ou HCI concentrados. O acido
latico posteriormente € (3) esterificado com metanol gerando metil lactato, o qual é
isolado e purificado por destilacao e, por fim, é (4) hidrolisado por agua utilizando um
catalisador 4cido para produzir acido latico e metanol, que é reciclado no processo

(DATTA et al., 1995). As reacdes sao apresentadas a seguir:
(1) Adicao do cianeto de hidrogénio:

catalizador

CH3;CHO + HCN ——— CH3CHOHCN

(2) Hidrdlise da lactonitrila
1 1
CH3CHOHCN + H0 +~ H;SO0, ~ CHsCHOHCOOH + 5 (NH,);S0,

(3) Esterificagédo do acido latico
CH;CHOHCOOH + CH;0H — CH;CHOHCOOCH; + H,0
(4) Hidrolise com agua

CH;CHOHCOOCH; + H,0 » CH;CHOHCOOH + CH50H
3.3.1.2 Producéao biotecnoldgica do acido latico

Alternativamente a sintese quimica, o acido latico pode ser produzido por meio
de fermentacdo, que é um processo relativamente rapido, gera altos rendimentos
(CASTILLO MARTINEZ et al.,, 2013). Em geral, a producdo de acido latico via
fermentacdo requer baixa temperatura de producdo e baixos requerimentos de
energia. Com isso, aproximadamente 90% do acido latico € produzido por meio de
fermentacdo (WANG; TASHIRO; SONOMOTO, 2015). Uma importante vantagem da
producdo biotecnoldgica do &cido latico comparada com a sintese quimica é a
possibilidade de manipulacdo das caracteristicas finais do produto, baseado na

seletividade do isdbmero produzido. Em algumas aplicacfes, a pureza optica deve ser
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priorizada, o que sé pode ser obtido por meio de microrganismos (EITEMAN;
RAMALINGAM, 2015).

De acordo com o produto final da fermentacéo, a producéo de &cido latico pode
ser homolatica, heterolatica ou fermentacao acida mista. Na fermentacdo homolatica,
acido latico € produzido pela rota metabdlica de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), ou
glicélise, na qual piruvato é produzido pela degradacao da glicose (Figura 3-5A). Em
condi¢cBes anaerodbias, o piruvato € utilizado como aceptor terminal de elétrons pelas
bactérias do acido latico (BAL), sendo reduzido a lactato para a oxidacdo de NADH
em NAD* para o balango redox. Essa reacgdo é catalisada por uma das enzimas L-
lactato desidrogenase ou D-lactato desidrogenase, que produzirdo, respectivamente,
L-acido latico e pD-acido latico (LEHNINGER; NELSON; COX, 2005).

O rendimento tedrico de &cido latico produzido por fermentacdo da glicose via
glicélise é de 1,0 g AL.g* glicose (2 mols AL.molglicose). No entanto, o rendimento
observado experimentalmente é menor, em torno de 0,74 — 0,99 g AL.g ! glicose, visto
gue uma parte do carbono é utilizada para crescimento celular, em torno de 0,07 —
0,22 g AL.g! glicose (CASTILLO MARTINEZ et al., 2013; WANG; TASHIRO;
SONOMOTO, 2015).

A fermentacéo heterolatica ocorre pela rota pentose-monofosfato (Figura 3-5B),
na qual as hexoses sao quebradas em pentoses e gas carbbénico. Posteriormente, a
pentose formada é clivada em quantidades equimolares de gliceraldeido-6-fosfato e
acetil fosfato pela enzima fosfoquetolase. O gliceraldeido-6-fosfato entra na glicolise
para formacdo de acido latico, enquanto o acetil fosfato é reduzido a etanol via os
intermediarios acetilcoenzima A e acetaldeido ou é convertido a acetato via acetato
quinase. A proporcao entre etanol e acetato formados é dependente do potencial
redox nas células (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013; WANG;
TASHIRO; SONOMOTO, 2015). Com a formacao de outros produtos na fermentacéo
heterolatica, 0,5 g AL.g* glicose (1 mol AL.mol? glicose) é o rendimento tedrico de
acido latico (WANG; TASHIRO; SONOMOTO, 2015).

A fermentacdo acida mista ocorre na fermentacdo homolatica quando ha
limitacdo de glicose, durante crescimento utilizando outros agucares, como maltose,
lactose e galactose, ou quando ha aumento de pH e diminuicdo da temperatura. Nesse

caso, etanol, acetato e formato sao formados adicionalmente a acido latico. A rota da
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fermentacdo homolatica é utilizada, porém a diferenca ocorre no metabolismo do
piruvato, o qual € metabolizado em formiato acetil-CoA, catalisado pela piruvato
formiato liase (Figura 3-5C) (HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).
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Figura 3-5 - Rotas metabdlicas na producao de acido latico. Homofermentacéo (A), heterofermentacéo (B) e fermentacéo acida
mista (C). F = fosfato, BF = bifosfato, LDH = lactato desidrogenase, PFL = piruvato formiato liase e PDH = piruvato
desidrogenase
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Fonte: Hofvendahl; Hahn—Hagerdal (2000).
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3.3.2 Bactérias produtoras de acido latico

A producédo de acido latico pode ser realizada por diferentes microrganismos,
como bactérias, fungos, leveduras, cianobactérias e algas. Contudo, bactérias do
acido latico (BAL) sdo os organismos utilizados em cerca de 90% dos estudos
presentes na literatura, pois produzem acido latico com altos rendimentos e
produtividade (WANG; TASHIRO; SONOMOTO, 2015).

BAL compreendem um grupo de bactérias fermentativas Gram-positivas,
geralmente ndo esporulantes, catalase negativas, ndo aerobias, mas aerotolerantes,
e imdveis, que produzem &cido latico como produto da fermentacdo de aglcares. As
BAL podem ser cocos e bacilos pertencentes aos géneros Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (HOFVENDAHL; HAHN—
HAGERDAL, 2000).

BAL sado organismos robustos adaptados a condicfes de estresse, uma vez
gue conseguem se desenvolver em amplas faixas de temperatura (5 — 55°C) e pH (3,5
— 10,0), dependendo do género (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013;
KIM et al., 2012). Por possuirem capacidade de se desenvolverem em ambientes com
condicBes extremas e por apresentarem tolerancia a oxigénio, as BAL possuem
vantagem na competicdo com outras bactérias (CASTILLO MARTINEZ et al., 2013;
HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).

Além disso, algumas BAL produzem bacteriocinas, peptideos bacterianos
sintetizados nos ribossomos, que as conferem vantagem na colonizacdo e
competicdo, devido ao potencial de inativacdo que exercem sobre outras bactérias,

mesmo em concentracdes bem pequenas (SABO et al., 2014).

A produgéo convencional de &cido latico se d& a partir da utilizagdo de culturas
puras de BAL. No entanto, uma Unica cultura de microrganismo possui uma estreita
faixa Otima de substratos e condi¢cbes operacionais que podem ser utilizados.
Adicionalmente, culturas puras requerem esterilizacdo do meio, ajuste rigido de pH e
temperatura e adicao de nutrientes, o0 que pode encarecer o processo. Por outro lado,
culturas mistas tém a vantagem de suportar condicdes complexas, com maior
capacidade evolutiva e adaptacao (LIANG; MCDONALD; COATS, 2014).
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3.3.3 Fatores que afetam a producdo biotecnoldgica de acido latico

A manutencdo das condicbes ambientais, que, simultaneamente, sejam de
baixo custo, favoraveis para desenvolvimento dos microrganismos, gerem altos
valores de rendimento e produtividade e que resultem em baixa contaminagao do
produto final, é o principal desafio na produgéo de &cido latico. Com isso, algumas das
principais condicdes ambientais bastante estudadas para producédo de acido latico
sdo: fonte de carbono, suplementacdo nutricional, esterilizacdo do meio, pH e

temperatura.
3.3.3.1 Fonte de carbono

As principais fontes de carbono para a producéo industrial de acido latico sédo
carboidratos como glicose, lactose, amido, maltose e sacarose, que compreendem
produtos processados, cujas fontes sdo disputadas com aplicagbes alimenticias
(OLIVEIRA et al., 2018).

O custo da fonte de carbono é relatado como o principal desafio na producao
de &cido latico. Por isso, substratos alternativos sédo investigados, com o objetivo de
reduzir os custos, sem alterar significativamente o rendimento do processo.
Convenientemente, as BAL possuem a capacidade de sintetizar uma variedade de
carboidratos, tanto mono, como dissacarideos e, por isso, estdo entre 0s grupos de
microrganismos mais promissores para serem usados em biorrefinarias (MAZZOLI et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2018).

Materiais amilaceos, biomassa lignocelulésica, microalgas, sobras de
alimentos e glicerol séo alternativas de baixo custo estudadas como fonte de carbono
na producéo de 4cido latico (OLIVEIRA et al., 2018).

7

Biomassa lignocelulésica é considerada a mais promissora, por serem
abundantes em todo o mundo, baixo custo, apresentarem alto teor de carboidratos e
nao competirem com a industria alimenticia por matéria prima. A desvantagem esta
na necessidade de pré-tratamentos (tratamentos térmico, acido e enzimatico) para
liberacdo de carboidratos na forma passivel de ser assimilada pelos microrganismos
(OLIVEIRA et al., 2018).
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3.3.3.2 Suplementagao nutricional e esterilizagdo do meio

Culturas puras de Lactobacillus sdo os principais organismos utilizados na
producao industrial de acido latico. S&o organismos que possuem alta tolerancia a
ambientes acidos e podem ser facilmente modificados geneticamente, com o intuito
de selecionar o isémero do acido latico desejado. Além disso, S&o organismos seguros
para producdo industrial de AL, por ndo apresentarem efeitos adversos no seu

processo produtivo nem ao consumidor final (OLIVEIRA et al., 2018).

Lactobacillus possuem requerimentos nutritivos complexos, incluindo fontes de
nitrogénio, minerais e vitaminas, que devem estar prontamente disponiveis para seu
crescimento, pois sdo incapazes de sintetizar a maioria dessas substancias
necessarias para a manutencéo do crescimento celular e a producéo do acido latico.
Dessa forma, com a utilizacdo de acucares simples como fonte de carbono, é
necessaria a suplementacao nutricional do meio, que pode ser por meio da adicao de
peptona, extrato de levedura, ureia, sulfato de aménio ou, o mais utilizado, extrato de
carne (CASTILLO MARTINEZ et al., 2013; WU et al., 2015a).

Além disso, a utilizacdo de culturas puras requer esterilizacdo do meio, para
evitar contaminacdo e producdo de subprodutos indesejados ao processo.
Esterilizacdo do meio é a segunda maior barreira na producéo de acido latico, visto
gue é um processo dispendioso e operacionalmente desvantajoso (OLIVEIRA et al.,
2018).

3.3.3.3 pH e temperatura

Por se tratar de parametros que definem o sucesso do processo de producéo
biotecnoldgica de acido latico, pH e temperatura sdo objetos de estudos em diversos
trabalhos. Com a utilizacdo de substratos mais complexos e culturas mistas, €
essencial conhecer como esses sistemas se comportam em funcdo desses
parametros para poder trabalhar nas melhores condigbes e atingir melhores

rendimentos e produtividades.

As informacdes sobre a influéncia desses parametros na producéo de acido
latico utilizando substratos alternativos sdo bastante variaveis. Essa variabilidade
decorre principalmente pelo desenvolvimento de diferentes comunidades bacterianas

também influenciadas pelos substratos complexos utilizados. Além disso, as BAL séo
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organismos extremamente adaptaveis e conseguem se desenvolver em uma ampla

faixa de condi¢cdes ambientais.

Em geral, pH entre 5 e 7 € considerada uma faixa 6tima para crescimento de
BAL, sendo relatado que pH muito baixo (menor que 4) possui efeito inibitorio para a
producéo de AL. Além disso, a maioria das BAL ndo consegue crescer em pH menor
gue 4, além de pH menor que 5,7 ser considerado 6timo apenas para organismos do
género Lactobacillus (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2011;
HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).

A reducédo do pH do meio é prejudicial para a célula, pois o acido latico (assim
como outros acidos fracos) é protonado assim que € liberado pela célula. Por estar
sem carga, o AL é difundido para o interior da bactéria e se dissocia, devido ao pH
intracelular elevado. Com isso, a energia que a célula usaria para crescimento é
utilizada para bombear os protons para o exterior. Por isso, o controle do pH é
recomendado na literatura. Uma outra solucdo para evitar a reducdo do pH € a
extracdo continua do acido latico do meio reacional (HOFVENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 1997). Dreschke et al. (2015) observaram melhores producdo e
produtividade quando houve extracdo de AL por eletrodidlise, enquanto o ajuste do

pH ndo apresentou melhoras significativas.

A influéncia da temperatura na producdo de AL estd relacionada aos
parametros cinéticos de crescimento das BAL, o que influencia a producao de AL e o
consumo de substrato. A maioria dos estudos € realizada em temperaturas entre 30 e
45°C (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2011; HOFVENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

Zhang et al. (2017) observaram o efeito da variagdo da temperatura e do pH na
fermentacado de residuo de alimento usando lodo de processo de lodos ativados em
reatores em batelada. Foram testadas duas temperaturas: uma na faixa mesofilica,
35°C, e outra na faixa termofilica, a 50°C. Os pH testados foram 7, 8, 9, 10 e 11, os
guais eram corrigidos a cada 6 horas. Para a condicdo mesofilica, a maior
concentragdo de AL foi obtida com pH 9 no 3° dia (25,51 g DQOaL.L! e rendimento de
0,667 g DQOaL.g! DQOta), enquanto para a condicdo termofilica, a maxima
concentracédo de AL foi obtida com pH de 7 (21,01 g DQOaL.L* com rendimento de
0,549 g DQOaL.g? DQO) também no 3° dia. A partir de otimizacdo feita por
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metodologia de superficie de resposta, a melhor condi¢cdo para producédo de &cido
latico foi temperatura 38,12°C e o pH de 8,53. Os autores concluiram que o pH 6timo
para producdo de acido latico decresceu com o aumento da temperatura.
Adicionalmente, quando o pH né&o foi ajustado sendo o inicial de 4, ndo houve
producdo significativa de &cido latico

Tang et al. (2017) avaliaram o efeito do pH utilizando residuo de alimento e
diferentes tipos de indculo: lodo metanogénico, lodo anaerobio e residuo de alimento
fresco em ensaios em batelada com temperatura de 37°C. Os valores de pH
analisados foram 4, 5, 6 (ajustados a cada 4 horas) e um sem controle de pH. Dos
valores de pH testados, o que obteve melhor resultado foi pH de 5 para todos os
in6culos, com valores maximos de concentracdo e rendimento de &cido latico de 28,4
g.Lt e 0,46 g AL.g"* ST, respectivamente, com inéculo de residuo de alimento fresco.
Nos ensaios com pH nao controlado (pH < 4), houve menor producédo de acido latico
em decorréncia da baixa concentracdo de BAL. Além disso, em todos 0s ensaios com
pH de 6, houve rapido consumo de acido latico apos 48 h (de um total de 168 horas)
de fermentacdo para producdo de acidos orgéanicos volateis, com o0 que 0s autores
concluiram que pH de 6 ndo é adequado para producédo de AL.

Jawad et al. (2013) aplicaram experimento fatorial para avaliar o efeito do pH,
da temperatura e do tempo de fermentacao utilizando residuo composto por casca de
manga. Dos dois niveis de pH e temperatura testados, o melhor resultado foi obtido
com pH de 10 e temperatura de 35°C, em comparagédo com pH de 4 e 15°C. Os
autores atribuiram a menor producéo de AL em pH menor, a rapida diminuicdo do pH,
até uma condicao inibitoria para os organismos, o que nao aconteceu com pH de 10,

que causou um efeito tampdo mesmo com a producao de &cidos no meio.

Akao et al. (2007) estudaram o efeito da temperatura e pH na producéo de L-
lactato utilizando residuo preparado em laboratério sem esterilizacdo do meio.
Inicialmente, foram testados valores de pH de 5,5, 5,0 e 6,5 mantendo a temperatura
fixada em 55°C. Nesse experimento, a melhor condi¢éo para producéo de L-lactato foi
pH de 5,5, na qual houve maior pureza do isdmero L durante toda a fermentac&o. Além
disso, nos maiores valores de pH testados, houve reducdo da concentracédo de AL e
producdo de butirato e etanol. A concentracdo maxima obtida de acido latico foi de
29,5 g AL.L't com rendimento de 0,49 g AL.g* CH e pureza 6tica de 98,9%. Outro
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teste foi realizado com pH fixo em 5,5 e variando temperatura em 35, 45 e 55°C.
Embora maiores concentracfes de AL tenham sido obtidas a 35 e 45°C, a maior
pureza oOtica de L-lactato se manteve na temperatura de 55°C. Com isso, 0s autores

concluiram que a melhor condicéo para produzir L-lactato seria com pH de 5,5 e 55°C.

Tang et al. (2016) também avaliaram o efeito da temperatura e do pH na
fermentacdo de residuo de alimento utilizando microbiota autéctone. Inicialmente,
guatro condicdes de pH (inicial 4,5 e sem controle e valores de pH de 6, 8 e 10 com
controle) foram testadas com temperatura 25°C. Nesse ensaio, o pior resultado (6,3 g
AL.Lt em 144 h) foi obtido nos reatores que nédo tiveram ajuste de pH, o qual atingiu
valores de 3,5 e 3,0 ap6s 36 e 144 h, respectivamente. Com isso, 0s autores
concluiram que o baixo pH inibiu o crescimento dos microrganismos. O melhor
resultado nessa temperatura foi com pH de 6, no qual 30 g.L* de AL foram produzidos
em 240 h. Utilizando pH de 6 e novamente avaliando o efeito do controle de pH, a
influéncia da temperatura foi avaliada considerando 37°C e 55°C. Os reatores na
condicdo termofilica obtiveram piores resultados, principalmente na condicdo sem
controle de pH, que atingiu apenas 5 g AL.Lt. J& com temperatura de 37°C, o melhor
resultado foi na condigcdo com ajuste de pH (32,8 g AL.L"* em 120 h), enquanto sem
ajuste de pH a concentracdo de AL foi 13,98 g.L™*. O rendimento atingido na condigédo
37°C e pH de 6 foi 0,47 g AL.g* ST.

Da revisao realizada, observou-se que, o pH é um parametro muito importante
para a producdo de acido latico. Em geral, com valores muito baixos de pH ndo ha
crescimento de organismos e, por isso, a maioria dos trabalhos utilizam controle de
pH, jA que a producédo de acido latico reduz drasticamente o pH logo no inicio da
fermentacdo. Ao mesmo tempo que pH baixo pode inibir o crescimento de bactérias
do &cido latico, pH muito alto pode causar consumo desse acido para producdo de

acidos organicos volateis (TANG et al., 2017).

Com relagdo a temperatura, a maioria dos estudos séo realizados na faixa
mesofilica. Condi¢cbes de temperatura muito extremas, entre 50 e 55°C, apenas sao
aplicadas para selecionar organismos (KIM et al., 2012) ou o isbmero a ser produzido
(TASHIRO et al., 2010).
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3.3.4 Producdao de &cido latico a partir de manipueira

Ha referéncias limitadas na literatura de estudos que utilizaram
intencionalmente a manipueira como substrato para producdo de acido latico.
Trabalhos desenvolvidos por Lima; Coelho; Contiero (2010), Coelho et al. (2010) e
Tosungnoen; Chookietwattana; Dararat (2014) foram os Unicos encontrados na

pesquisa realizada pelo autor da tese, com ultima atualizacdo em 15 de junho de 2021.

Coelho et al. (2010) avaliaram o efeito da adicdo de fontes minerais e de
nitrogénio na producéo de &cido latico por Lactobacillus rhamnosus B 103 utilizando
manipueira proveniente da producdo de farinha de mandioca. Os pesquisadores
concluiram que a producdo de acido latico utilizando manipueira € possivel e com
consideravel producédo de biomassa e acido latico. A maior produtividade obtida no
estudo foi de 1,59 g AL.L*.h', apds 12 h de fermentagéo, e a maior concentracdo de
acido latico foi de 39 g AL.L%, apds 36 h de fermentacgéo.

Lima; Coelho; Contiero (2010) também utilizaram manipueira como substrato
para producdo de acido latico. Nesse estudo foi utilizada uma cultura pura de
Lactobacillus rhamnosus RL-1 e o melhor resultado foi a produgdo de 35,54 g AL.L™*?
apos 48 horas de fermentacdo, com 100% de utilizacdo de acucares redutores. A
produtividade obtida no fim da fermentacéo foi de 0,656 g AL.L1.-ht, com méaxima de
1,31 g AL.L? nas primeiras 24 h.

Tosungnoen; Chookietwattana; Dararat (2014) utilizaram manipueira sintética
e L. plantarum MSUL 702, isolada de polpa de mandioca, para producédo de acido
latico em reator operado em batelada alimentada em meio ndo esterilizado. A maxima
concentracdo de &cido latico produzida, 28,71 g AL.L*, foi obtida apés 48 h de

fermentacao.

Embora essas pesquisas comprovem que a manipueira € adequada para

producédo de acido latico, h4 alguns pontos a serem destacados:

i. nao foram utilizados microrganismos autéctones da manipueira. Os
trés trabalhos inocularam os reatores com organismos cultivados.
Tosungnoen; Chookietwattana; Dararat (2014) utilizaram uma cultura
relacionada a mandioca, que €& mais proximo dos organismos

presentes na manipueira;
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ii. Tosungnoen; Chookietwattana; Dararat (2014) e Coelho et al. (2010)
utilizaram manipueira sintética e manipueira livre de sdlidos e
cianeto, respectivamente. A Unica informacdo sobre as
caracteristicas da manipueira utilizada por Lima; Coelho; Contiero
(2010) é que foram usadas duas “composi¢cées?” da manipueira: uma
natural e hidrolisada.

iii. Coelho et al. (2010) suplementaram a manipueira com fontes

externas de nitrogénio.

De acordo com os estudos especificos apresentados, observa-se que a
manipueira bruta em sua forma natural ainda nao foi testada para a producéo de acido

latico, permanecendo uma lacuna no conhecimento desse processo.

Para complementar a reviséo da literatura, foi considerado importante inserir
trabalhos que estudaram a fermentagéo natural de derivados da mandioca, como a
puba e o polvilho azedo, cujo processamento é caracterizado por uma etapa de

fermentacdo da mandioca submersa em agua.

Almeida (1992) estudou o processamento e a caracterizacdo da puba e
verificou que nas primeiras 24 h, o valor de pH, que no inicio da fermentacdo da
mandioca estava na faixa de 7,5 a 5,8, decresceu para valores entre 5,8 e 3,6.
Adicionalmente, até as 41 h de fermentacao, o principal metabdlito presente foi o acido
latico. Apos esse periodo, houve predominio da fermentag&o butirica. De acordo com
Aquino; Gervin; Amante (2016), o tipo de fermentacéo do amido de mandioca varia
com a temperatura, sendo latica em regides com temperaturas mais frias e butirica

em regifes de temperaturas mais elevadas.

Carvalho et al. (1996) relataram que 80,6% dos microrganismos presentes nas
amostras retiradas dos tanques fermentagao na producao de polvilho azedo eram BAL
e que o acido latico constitui 60% da acidez total na fermentacdo do amido de
mandioca. Os autores concluiram que a fermentacdo de amido de mandioca

apresenta uma sucessao de populacdes microbianas e que essa sucessao €

2 O texto original é: “Two cassava wastewater preparations (natural and hydrolyzed) were tested [...]”
(LIMA; COELHO; CONTIERO, 2010).
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determinada pela sensibilidade dos organismos a resistirem a condi¢ces muito acidas

(pH proximo a 3,5) que ocorrem no decorrer do processo.

Ampe; Sirvent; Zakhia (2001) observaram uma rapida diminui¢cdo do pH durante
a fermentacéo de amido de mandioca no preparo de polvilho azedo, o qual chegou ao
valor do pKa do &cido latico, 3,5. Adicionalmente, os autores relataram que o
metabdlito mais importante na fermentacéo foi o lactato, mas que também obtiveram
concentracdes significativas de acetato. Lb. plantarum foi relatada como uma espécie
muito importante na fermentacdo do polvilho azedo, além de estar presente durante
todo o processo de fermentacgéo.

3.4 CONSIDERACOES FINAIS DA REVISAO BIBLIOGRAFICA

A producéao biotecnoldgica de &cido latico estd sendo muito investigada por sua
versatilidade. O grande obstaculo dos pesquisadores € reduzir os custos de producéo
com o emprego de substratos alternativos, principalmente compostos lignocelulésicos
e ricos em amido. No entanto, esses compostos possuem a limitacao de necessitarem
de pré-tratamento, para liberacao dos agUcares para a cultura, o que também aumenta

0 custo do processo.

A revisdo bibliografica permitiu constatar que, mesmo fornecendo maior pureza
do produto final, a esterilizacdo do meio reacional e inoculacdo com culturas
microbianas puras € economicamente e tecnicamente desfavoravel, além de dificultar
a metabolizacdo dos carboidratos complexos por um Unico tipo de bactéria (ABDEL-
RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013).

Inibicdo das atividades das BAL por alta concentracdo de acido latico e pela
reducdo do pH do meio, além da possivel conversdo do acido latico em outros
produtos, sao relatadas como as principais limitacdes da producao biotecnoldgica de
acido latico utilizando culturas puras e substratos complexos. No entanto, alguns
relatos na literatura comprovam que essa técnica € possivel, tornando fundamental o

controle dos parametros operacionais para 0 sucesso do processo.

Derivados e residuos do processamento da mandioca, como a manipueira,
mostram-se como substratos promissores para producéo de acido latico. A manipueira
€ um efluente com alto teor de matéria organica e nutrientes e apresenta bactérias

produtoras de &cido latico como integrantes de sua microbiota. Além da utilizagédo
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desse efluente na producdo de um composto de grande importancia no mercado, a
manipueira teria uma destinacdo mais adequada, o que diminuiria o problema de

poluicdo causada por esse residuo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ETAPAS DO TRABALHO

Para testar as hipdteses formuladas (apresentadas no item 1.1), o0s

experimentos foram divididos em trés etapas principais:

Etapa 1: Com o objetivo de testar a hipétese geral de trabalho, foram feitos
estudos preliminares em reatores em batelada utilizando manipueira bruta e
microrganismos autoctones. Nessa etapa, também foi testada, de forma preliminar, a

influéncia da temperatura no processo.

Etapa 2: Foi desenhado um planejamento experimental, com o objetivo de
testar a primeira sub-hipétese e avaliar a influéncia do pH inicial e da temperatura na
producédo de &cido latico. Adicionalmente, nessa etapa o processo de fermentacéo foi

modelado, para obtencdo da constante cinética;

Etapa 3: Utilizada para testar a segunda sub-hip6tese, nessa etapa avaliou-se
a producdo de &cido latico em reator continuo utilizando diferentes Tempos de
Detencédo Hidraulica (TDH).

4.1.1 Etapa 1: estudos preliminares em reatores em batelada

Como dados da literatura sobre producéo de acido latico utilizando manipueira
e organismos autoctones sdo inexistentes, a primeira etapa desse trabalho foi
observar o comportamento da fermentacao natural da manipueira bruta, sem nenhum
tipo de ajuste em sua composi¢cdo. Com isso, a Unica variavel na Etapa 1 foi a

temperatura.

Pela revisdo da literatura, sabe-se que o tipo de fermentacdo de amido de
mandioca varia com a temperatura, sendo latica em regides mais frias e butirica em
condi¢cBes mais quentes (AQUINO; GERVIN; AMANTE, 2016). Como 0 amido também
esta presente na manipueira, buscou-se verificar nessa etapa também a influéncia da
temperatura no tipo de fermentagdo da manipueira. Com isso, foram testadas trés
temperaturas: 25, 30 e 36°C.
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4.1.1.1 Fermentacao

Para essa etapa, foram colocados 400 mL de meio reacional, manipueira e
in6culo (ver 4.1.1.2), em frascos de vidro de 500 mL. Para preservar as condicbes
naturais da manipueira, ndo houve ajuste inicial ou controle do pH, cujo valor inicial foi
de 4,4. Além disso, ndo houve substituicdo do ar no headspace do reator por N2 e,
portanto, ndo foi obtido um meio reacional estritamente anaerobio. Os frascos foram,
selados e colocados em camaras de controle de temperatura. Diariamente, os frascos
foram agitados manualmente. Trés reatores foram operados para cada temperatura,

totalizando 9 reatores em batelada.
4.1.1.2 Substrato e in6culo

O substrato utilizado foi manipueira proveniente da indastria de farinha de
mandioca Plaza Ind. LTDA, localizada em Santa Maria da Serra, SP. A manipueira
coletada foi armazenada em recipientes plasticos de 10 L, colocados sob refrigeracéo
em freezer a —18° C, onde permaneceram até sua utilizacdo. A caracterizacdo da

manipueira é apresentada na Tabela 5-1.

O indculo foi obtido a partir da fermentacao natural da manipueira a 25°C por
22 dias. O fermentado foi concentrado em centrifuga e depois diluido de modo que a
concentracdo de sélidos suspensos volateis (SSV) no inéculo fosse de 1 g.Lt. Cada

reator foi inoculado com 10% (40 mL) deste indculo.
4.1.2 Etapa 2: estudos de otimizacgéo e cinéticos

Nessa etapa, foram realizados ensaios em reatores em batelada a fim de obter
0s parametros oOtimos de temperatura e pH para producdo de acido latico e
posteriormente, utilizar essa condicdo para obtencdo da constante cinética do
processo. Para o estudo de otimizacdo, foi desenhado um planejamento fatorial
completo com trés niveis em triplicata, que sera detalhado no item 4.1.2.3. As

temperaturas estudadas foram: 25, 30 e 35°C e os pH estudados foram 4,5, 5,5 e 6,5.
4.1.2.1 Fermentacao

Frascos tipo Duran de 500 mL foram preenchidos com 400 mL de manipueira.
O pH foi ajustado com solucdes aquosas de NaOH ou de HCI, a depender do pH inicial
da manipueira, para 4,5, 5,5 e 6,5. N2 foi fluxionado no meio liquido por 15 minutos,



57

para garantir condicdo de anaerobiose, e os reatores foram colocados em camaras

com controle de temperatura a 25, 30 e 35°C sob agitacdo constante de 135 rpm.

O monitoramento da fermentacéo foi feito por meio de andlise de pH, AL,
carboidratos solaveis, com amostra filtrada em membrana de 0,45 um, e acidos

organicos volateis e alcoois.
4.1.2.2 Substrato e indculo

O substrato utilizado foi o mesmo da etapa anterior (4.1.1.2). Ndo houve
preparacdo de inéculo nem inoculacdo dos reatores, sendo a cultura microbiana

composta pela cultura autéctone da manipueira.

4.1.2.3 Obtencado da melhor condicdo de temperatura e pH para producdo de acido
latico
Foram avaliados os efeitos da variacdo de temperatura (X;) e pH (X;) nas
respostas seletividade (S,;) e rendimento de AL (Y,;) utilizando planejamento fatorial.
Um Planejamento Fatorial Completo (PFC) com trés niveis em triplicata foi criado
usando o programa computacional Statistica (Statsoft Inc., Tulsa, USA). As variaveis
continuas X; e X, foram codificadas com os niveis -1, 0 e 1, 0s quais correspondem
aos valores de temperatura de 25, 30 e 35 °C e valores de pH de 4,5, 5,5 e 6,5. Andlise
estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA). Com os resultados do
planejamento fatorial, foi ajustado um modelo quadratico com interacdes de primeira
ordem (Eq. 1)

Y = fo + B1X1 + B2Xy + BraXT + B2 XF + P12 X1 X, + e Eq. 1

Na qual, Y é a variavel dependente (S, ou Y,;), B, € constante; B, € B,, B11 €
B1, sao os feitos linear, quadratico e interativo dos fatores, respectivamente; e e € 0

erro.

Superficie de resposta e gréaficos de contorno foram criados para os modelos
de previsdo que apresentaram falta de ajuste desprezivel e altos valores de R2.
Coeficientes que nao foram estatisticamente significativos (com p-valor maior do que
0,05) foram eliminados e os parametros do modelo foram recalculados antes da

plotagem dos graficos.
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4.1.2.4 Anélise cinética

Com os dados da melhor condicdo obtida, foi aproximado um modelo de
reacoes irreversiveis de primeira ordem para modelar o consumo de substrato. Com
isso, fazendo o balango de massa em um reator em batelada perfeitamente misturado,
isotérmico e com volume constante e considerando carboidratos solUveis como

substrato:

entra — s — reage = acumulo Eq. 2

CEMTa-Q = €34 -Q =1V = —d(ZtCS)

Eq. 3
Nessa expressdo, CE""2 é a concentracdo de substrato que entra no sistema
(Msubstrato.L3), Q € a vazdo em (L3.T1), CS* é a concentragdo de substrato que sai do
sistema (Msubstrato.L3), 1 € a velocidade de consumo de substrato (Msubstrato.L2.TY), V
é o volume do sistema (L3%), C; é a concentracdo de substrato dentro do sistema
(Msubstrato.L"3) no tempo t (T). Como n&o ha vazéo de entrada nem de saida e o volume

do reator é constante:

Eqg. 4

A velocidade de consumo de substrato deve ser expressa em termos

especificos, relacionando-a a quantidade de microrganismos presentes no meio:

C. (D) Eqg. 5

Nessa expressdo, r; € a velocidade especifica de consumo de substrato
(Msubstrato. M microrganismos.L 3. T1) € C, € a concentracdo de microrganismos dentro do

sistema (Mmicrorganismos. L'S).
Com isso, a Eq. 4 vira

, 4G
s - C(t) = — dt Eq. 6

Como foi considerada cinética de primeira ordem,
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s =ky-Cs Eq. 7

Em que, k; é a constante de velocidade especifica (L3.T-2.M -2microrganismos).
Por fim, a EqQ. 4 torna-se:

dCs ,
dt = —k; - Cs(8) - Cx (D) Eq. 8

Embora ocorra variagdo da concentracdo de microrganismos dentro do
sistema, seu monitoramento em sistemas com substratos complexos e culturas mistas
ao longo do periodo de fermentacdo nao é tao simples, de forma que apenas as
concentracdes inicial e final de biomassa foram medidas, em termos de SSV. Dessa
forma, fixou-se o valor médio de concentracédo de microrganismos (C,) como a média
aritmética entre a concentracdo de SSV inicial e final. Assim, considerando que a
concentracao inicial (t = t,) de substrato seja €2, a Eq. 8 pode ser integrada entre

esses limites:

Cs t
f SS = —k; fodt Eq. 9
cd to

Integrando a Eg. 9 e considerando ¢t, = 0, tem-se:
cd p—
IHC—S =k Cy-t Eq. 10

Em posse dos dados de consumo de carboidratos, foi possivel determinar k7,

utilizacao regressdo matematica, como pode ser exemplificado na Figura 4-1.
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Figura 4-1 - Representacéo grafica da variacdo da concentracao de substrato com
0 tempo para reacao irreversivel de primeira ordem

4.1.2.5 Determinacéo do Tempo de Detencdo Hidraulica em reator continuo

Para dimensionar o reator continuo utilizado neste trabalho, foi utilizado k;
obtido na analise cinética do item 4.1.2.4. Para isso, foi feito o balango de massa em
reator de fluxo de pistdo ideal, isotérmico, com volume constante e em estado

estacionario, considerando cinética de primeira ordem.

Fazendo o balanco de massa em um volume de controle dV:

entra — sa1 — reage = actmulo Eq. 11
Como o reator esta em estado estacionario:
C'Q—(Cs+dC)-Q—15-CdV =0 Eq. 12
—dCs-Q =k~ Cy-Ce-aV Eq. 13
Nessas equacdes, C,; é a concentracdo de substrato (Msubstrato.L3), Q € a vazédo

em (L3.T1), V é o volume do sistema (L3), 7/ é a velocidade especifica de consumo de

substrato (Msubstrato.Mmicorganismos L3.T), k] € a constante de velocidade especifica
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(L3.T1.M-1microrganismos) € C, € a concentracdo de microrganismos dentro do sistema

(Mmicrorganismos. |_'3).

Integrando a Eq. 13, considerando que a concentracdo de microrganismos nao

varia ao longo do reator, assumindo um valor constante C,. (Mmicrorganismos.L3):

Cs 14
ac, 1., L
_f 1 xdeﬁ—[ln(Cs)—ln(Cso)]—akl'cx'v Eq. 14
Cso 0
CSO V /A
1n(C—S)—5k1 C, Eq. 15

Utilizando as definicbes de fator de conversdo de substrato (X;) e tempo de

detencgéo hidraulica (TDH), chega-se:

TDH—V— 11[ Cso ]_ 11(1)
Q0K G e —x)l TR T T\1 =, Eq. 16

Pela Eg. 16 observa-se que, de posse dos valores de k; e C;,, estimando C, e

adotando um valor de interesse para Xs, € possivel obter o TDH tedrico.

Como nao ha uma referéncia para producédo de biomassa utilizando manipueira
em RALFE, a estimativa da C, foi baseada no trabalho desenvolvido por Anzola-Rojas
et al. (2015), no qual foram medidas concentracdes de biomassa presente em reatores
tubulares de leito fixo, utilizando cilindros de PAD e reator sistema acidogénico. Com
isso, a média aritmética das concentracbes de biomassa das quatro condi¢ces
operacionais testadas no trabalho de Anzola-Rojas et al. (2015) foi utilizada como

estimativa para C,, cujo valor foi 20,6 g SSV.L ™.
4.1.3 Etapa 3: operacao do reator continuo

O Reator Anaerdbio de Leito Fixo Estruturado (RALFE) foi utilizado nessa etapa
do trabalho. Reatores de leito estruturado favorecem a aderéncia da biomassa na
superficie do material suporte, aumentando o tempo de retenc¢ao celular e ao mesmo
tempo minimizam o entupimento do leito, dificultando que sejam formados caminhos
preferenciais que modifiquem o escoamento caracteristico do reator (MOCKAITIS et
al., 2011).
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4.1.3.1 Substrato e inoculagéo

Devido a necessidade de mudanca de estado do autor da pesquisa, para essa
etapa do trabalho foi utilizada manipueira coletada em uma casa de farinha localizada
no municipio de Taquarana, regido agreste do estado de Alagoas. Com isso, houve
diferencas entre as caracteristicas da manipueira daquela usada nas etapas 1 e 2.

Apos coleta, a manipueira foi armazenada em freezer a -18° C até sua utilizacao.

A inoculacdo do RALFE foi feita segundo uma adaptacdo da metodologia
adotada por Gomes et al. (2016). O RALFE foi preenchido com manipueira bruta e o
sistema foi mantido a temperatura ambiente por trés dias, para estimular a
autofermentacao dos carboidratos. Nesses trés dias, 0 RALFE se encontrava aberto
a atmosfera. Apds isso, o reator foi selado e a manipueira acidificada foi recirculada
dentro do reator durante 5 dias na temperatura de trabalho, 35°C. A vazéo de
recirculacdo foi mantida em aproximadamente 2,1 mL.min, que foi a vazao inicial

adotada, considerando o TDH inicial de 12 h.

O comeco da operacao ocorreu com a substituicdo de manipueira fermentada

recirculada por nova alimentagéo de manipueira.
4.1.3.2 Aparato experimental e condigbes operacionais

O desenho esquematico do RALFE é mostrado na Figura 4-2. O reator foi
construido em acrilico com as seguintes dimensdes: diametro externo 12,5 cm,
didmetro interno de 11,7 cm, altura total de 73 cm, altura da zona reacional de 50 cm.
O volume total do reator era de 2,18 L. A alimentagdo com a manipueira era feita pela
parte inferior do reator, por meio de uma bomba peristaltica de laboratério (Gilson

Miniplus Evolution), com saida pela parte superior.
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Figura 4-2- Desenho esquematico do RALFE
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Foram utilizadas para as condicdes 6timas de temperatura e pH inicia obtidas
na Etapa 2. O ajuste do pH foi realizado com uso de solu¢des aquosas de NaOH ou
de HCI, a depender do pH inicial da manipueira. O controle de temperatura dentro do
reator foi realizado por meio de um sistema composto por uma fita de aquecimento da
marca Fisatom com 2,5 cm de largura e comprimento total de 5 m, um termostato da
marca Full Gauge modelo TIC- 17RGTi, um sensor de temperatura e um contator
(Figura 4-3).
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Figura 4-3 — Sistema de controle de temperatura utilizado na Etapa 3
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Nessa etapa foi avaliada a viabilidade de producédo de AL em reator continuo
aplicando diferentes TDH. O TDH inicial aplicado foi obtido a partir da Eq. 16 utilizando
a analise cinética apresentada nos itens 4.1.2.4 e 4.1.2.5. Posteriormente, o TDH foi
gradativamente reduzido, a fim de observar se haveria influéncia positiva na
concentragéo de AL produzido. Com isso, trés condi¢cdes de TDH foram avaliadas, as

guais sao mostradas na Tabela 4-1.

Tabela 4-1 - Condi¢des operacionais aplicadas ao RALFE durante a Etapa 3

Fase Duracéao (dias) TDH (h)
1 103 12
2 42 10
3 38 8

4.1.3.3 Material suporte

O RALFE foi preenchido com cilindros MOD940 da AMBIO Engenharia LTDA,
gue foram estruturados por meio de hastes de a¢o inoxidavel. A midia MOD940 é feita
em Polietileno de Alta Densidade (PAD) e possuia 25 mm de altura e de diametro
(Figura 4-4). O polietileno foi indicado no trabalho desenvolvido por Silva et al. (2006)
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como material suporte mais adequado para utilizacdo em reatores acidogénicos. A
utilizacao dos cilindros de MOB940 foi devido a maior facilidade de estruturacéo do

leito.

Figura 4-4 — Cilindros de polietileno de alta
densidade (MOD940, Ambio Eng. LTDA) como
suporte para imobilizacdo da biomassa na Etapa 3
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4.2 METODOS ANALITICOS

O monitoramento dos reatores em batelada se deu pelo acompanhamento dos
parametros de interesse de amostras retiradas do meio reacional ao longo do periodo
de fermentag¢é@o. Para monitorar o RALFE, foram realizadas analises do afluente e
efluente do reator de duas a trés vezes por semana. As analises de monitoramento
realizadas foram pH, Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) bruta e solavel,
carboidratos totais e sollUveis, acido latico, acidos graxos volateis e alcoois e Sélidos
Suspensos Volateis (SSV). Também foi realizada a determinacgéo da relagcdo entre os

isémeros de AL (D-AL /L-AL) nas Etapas 2 e 3 do trabalho.

As determinacdes de pH, SSV e DQO total e soltvel foram realizadas de acordo
com o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).
Carboidratos totais e soltveis foram quantificados de acordo com o método de Dubois
et al. (1956). Para a andlise de DQO e carboidratos solluveis, as amostras foram
filtradas em membrana de 0,45 pm. Acido latico foi determinado pelo método
colorimétrico desenvolvido por Taylor (1996). Acidos graxos volateis e alcoois foram
determinados por cromatografia gasosa utilizando o cromatégrafo Shimadzu GC
2010, equipado com detector de ionizagcdo de chama (DIC) e coluna HP- INNOWAX,
de 30 m x 0,25 mm (diametro interno) x 0,25 um (espessura de filme), segundo

Adorno; Hirasawa; Varesche (2014).
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A relacgdo entre os isbmeros do acido latico foram determinados pelo teste UV
para determinacao de D- e L-acido latico em alimentos e outros materiais (R-Biopharm,
Darmstadt, Germany) (BOHN et al., 2017).

4.2.1 Avaliacdo do desempenho dos reatores

A avaliacdo do desempenho dos reatores foi feita por meio das variaveis: fator
de conversdo de carboidratos (X;), concentracdo de &cido latico produzido (Py.),
seletividade de acido latico (S,;), relacdo entre os isbmeros de &cido latico (D-AL/L-

AL), rendimento de acido latico (Y,;).
Conversao de carboidratos
Para os ensaios em reatores em batelada, a conversdo de carboidratos foi

calculada por meio da Eq. 17.

i _ rf

S i
ch
Em que, X; é o fator de conversdo de carboidratos; Ci, e C/, sdo as
concentragdes inicial e final de carboidratos, respectivamente.
Para o RALFE, a converséo de carboidratos foi calculada pela Eq. 18.

ch — Cen
Xs = C—a Eq 18
ch

Em que, C% e Cg, s@o as concentracdes de carboidratos afluente e efluente,
respectivamente.

Concentracao de acido latico produzido

E definida como a quantidade de acido latico produzida durante o processo de
fermentacdo. Para os reatores em batelada foi calculada segundo a Eq. 19 e para os
RALFE, usou-se a Eqg. 20.

Ca, = Cl, —Cly Eq. 19

Em que, C,;, € a produgéo de acido latico, C[{Le C/{Lséo as concentragdes de

acido latico final e inicial, respectivamente.
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Car = Ci — Ciy Eq. 20

Em que, C;, e C4, sdo as concentracdes de &cido latico efluente e afluente,

respectivamente.
Seletividade de &cido latico

A seletividade é calculada pela relacdo entre a concentracéo de acido latico e
soma das concentragdes dos produtos da fermentacédo. Para se ter uma base de
comparacao igual para todos os compostos, a seletividade foi calculada por meio da
DQO equivalente de cada composto. Para o calculo da DQO equivalente foi feita uma
relacdo estequiométrica para encontrar quanto de O2 seriam necessarios para oxidar

0 composto em questéo, que gerou a Tabela 4-2.

Tabela 4-2 - Equivalente DQO para os compostos de interesse

Composto Equivalente DQO
Glicose 1,1 g O2.g*Glicose
Acido latico 0,5 g O2.g*AL

Acido Acético 1,1 g O2.g1AA

Etanol 2,1 g O2.g1 Etanol

Com isso, a seletividade do acido latico foi calculada de acordo com a Eq. 21.

_ ALggpgo
Y. Produtosggpgo

SaL Eq. 21

Em que, ALg4pg0 € a concentragéo de acido latico produzido em equivalentes

DQO e Y Produtosggpgo € @ somatéria da producdo em equivalentes DQO de todos

0s produtos de fermentacédo determinados.
Rendimento de acido latico em termos de DQO

O célculo do rendimento de acido latico foi feito pela relacdo entre concentracao
de acido latico produzido e consumo de carboidratos. Para os reatores em batelada,
foi utilizada a Eq. 22 e para o reator continuo, foi utilizada a Eq. 23.

CAL

Yop =—/—7"—F
f
Céh - CCh

Eq. 22

CAL

Y,) =——————
A Cgh - CCBh

Eq. 23
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Em que, Y, é o rendimento de &cido latico, em termos de DQO, calculado de

acordo com o mesmo procedimento explicado para Seletividade.
Carga de carboidratos aplicada ao reator

Essa variavel apenas foi quantificada no RALFE e é baseada no conceito de
Carga Organica Volumétrica, com a consideracdo de concentracdo de carboidratos
afluente, em vez de DQO. Foi calculada segundo a Eq. 24.

Cén

_ Eq. 24
CChe = =7 q

Em que, CCh, é a carga de carboidratos aplicada (gcn.L2.h?).
Vazao massica de acido latico

E calculada pelo produto entre a concentracdo de &cido latico efluente ao
RALFE e a vazao.

QaL=Cs.-Q Eq. 25

Em que Q4, é a vazdo massica de AL em g AL.dia! e Q é a vazao do efluente

em L.dia?.

4.2.2 Anédlise da comunidade microbiana
4.2.2.1 Coleta e preparacdo das amostras
Reatores em batelada - Etapa 2:

Amostras de biomassa foram retiradas dos reatores apés a finalizacdo do
periodo de fermentacdo. Foram preparadas amostras compostas, compreendidas de
guantidades iguais das triplicatas de cada condicao testada. As amostras compostas
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 25°C, para concentracdo da
biomassa. O sobrenadante foi descartado e uma parte das amostras compostas de
cada condicéo foi diluida para distribuicdo nas laminas, que iriam ser observadas no
microscopio. A outra parte do pellet microbiano foi lavado com soluc¢do tampéao PBS
(1X) e preservado a -20 °C.

Reator continuo - Etapa 3:
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Amostras de biomassa suspensa e aderida ao meio suporte de PAD foram
retiradas. Para obtencdo da biomassa aderida ao material suporte, os cilindros de
PAD retirados do reator foram submersos em agua destilada dentro de um recipiente
de vidro, que foi agitado manualmente até ndo haver resquicios visiveis de biomassa
aderida ao material. Tanto a amostra de biomassa aderida quanto da suspensa foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 25°C, o sobrenadante foi descartado e

pellets microbianos foram armazenados a -20°C.
4.2.2.2 Caracterizacdo microbiana por microscopia optica

Na Etapa 2 do trabalho foram realizadas andlises de microscopia Optica para
caracterizacdo da morfologia dos microrganismos presentes em cada condi¢ao
testada. Além disso, também foi realizado o teste da coloracdo Gram (MADIGAN et
al., 2010). As analises foram feitas sob microscopia Optica em contraste de fases
utilizando o microscopio Olympus BX60-FLA. As imagens foram capturadas por meio
de camera acoplada (Sistema Optronics) com o auxilio do software Image Pro-Plus

versao 3.0.1.

4.2.2.3 Extracdo de DNA, sequenciamento metabarcoding do gene 16S rRNA e

processamento de bioinformatica

A metodologia para caracterizacdo da comunidade microbiana das etapas 2 e
3 foi realizada de acordo com a seguinte descricdo: DNA gendmico foi extraido usando
0 conjunto FastDNA® Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, Santa Ana, USA).
Amplificacdo da regido V4 do gene 16S rRNA de Bacteria foi feita a utilizagdo dos
primers  515F (5 -GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3) e 806R (5-
GGACTACNNGGGTATCTAAT-3'). Reacbes em cadeia da polimerase (PCR) foram
conduzidas com o conjunto Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New England
Biolabs, Ipswich, USA). As bibliotecas de sequéncias foram geradas com o auxilio do
NEBNext® Ultra DNA Library Pre-Kit for lllumina (New England Biolabs, Ipswich, USA)
e 0 sequenciamento emparelhado foi conduzido em uma plataforma lllumina HiSeq
2500. O processamento dos dados por bioinformatica foi realizado exatamente como
descrito por Silva et al. (2021).

Resumidamente, as sequéncias foram unidas, podadas e filtradas por

qualidade (niumero maximo de erros esperados = 1%). As sequéncias duplicadas,
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singletons e quimeras foram removidos. Unidades taxondmicas operacionais (UTO)
com 97% de similaridade entre si foram criadas utilizando-se o algoritmo UPARSE
(Edgar, 2013). A anotacéo taxondmica foi conduzida com o SINTAX e utilizando-se o
RDP 16S rRNA training set v16 como banco de dados de referéncia (Edgar, 2016).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa parte do trabalho s&o os resultados obtidos ao longo da realizagéo do
trabalho, tomando como base as hipoteses e os objetivos previamente definidos e as

informacdes obtidas pesquisa bibliografica.
5.1 ETAPA 1: ESTUDOS PRELIMINARES EM REATORES EM BATELADA

As caracteristicas da manipueira utilizada nessa etapa sdo apresentadas na
Tabela 5-1.

Tabela 5-1 — Caracterizacdo da manipueira coletada em Santa Maria da Serra,
utilizada nas Etapas 1 e 2 do trabalho

Parametro

DQO (g Oz2.L 1) 46,8
Concentragao de carboidratos - Cc,(g Ch.L?) 20,7
pH 4,4

SST (mg.L1) 1287
SSV (mg.L?) 1224

Os resultados apresentados a seguir sao referentes aos ensaios preliminares
em batelada, nos quais se avaliou a possibilidade de producéo de acido latico a partir
de manipueira e sua cultura autéctone, além de uma avaliagéo preliminar da influéncia
da temperatura na formacao dos produtos na fermentacdo da manipueira durante 18

dias.
5.1.1 Produtos da fermentag&do da manipueira

Os principais produtos de fermentacéo da manipueira foram AL, etanol (EtOH)
e acido acético (AA) Figura 5-1. As concentracdes dos produtos gerados durante a
fermentacdo foram subtraidas pelas suas respectivas concentracdes iniciais, com o

objetivo de apresentar apenas a quantidade gerada no experimento.

Na temperatura de 25°C, AL foi o produto formado em maior concentracao
durante toda a fermentacdo, com concentracdo molar maxima de 144 mmol AL.L! ao
final do experimento. O segundo maior produto de fermentacao foi o etanol, com
comportamento ao longo do tempo semelhante ao apresentado pelo AL, porém em

menor concentragdo molar, com valor maximo de 91 mmol AL.L, também obtida no
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18° dia de fermentacao. A concentracdo de AA nao apresentou aumento significativo,

chegando a ser menor do que a inicial no 18° dia de fermentacao.

Na fermentacdo conduzida a 30° C, as concentracdes molares de AL e etanol
seguiram proximas, com concentracdes equimolares no 17° dia de fermentagédo. A
partir do 10° dia de fermentacao foi observado um provavel consumo de AL para
formacdo de AA, fendbmeno que nao foi observado na temperatura de 25° C. As
concentragdes maximas de AL e etanol foram, 156 mmol AL.L* no 10° dia e 143 mmol

AL.L! no 11° dia, respectivamente.

Na temperatura de 36° C, o AL foi o principal produto de fermentacéo e atingiu
concentragdo maxima de 119 mmol AL.L no 8° dia de fermentacéo, a partir do qual,
a sua concentracdo diminuiu, seguido por um aumento da concentracdo de AA,
fendmeno que se mostrou de forma mais expressiva do que na temperatura de 30° C.
A concentragdo de AL chegou a 21 mmol AL.L?, enquanto a concentragdo de AA
atingiu 119 mmol AL.L? no 18° dia de fermentacdo. A concentracdo de etanol
aumentou com o passar da fermentacéo, com valor maximo de 99 mmol AL.L"1 no 18°

dia de fermentagao.

Foi observada, nas fermentacdes a 30 e 36° C, a reducdo da concentracao de
AL com concomitante aumento da concentracdo de AA. Uma hipotese para a reducao
da concentracdo de AL e producdo de AA é o favorecimento de outras culturas
microbianas, devido a reducédo do pH e de carboidratos no meio, ja que AL pode ser
metabolizado por outras espécies de bactérias para formar AA, etanol, CO2 e Hz sob
condi¢cBes anaerdbias (ROSA et al., 2016).
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Figura 5-1 — Etapa 1: Produtos da fermentagdo de manipueira a diferentes
temperaturas. A: 25° C, B: 30° C e C: 36° C. AL (m), EtOH (A) e AA (o)
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5.1.2 Concentracdo produzida de acido latico

Para verificar se as concentracfes maximas das trés temperaturas testadas
diferem entre si, foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com nivel de
significancia a=0,05. O p-valor para o teste foi menor do que o nivel de significancia,
indicando que a temperatura influenciou na concentracdo maxima de &cido latico. O

resultado do teste indicou que as temperaturas de 25 e 30° C n&o sao diferentes entre
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si e que resultaram em concentracfes maximas de 4cido latico maiores do que as

obtidas na temperatura de 36° C.

Mesmo néo existindo diferenca estatistica entre as concentracbes maximas de
acido latico nas temperaturas de 25 e 30° C, a maxima concentragdo na temperatura
de 30° C foi alcancada no 10° dia de fermentacdo, enquanto a concentragdo maxima

foi obtida em quase o dobro do tempo na temperatura de 25° C, 18 dias.
5.1.3 Seletividade do &cido latico

Como pode ser observado na Figura 5-1, a variagdo da temperatura gerou
comportamentos bastante distintos entre os produtos de fermentacdo, o que

influenciou na seletividade do acido latico, como pode ser visto na Figura 5-2.

Figura 5-2 — Etapa 1: Seletividade do acido latico com relacdo aos outros
produtos. 25° C (m), 30° C (A) e 36° C (o)
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Durante os primeiros 4 dias, a seletividade do &cido latico foi maior na
temperatura de 36° C, atingindo o valor de 0,6, principalmente pelo fato da velocidade
da reacdo de producédo de acido latico ser maior nessa temperatura, enquanto nas
temperaturas de 25 e 30° C o aumento da concentracdo de &cido latico se deu de

maneira mais lenta.

No decorrer da fermentacéo, a seletividade de &cido latico na temperatura de
36° C decresceu progressivamente até atingir 0,1, devido ao consumo deste acido e

formacdo de acido acético. Ja nas temperaturas de 25 e 30° C, a seletividade
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aumentou até o 7° dia e permaneceu praticamente constante até o 14° dia, com
valores de 0,65 e 0,56, respectivamente. A partir do 16° dia, a concentracéo apresenta

uma diminuicao, atingindo valores de 0,61 e 0,46 para 25 e 30° C, respectivamente.

Devido a producao de etanol ser favorecida na temperatura de 30° C em
relacdo a temperatura de 25° C, a seletividade na temperatura de 25° C foi maior do

que a de 30° C durante toda a fermentacéo.
5.1.4 Tipo de fermentacéao

A partir dos resultados obtidos, verifica-se que houve prevaléncia de
organismos heterofermentativos, jA& que, concomitantemente a producdo de acido
latico, h4 também a producdo de etanol. Adicionalmente, durante a fermentacéo
houve producdo de CO2, o que também é caracteristico de heterofermentacgéo, pois
na rota da pentose monofosfato ha a liberagdo de CO2 na conversdo de hexoses a

pentoses.

Na temperatura de 30° C houve producdo quase equimolar de acido latico e
etanol, enquanto na temperatura de 25° C, a producao de etanol foi em média, 50%
da producao de &cido latico. Isso pode implicar que, em temperaturas menores, a
atividade das enzimas da rota de formacdo do etanol foi reduzida. Outra possivel
explicacéo foi o favorecimento dos organismos homofermentativos na temperatura de
25° C.

Nessa etapa preliminar da pesquisa pode-se observar o comportamento geral
da fermentacdo da manipueira em reatores em batelada. Um dos principais resultados
obtidos dessa etapa foi a confirmacdo de que a fermentacédo natural da manipueira
produz &acido latico. Foi notavel também constatar que houve influéncia no
comportamento da fermentacdo com a condi¢cdo de temperatura usada e pH inicial
original da manipueira (pH de 4,4). Por isso, optou-se em fazer um estudo mais
aprofundado nas condig¢des iniciais de fermentacéo, em especial ajuste do pH inicial,

e temperatura de fermentacgéo.
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5.2 ETAPA 2: ESTUDOS DE OTIMIZACAO E CINETICOS
5.2.1 Concentracao produzida de acido latico

A variagdo da concentracdo produzida de AL para cada condicdo testada
encontra-se na Figura 5-3. Da mesma forma que a Etapa 1, as caracteristicas da

manipueira utilizada na Etapa 2 sdo apresentadas na Tabela 5-1.

Figura 5-3- Etapa 2: Variagdo da CaL ao longo do tempo de fermentacdo em funcao de
diferentes temperaturas valores de pH. Graficos A, B e C mostram a variacao do pH (e 4,5;
m 55; e A 6,5) nas temperaturas A: 25° C, B: 30° C e C: 35° C. Graficos D, E e F mostram
a variacdo da temperatura (e 25° C; m 30° C; e A 35° C) nos diferentes valores de pH D:
45 E:55eF:6,5
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Na temperatura mais baixa, 25° C, a menor produc¢do de &cido latico ocorreu
com pH de 4,5. Essa condi¢do (25° C e pH 4,5), além de apresentar um tempo de
adaptacdo maior do que as outras condicdes (4 dias), apresentou o pior desempenho
comparando todas as condi¢cdes de temperatura e pH testadas com producéo de
apenas 50 mmol AL.L1. As fermentacées com valores de pH 5,5 e 6,5 foram bastante
similares, atingindo 117 e 113 mmol AL.L' no 20° dia de fermentagéo,

respectivamente, mais do que o dobro da concentracéo obtida com pH 4,5.

O aumento da temperatura para 30° C proporcionou melhora significativa na
producdo de acido latico em todos os valores de pH. Nessa temperatura, a maior
concentracdo de acido latico obtida foi com pH de 5,5, atingindo 205 mmol AL.LY,
maior valor observado, considerando todas as condicbes de pH e temperatura
testadas. A fermentagcdo com pH 4,5 e 30° C teve melhor desempenho comparada
com o0 mesmo pH na fermentagao a 25° C, sendo obtidos 163 mmol AL.L1. O aumento
do pH para 6,5 ndo provocou melhora na fermentacdo, resultando em uma

concentragdo de 175 mmol AL.L, ndo muito distante da obtida com pH 4,5.

A fermentacédo na temperatura de 35° C levou a resultados bastante diferentes
das outras temperaturas. Nessa condicédo, o melhor desempenho foi obtido no menor
valor de pH testado, alcancando 200 mmol AL.L1 no 15° dia de fermentag¢édo. Com pH
5,5, a maxima concentracdo foi 135 mmol AL.Lt. J&4 com pH 6,5, 0 maior valor obtido
foi 156 mmol AL.L™2.

Como na literatura ndo ha estudos de producdo de &cido latico a partir de
manipueira utilizando sua cultura autoctone, estudos de producéo de acido latico a

partir de substratos alternativos com cultura mista foram usados para comparacao.

Em geral, os resultados obtidos para producdo de &cido latico com cultura
autoctone e sem controle de pH obtidos nessa etapa sdo muito diferentes dos
apresentados na literatura. O controle do pH ao longo da fermentacao é fortemente
aconselhado, ja que as BAL, em sua maioria, sdo conhecidas por ter crescimento
inibido em baixos valores de pH (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2011).
Bonk et al. (2017) observaram concentragdo de acido latico menor em ensaios sem
ajuste de pH do que com ajuste de pH na fermentacao de residuo de alimento por

cultura mista. Os autores associaram o resultado a inibicdo por produto, j4 que a

producéo de &cido latico baixou o pH do meio para 2,96. Tang et al. (2016, 2017)
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também néo obtiveram resultados satisfatérios na fermentacao de residuo de alimento
por cultura mista sem ajuste de pH. Nesse caso, o pH do meio chegou a 3,3 e inibi¢do

pelo baixo valor de pH foi a justificativa pelo pior desempenho observado nos ensaios.

Pelo contrario, nessa etapa do trabalho, em nenhuma das condi¢cdes houve
controle do pH ao longo da fermentacdo e isso ndo dificultou o processo. A Unica
modificacdo da manipueira antes da fermentacéao foi o ajuste do pH inicial. Em todas
as condicdes, o pH decresceu para valores proximos de 4 nos primeiros 4 dias de
fermentacao (Figura 5-4). Destaque para a fermentacdo com pH 4,5 e 35°C, na qual
o pH foi reduzido para 3,5 com 5 dias de fermentacdo e mesmo assim foi a condicéo
com o segundo melhor resultado de producédo de acido latico. Nao controlar o pH do
meio ao longo da fermentacdo € uma vantagem técnica e econémica, o que torna o

processo mais atrativo.

A utilizacdo de um residuo real juntamente com cultura autoctone de
microrganismos pode ter favorecido a fermentacédo para a producdo de acido latico
sem o controle do pH. Como a manipueira é um residuo de fermentacéo rapida, seu
pH decresce para valores muito baixos. Com isso, muitos dos organismos que estao
presentes ja suportam essa condi¢do extrema de pH, além de que culturas mistas se
adaptam mais facilmente a variacdes das condicdes ambientais (DRESCHKE et al.,
2015) e, com isso, ha possibilidade de selecionar organismos que realizam

determinadas reacfes apenas modificando parametros operacionais.
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Figura 5-4 — Etapa 2: Variacdo do pH ao longo da
fermentacao. A: 25° C, B: 30° C e C: 35° C. e pH inicial
4.5; m pH inicial 5,5; e A pH inicial 6,5
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A variacdo da temperatura teve um efeito positivo na concentracdo de acido
latico. As fermentacfes na temperatura mais baixa testada (25° C) apresentaram pior
desempenho em todas as condi¢bes de pH (Figura 5-3D, E e F). Comparando a
producéo de acido latico nas fermentagdes de 30 e 35° C, o maior destaque esta nos
resultados com pH de 5,5, em que os ensaios a 30° C apresentaram melhores
resultados. Em geral, a maioria dos estudos para producdo de &cido latico utiliza
temperatura na faixa mesofilica, entre 30 e 40°C. Condigbes mais extremas, como
temperatura na faixa termofilica, sdo usadas apenas quando se deseja selecionar

organismos para produzir um tipo de isémero do acido latico (AKAO et al., 2007).

Em alguns estudos, ap6s um algum tempo de fermentacao, a concentracdo de
acido latico diminuiu, juntamente com o aumento da concentracdo de acidos organicos
volateis, como acetato, propionato e butirato. Tang et al. (2016, 2017) relataram esse
consumo de acido latico em pH 6 e temperatura de 37° C e Zhang et al. (2017)
observaram o mesmo fendbmeno compHde 7e9e 35°CepHde 7e 8e 50° C. Uma
desvantagem da utilizacdo de culturas mistas para producdo de &cido latico esta no
fato de véarios organismos com diferentes metabolismos estarem presentes no
sistema. Como o &cido latico é um intermediario, se as condicdbes ambientais
favorecerem, organismos consumidores de acido latico irdo transforma-lo em outro

composto.

Contudo, na presente etapa do trabalho ndo houve consumo de &cido latico
para producdo de outros compostos. Como pode ser observado na Figura 5-3, em
nenhuma condicdo houve tendéncia a diminui¢cdo da concentracdo de acido latico,
permanecendo em um patamar estavel durante 20 dias de fermentacdo. Uma
explicacdo seria que a cultura autéctone da manipueira é bem especifica e formada
principalmente por BAL. Outro motivo pode ser o fato de as condi¢cGes da fermentacéo
serem bastante extremas, com relacdo ao pH (préximo de 3,5), e poucos organismos

conseguem se desenvolver nesse ambiente.
5.2.2 Tipo de fermentacéo e seletividade

Na Figura 5-5 sdo apresentados os produtos de fermentacdo para todas as

condicdes testadas. Como pode ser observado, apenas foram formados acido latico
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(e), etanol (m) e &cido acético (A). A variacdo das condi¢bes de pH e temperatura

influenciou consideravelmente a propor¢éao de cada produto.

Na condicdo com temperatura de 25° C e pH de 4,5 (Figura 5-5A), além de ter
ocorrido heterofermentacéo, com a formacgéo de concentracdes equimolares de acido
latico e &cido acético, também houve fermentacdo alcéolica, pois etanol atingiu
concentracfes maiores do que a de acido latico durante toda a fermentacdo. Com
aumento do pH na mesma temperatura, houve mudanca de rota, com favorecimento
da fermentacao heterolatica, com concentracdes equimolares de acido latico e etanol,
enquanto que ndo houve aumento significativo na concentracdo de &cido acético, a

qual atingiu 25 mmol.L1, comparada com 122 mmol.L! de &cido latico e etanol.

Com temperatura de 30° C (Figura 5-5D, E e F) também houve
heterofermentacdo com producéo de &cido latico, etanol e acido acético. No entanto,
na fermentacdo com pH de 5,5 houve atividade de organismos homolaticos, ja que a
concentracdo molar de acido latico € maior do que a soma das concentracdes de
etanol e 4cido acético. Com pH de 4,5 na mesma temperatura, heterofermentacéao foi

bastante favorecida.

Na temperatura de 35°C, heterofermentagéo aconteceu nas condigbes com pH
de 5,5 e 6,5 com producéo de acido latico e etanol. No entanto, com pH de 4,5 nédo
houve aumento da concentracdo de acido acético nem aumento significativo de

etanol, indicando que essa condicéo favoreceu os organismos homofermentativos.
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Figura 5-5- Etapa 2: Produtos de fermentacao ao longo do tempo. A (25°C, pH 4,5), B (25°C, pH 5,5), C (25°C, pH 6,5), D (30°C,

pH 4,5), E (30°C, pH 5,5), F (30°C, pH 6,5), G (35°C, pH 4,5), H (35°C, pH 5,5) e | (35°C, pH 6,5). AL, m EtOH e A AA
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Uma das desvantagens da producao biotecnolégica de acido latico utilizando
substratos complexos e culturas mistas é a presenca de outros compostos além de
acido latico no produto final. Isso resulta em demanda técnica e econdmica para
purificacdo do 4cido latico. Por isso, homofermentacdo é preferida a
heterofermentacdo, como € o caso da fermentagdo da manipueira em temperatura de

35°CepHA4,5.

Como a fermentacéo de acido latico com temperatura de 35° C e pH de 4,5 foi
majoritariamente homolética, a seletividade do acido latico com relacédo aos produtos
de fermentagé&o foi muito alta, chegando a 0,9 no 10° dia fermentagédo (Figura 5-6). A
seletividade da condicéo 25° C e pH 4,5 foi a mais baixa de todas (0,2) justamente por
ter ocorrido fermentacao alcéolica, na qual o &cido latico ndo é produzido, em conjunto
com a heterofermentag&o. A outra condicdo que se destacou, com seletividade 0,7,
foi 30° C e pH 5,5, com maior concentracéo de acido latico. No entanto, como ocorreu

heterofermentacéo, sua seletividade nado foi muito alta.

Figura 5-6 — Seletividade do AL com relacéo aos produtos de fermentacdo (AL, AA
e EtOH) apds 10 dias de fermentacdo. B 25° C, B30° C B 35°C
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Com esses resultados de seletividade, nota-se que houve diferenca no

4,5 5,5 6,5
pH

comportamento das fermenta¢cdes com pH de 4,5 (Figura 5-3D e Figura 5-5A, D e G)
desta etapa em comparagdo com a Etapa 1 (Figura 5-1). Embora submetidas as
mesmas condi¢des de lote de manipueira, pH e temperatura (pH ~4,5 e temperatura
de 25, 30 e 35° C), houve expressiva diferenca entre as fermentacbes. Conforme
descrito em nos itens 4.1.1.1 e 4.1.2.1, na Etapa 1 néo houve fluxionamento de N2,
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enquanto na Etapa 2, N2 foi fluxionado no meio liquido por 15 minutos, garantindo a

condicao anaerdbia dentro dos reatores.

Para a condicédo de pH de 4,5 e temperatura de 35° C, a manutencédo do meio
anaeroébio favoreceu a produgcdo e manutencdo da concentracdo de AL durante o
experimento, de modo que, no 10° dia de fermentagcédo, a seletividade de AL foi

expressivamente maior do que a verificada no mesmo periodo na Etapa 1.
5.2.3 Balanc¢o de DQO

Na Figura 5-7 sdo apresentados os graficos com o balanco de DQO para cada
condicao testada. Em geral, os compostos presentes na manipueira bruta no inicio
das bateladas sdo os mesmos presentes no final da fermentacéo. Isso pode indicar
gue em todas as condi¢des ocorreu fermentacao latica e que a cultura autdctone da
manipueira € predominantemente composta de organismos produtores de acido latico.

Figura 5-7 — Etapa 2: Balan¢o de DQO para as diferentes condi¢cfes de temperatura

(A: 25° C, B: 30° C e C: 35° C) e pH. O carboidratos soluveis, O proteina, O acido
latico, O etanol, B 4cido acético, B outros
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60% 60% 60%
40% 40% 40%
20% 20% 20%
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45 5,5 6,5 B 45 5.5 6,5 Cc 45 5.5 6,5
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Componentes (%DQO, 4.)

E possivel observar que a tGnica condig&o que varia muito em relacdo as demais
€ 35° C e pH 4,5 (Figura 5-7C), na qual a maioria do substrato foi usado para producéo
de &cido latico, havendo consumo de acido acético e pouco aumento da concentracao

de etanol.

Com o balanco de DQO é possivel calcular o rendimento de acido latico em

relacdo ao consumo de carboidratos soluveis (Tabela 5-2).
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Tabela 5-2 — Etapa 2: Rendimento de acido latico com relacdo a carboidratos
soluveis nas condi¢des de temperatura e pH testadas

Condicao .
Temperatura (°C) pH Ya. (9 DQOAL.g™ DQOc)
4.5 0,2
25 55 0,3
6,5 0,3
4.5 0,5
30 5,5 0,5
6,5 0,5
4.5 0,9
35 55 0,5
6,5 0,4

Nas condi¢cdes de temperatura 25 e 30° C, houve rendimentos bastante
similares dentre os valores de pH testados, chegando no maximo a 0,3 e 0,5
respectivamente. Destaque para temperatura 35° C pH 4,5, que teve o maior

rendimento com relagéo ao consumo de carboidratos com 0,9.
5.2.4 Variagdo dos isdOmeros
A relacdo entre os isébmeros do acido latico para cada condicdo testada é

apresentada na Tabela 5-3.

Tabela 5-3 — Etapa 2: Relacado entre os isdbmeros do acido latico nas condi¢cdes de
temperatura e pH testadas

Condicdo D-acido latico/L-acido
Temperatura (°C) pH latico
4,5 1,0
25 55 1,0
6,5 1,0
4,5 1,1
30 55 1,1
6,5 0,9
4,5 1,2
35 5,5 1,2
6,5 1,1

Em todas as condicdes, a relacdo entre os isdbmeros é proxima a 1, o que
significa que uma mistura racémica dos dois isbmeros estd sendo formada pelos
organismos presentes. A condi¢cao 30° C e pH 6,5 levou ao menor valor da relacéo,

enquanto as condi¢cdes 35° C pH 4,5 e pH 5,5 resultaram os maiores valores.



86

Uma das principais vantagens em utilizar microrganismos para producao de
acido latico é a possibilidade de se obter isdmeros opticamente puros. Nesses casos,
sdo utilizados microrganismos especificos em meios esterilizados. No entanto, ha
demanda de mercado também para misturas de propor¢des diferentes de L e D-4cido
latico, como € o caso do PDLLA, o qual é utilizagcdo principalmente em aplicacbes na
medicina (ANNUNZIATA et al., 2017; DESTEFANO; KHAN; TABADA, 2020; GIEREJ
et al., 2019; HE; WANG,; DING, 2013; LI et al., 2015; YAO et al., 2020).

De toda forma, h& alternativas operacionais para favorecer a producédo de um
determinado isdmero ou inibir a produgéo de outro. Akao et al. (2007), conseguiram
produzir e manter L-acido latico opticamente puro (99%) utilizando cultura mista a
partir da variacdo das condicbes de pH e temperatura, a partir de residuo sélido
sintético, composto por restos de alimentos. Os autores encontraram que maior
pureza foi obtida com temperatura 55° C e pH 5,5. No entanto, a manutencéo da
pureza do acido latico é muito sensivel a variacao desses dois parametros. O aumento
do pH em temperatura menor que 60° C causou producdo de butirato e gas e a
diminuicdo da temperatura, mantendo pH 5,5, levou a producao de mistura racémica.
Outros estudos também relataram mudanca da pureza do isdmero do acido latico com

a variacdo das condicfes ambientais, como o de Zhang et al. (2008).
5.2.5 Modelo empirico e analise de superficie de resposta

Resultados obtidos do PFC foram utilizados para avaliar o efeito da temperatura
(X,), do pH (X,) e da sua interacdo (X;, X,) na producdo de acido latico a partir de
manipueira e sua cultura mista autdctone. As variaveis investigadas foram S,; e Yy;.
Diagramas de Pareto dos efeitos normalizados mostram que os efeitos lineares da
temperatura sdo os mais significativos para as duas respostas (no intervalo de
confianga de 95%), promovendo um efeito positivo na producéo de acido latico (Figura
5-8).

Efeitos lineares do pH afetaram negativamente a seletividade, mas nao tiveram
efeitos no rendimento. Interessante ressaltar que os efeitos da interacéo entre pH e
temperatura também foram significativos nas duas respostas analisadas, tendo um
impacto negativo na fermentacao de 4cido latico. Ou seja, o aumento no pH inicial do
meio reacional reduziu a producéo de acido latico em altas temperaturas (30-35° C),

enquanto efeito oposto ocorreu em baixas temperaturas, como nos experimentos
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submetidos a temperatura de 25° C, nos quais o aumento do pH favoreceu a producao
de AL.

Figura 5-8 — Etapa 2: Fatores e interacdes significativas apresentados pelos
diagramas de Pareto dos efeitos normalizados para A): S,;; € B) Yy,

(1)Temperature(L) - 7.25

Temperature(L) x pH(L) -4.31

(2)pH(L) -3.08

Temperature(Q) 241

pH(Q) -1.02

p=.05
Standardized Effect Estimate

B) (1)Temperature(L) - 10.69
Temperature(Q) 4.89
Temperature(L) x pH(L) -3.61
pH(Q) -85
(2)pH(L) -4
p=.05

Standardized Effect Estimate

Também foram aproximados modelos empiricos a partir dos resultados do PFC
para prever as respostas de S,; e Y,;, em funcéo da temperatura e pH. A qualidade do
ajuste, calculado a partir de ANOVA, mostraram que os dois modelos de regressao

sao preditivos (Tabela 5-4 e Tabela 5-5).
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Tabela 5-4 — Etapa 2: Resultado da ANOVA com nivel de significancia de 5% para o
ajuste do modelo quadratico para os resultados de S,;,

SQ2 DFP VMQ¢ F-valor p-valor
Regresséo 1.0 4 0.2 21.6 <0.0001
Residuos 0.3 22 0.0
Falta de ajuste 0.2 4 0.0 12.6 <0.0001
Erro 0.1 18 0.0
Total 1.2 26

2 soma dos quadrados;  graus de liberdade; e ¢ valor médio quadratico

Tabela 5-5 — Etapa 2: Resultado da ANOVA com nivel de significancia de 5% para o
ajuste do modelo quadratico para os resultados de Y,; da Etapa 2

SQ2 DFP VMQ®© F-valor p-valor
Regresséo 0.6 3 0.2 52.0 <0.0001
Residuos 0.1 23 0.0
Falta de ajuste 0.0 5 0.0 1.9 0.1505
Erro 0.1 18 0.0
Total 0.7 26

2 soma dos quadrados; ° graus de liberdade; e ¢ valor médio quadréatico

O modelo teve bom ajuste para a resposta Y,; (p-valor = 0,15). No entanto, para
as respostas de S,;, a falta de ajuste foi significativa. Esses resultados mostram que
0 modelo quadratico com interacdes de primeira ordem ndo é apropriado para prever
S, na faixa de valores de pH e temperatura analisados. Com isso, para operacéo do
RALFE na Etapa 3, utilizou-se a condicdo que apresentou maior Y,;: temperatura de
35°CepHde4,5.

Modelo empirico e superficie de resposta criados para modelar Y,;, sao

mostrados na Eq. 26 e Figura 5-9, respectivamente.

Y, = 0,489 + 0,161 X; — 0,128 X2 — 0,067 X, X, Eq. 26



89

Figura 5-9 — Etapa 2: Superficie de resposta e grafico de contorno para PFC criado
usando o modelo quadratico. Varidvel dependente: rendimento de acido latico (Y,
g DQOaL.g?! DQO). R?=0,87. Coeficientes que ndo foram estatisticamente
significativos (p-valor > 0,05) foram removidos antes da plotagem da superficie

< ) DR VRO
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5.2.6 Anélise cinética

Com os dados da condicao de temperatura e pH escolhida na Etapa 2 (35° C e
pH de 4,5), foi realizada uma andlise cinética, para a obtencdo da constante de

velocidade especifica de consumo de substrato e racionalizar o dimensionamento do
RALFE (ver itens 4.1.2.3 e 4.1.2.4).

Plotando a Eg. 10 com os dados de consumo de carboidratos obtidos da

fermentacdo na condicéo 35° C e pH de 4,5 e ajustando um modelo linear, tem-se o
gréafico da Figura 5-10.
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Figura 5-10 — Etapa 2: Representacdo grafica da variacdo da concentracdo
substrato com o tempo a partir dos dados medidos de carboidratos soltveis (o) e o
modelo linear ajustado (—) da condigcdo com temperatura 35° C e pH de 4,5
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O valor de C, utilizado foi 1603,65 mg SSV.L?, calculado como a média
aritmética entre a concentracdo de SSV do meio reacional no inicio da fermentacéo e

no final, cujos valores sdo 1224,0 mg SSV.L* e 1983,3 mg SSV.L, respectivamente.

O modelo linear aproximado (R?=0,995) para os dados da Figura 5-10 é
apresentado na Eq. 27.
1 c?
—In{—)=0,255"t¢ Eq. 27
Cy Cs
Com isso, 0,255 L.gt SSV.dia?! foi o valor estimado para constante de
velocidade especifica de consumo de carboidratos da fermentacdo da manipueira
utilizando sua cultura mista autéctone na temperatura de 35° C e pH de 4,5. Com o
valor de k; pdde-se utilizar uma abordagem mais racional para modelar o processo e

fazer aumento de escala. Neste caso, k; foi usada para fazer uma analise de qual o

TDH inicial seria mais adequado para ser aplicado ao RALFE na Etapa 3.
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Utilizando a Eqg. 16 e o valor de kj, plotou-se o grafico da Figura 5-11, que
relaciona o TDH necessario para atingir a conversao de carboidratos, X. O valor de
C, estimado dentro do RALFE foi de 20,6 g SSV.L1, como explicado em 4.1.2.5.

Figura 5-11- Etapa 2: Relacdo entre TDH e X, obtida a partir da Eq.
16, com valor de C, de 20,6 g SSV.L*
1,00
0,90
0,80
0,70
— 0,60
8\2 0,50
> 0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

0 2 4 6 8 10 12 14
TDH (h)

A partir dos resultados apresentados na Figura 5-11, definiu-se por um X, de

0,9, o que corresponde a um TDH de 12 h para o reator continuo.
5.2.7 Caracterizacdo da comunidade microbiana

A comunidade microbiana autdctone da manipueira foi caracterizada por meio
do sequenciamento do gene rRNA 16S, previamente amplificado. Um total de 79.416
sequéncias foram obtidas apés filtro de qualidade, as quais foram agrupadas em 71
OTUs com 97% de similaridade. A cobertura (indice de Good) obtida foi de 80.0%. A
Figura 5-12A mostra que 98% das bactérias encontradas na microbiota autdctone da
manipueira séo similares ao género Lactobacillus. Géneros semelhantes a Weissela,
Thauera, Sporosarcina e representantes de Acidobacteria também foram encontrados
em menor quantidade. Uma classificacdo mais detalhada a nivel de UTO, mostrou a

presenca de, pelo menos, quatro lactobacilli distintos (Figura 5-12B).

Caracterizagao semelhante foi encontrada por Rosa et al. (2014), que utilizaram
uma mistura de manipueira com glicose (50%) para producao de hidrogénio em reator
anaerobio de leito fluidificado, mantendo um pH do meio entre 4 e 4,5 e temperatura
de 30°C. O reator foi inoculado com lodo proveniente de reator UASB utilizado no

tratamento de agua residuaria de suinocultura e a manipueira foi submetida a
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tratamento &cido e térmico antes de ser alimentada ao reator. Analise filogenética do
rRNA 16S realizada em amostras de biomassa retiradas do efluente do reator
mostraram que 98,2% das sequéncias analisadas correspondiam a familia

Lactobacillaceae e que 76,8% dos clones eram associados ao género Lactobacillus
sp.

Gomes et al. (2016) identificaram bacteriocinas associadas com BAL na
fermentacdo de manipueira em reator continuo de tubos multiplos, o que foi associado

a inibicdo da producdo de hidrogénio. Interessante ressaltar que mesmo apdés pré-
tratamentos &cido e térmico, ainda foi possivel identificar presencga de bacteriocinas.

Tang et al. (2016) observaram composicédo semelhante na microbiota autéctone
de residuo de alimento com alto teor de amido, no qual Lactobacillus e Weissela foram
predominantes (valores de abundéncia relativa de 49,64% e 19,18%,
respectivamente). Apés a fermentacao, a propor¢édo de Lactobacillus aumentou para
99,29%, o que foi relacionado a diminuicdo do pH do meio para 4,0, visto que esses
organismos sao resistentes a condicdes acidas (MADIGAN et al., 2014). Isso também

explica a alta abundéncia relativa na manipueira utilizada.

O valor encontrado para a dominancia, a nivel de género, de organismos
semelhantes a Lactobacillus foi 0,03, o que explica os resultados de produtos de
fermentacdo encontrados. Espécies de Lactobacillus s&o divididas em
homofermentativas e heterofermentativas, que se subdividem em heterofermentativas
obrigatorias e facultativas (MESQUITA et al., 2017). Com isso, € justificavel a
presenca de acido latico, etanol e acido acético como 0s Unicos produtos de

fermentacdo identificados em todas as condi¢cfes de fermentacéao.

Além disso, em todas as condi¢des de fermentacdo o pH do meio baixou para
valores préximos a 4 apés os primeiros 5 dias de fermentacdo, com aumento da
producao de 4cido latico mesmo nessa condicédo de pH. E relatado que a faixa de pH
entre 5 e 7 é considerada 6tima para crescimento de BAL e que apenas organismos
do género Lactobacillus conseguem se desenvolver em pH inferior a 5,7 (ABDEL-
RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2011; HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL,
2000).
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Figura 5-12 — Etapa 2: Estrutura da comunidade microbiana na amostra de
manipueira bruta (indculo) em A) nivel de género; e B) nivel de unidades
taxondmicas operacionais (OTU). A abundéancia relativa foi calculada pela divisdo
do nimero de sequéncias de cada género ou OTU pelo total de sequéncias de
bactéria

A)
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98.54%
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. 1 016%
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m d:Bacteria m g:Desulfovibrio m f:Xanthomonadaceae

1.36%_ 0.62% 0.94%

B) 6.32%

EOtul ©O0tu2 mOtu3 mOtulé mOtul8 mOthers

A presenca de mistura racémica dos isbmeros de acido latico, observada em
todas as condic¢des, também é caracteristica de organismos do género Lactobacillus.
Por exemplo, espécies como L. plantarum e L. fermentum produzem as mesmas
proporcdes de L e D-acido latico (ZHANG et al., 2008).

As Figuras Figura 5-13, Figura 5-14 e Figura 5-15 mostram as imagens feitas
por microscopia Optica. Imagens a esquerda representam o teste Gram e imagens a

direita sdo microscopia por contraste de fases simples.
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Figura 5-13 — Etapa 2: Teste Gram (esquerda) e microscopia de contraste de fases
(direita) das amostras na condicdo 25°C. A: pH 4,5,B: pH5,5e C: pH 6,5

O teste conduzido na temperatura de 25° C e pH de 4,5 (Figura 5-13A)
apresentou majoritariamente organismos Gram positivos, com morfologia de bacilos.
Ha também a presenca de organismos curvados em menor nimero. A condicao de
25° C e de pH 5,5 (Figura 5-13B) também apresenta majoritariamente organismos em
forma de bacilos, porém ha mais organismos Gram negativos do que a condi¢do de
25° C e pH de 4,5. H4 também a presenca de filamentos delgados bem finos, os quais
sdo Gram negativos. Na condicao de 25° C pH de 6,5 (Figura 5-13C) ha mais

diversidade de microrganismos, o que pode ser explicado pela condicdo mais proxima
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da neutralidade de pH. Nessa condicdo ha a presenca de organismos
morfologicamente semelhantes a bacilos, cocos, além de filamentos compridos e
finos.

Figura 5-14 — Etapa 2: Teste Gram (esquerda) e microscopia (direita) das amostras
na condicédo 30° C. A:pH 4,5, B: pH5,5e C: pH 6,5

[3
‘i

Com temperatura de 30°C e pH de 4,5 (Figura 5-14A) também ha prevaléncia

de bacilos com presenca de organismos com morfologia semelhante a cocobacilos. O
teste Gram mostrou que ha maioria de organismos Gram positivos, embora haja
também uma boa parcela de organismos Gram negativos. A mudanca do pH para 5,5
(Figura 5-14B) favoreceu o desenvolvimento de bacilos mais alongados, sendo a
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amostra composta por menos cocobacilos. H&A também a presenca de estruturas
curvadas, semelhantes as presentes na condicdo de 25° C e pH de 4,5. A condicéo
com temperatura de 30° C e pH de 6,5 (Figura 5-14C) favoreceu o aparecimento de

cocos e estreptococos, além dos bacilos mais alongados.

A amostra da fermentacao a 35° C e de pH 4,5 apresentou o que parecem ser
cadeias de bacilos que se destacam por serem muito longas e Gram positivas (Figura
5-15A). Na condicdo de 35° C e pH de 5,5 (Figura 5-15B) ha presenca de menos
cadeias de bacilos e mais organismos em forma de bacilos menores, na maioria Gram
positivos. A fermentacéo a 35° C e pH de 6,5 ndo apresentou organismos em cadeias

alongadas, sendo composta principalmente por bacilos menores (Figura 5-15C).

Com a analise das imagens de microscopia, observa-se que a morfologia dos
organismos modificou consideravelmente com a variacao das condi¢cfes, 0 que ja era
esperado, visto que é uma cultura mista. Em geral, ha predominancia de organismos
morfologicamente semelhantes a bacilos, no entanto a condicdo ambiental influenciou

no tamanho das bactérias.

A condicdo que apresentou maior destaque foi a condigdo com temperatura de
35° C e pH de 4,5 (Figura 5-15A), na qual organismos bastante alongados e Gram
positivos foram predominantes. Vale ressaltar, que essa foi a Unica condicdo, na qual
houve predominancia de homofermentacdo. E notavel também a presenca de
organismos alongados na fermentacdo a 30° C e pH de 5,5, na qual ocorreu
heterofermentacdo, mas também houve homofermentacdo, por apresentar
concentracdo de acido latico maior do que a soma das concentracfes de etanol e

acido acético.
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Figura 5-15 — Teste Gram (esquerda) e microscopia (direita) das amostras na condigéo

35°C. A:pH 4,5,B: pH 5,5¢e C: pH 6,5 da Etapa 2
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5.3 ETAPA 3: OPERACAO DO RALFE

Nessa etapa, foi avaliada a possibilidade de producéo continua de acido latico
no RALFE. As caracteristicas da manipueira, coletada na casa de farinha em
Taquarana-AL, sao apresentadas na Tabela 5-6.

Tabela 5-6 - Caracteristicas da manipueira utilizada na etapa 3 em diferentes coletas

Coleta pH Ccn (g Ch.LY) Car (g AL.LTY)
18/11/19 53 48,7 4,3
18/12/19 52 36,3 2,6
14/01/20 5,3 79,3 <3,0
04/02/20 5,8 54,8 <10
03/03/20 55 87,2 1,0
19/03/20 5,3 54,9 2,8

5.3.1 Influénciado TDH na producédo de AL em RALFE

Os resultados de vazdo massica de acido latico obtida nas trés condi¢cbes de
TDH testadas no RALFE estdo mostrados na Figura 5-16.

Figura 5-16 — Etapa 3: Série de dados de QaL nas trés condi¢cdes de TDH testadas
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Observa-se que em todas as condi¢cdes houve producdo continua de AL. No
entanto, ha grande variabilidade nos resultados. Essa variacdo ndo esta apenas
relacionada a mudanca do TDH, mas a composicdo da manipueira, em especial a

concentracao de carboidrato bruto afluente, cuja relagéo pode ser vista na Figura 5-17.
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Figura 5-17 — Etapa 3: Série de dados de C#, (m) e C,;, (o) ao longo do tempo de
operacdo do RALFE
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Uma das maiores dificuldades em trabalhar com manipueira bruta foi sua
variabilidade, causada por trés fatores principais: diferentes campanhas de coleta de
manipueira, facilidade de fermentacdo e presenca de grande quantidade de solidos
suspensos de facil sedimentacao. Esses trés fenébmenos influenciam diretamente na

concentracéo de carboidratos presentes na manipueira.

Com a proposta de utilizacdo da manipueira bruta, apenas ajustando o pH
inicial, tentou-se preservar suas caracteristicas originais, inclusive a concentracéo de
sélidos presentes. A manipueira fresca, assim que € liberada da prensa, apresenta
grande quantidade de particulas pequenas em suspensdo. A medida que a
manipueira é colocada em repouso (exemplo: transporte do local de coleta, tempo de
congelamento e descongelamento), esses soélidos sedimentam e formam uma massa
consistente. Mesmo agitando a manipueira e tentando uniformiza-la, em pouco tempo
a massa de solidos sedimenta, permanecendo no fundo do recipiente de alimentacao.
Com isso, antes de cada alimentacao, fazia-se a agitacdo da manipueira e esperava-
se alguns minutos até a maior parte da massa sedimentar. Por isso, houve dificuldade
em alimentar o RALFE com concentragéo constante de SSV e de carboidratos, mesmo

com manipueira de lotes iguais.

Uma das variaveis influenciadas pelo TDH e que é importante no

monitoramento do reator é a carga de carboidratos aplicada. Como mostrado na
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Figura 5-17, além da variabilidade dos dados, observa-se que h& aumento da
concentracdo afluente de carboidratos. Com isso, a performance do RALFE foi
avaliada utilizando a carga de carboidratos aplicada (CCh,), a qual leva em
consideracao tanto a variagdo do TDH quando a variagdo da concentracao afluente
de carboidratos.

5.3.2 Producéao de acido latico durante a operacdo do RALFE

A Figura 5-18 apresenta a influéncia da carga aplicada de carboidratos na
vazdo massica de Aacido latico. Com cargas menores do que 2 g Ch.LLh?, Qg
aumentou com o aumento da carga. No entanto, ndo foi observado essa tendéncia
para valores de CCh, acima de 4 g Ch.L1.h't. Como serd melhor abordado no item
5.3.4, condicdes com valores de CCh, superiores a de 4 g Ch.L-1.h** favoreceram
outras rotas metabodlicas, e, por isso, ndo foi observado aumento da concentracéo de

AL nessas condicoes.

Figura 5-18 — Etapa 3: Variacdo de Q4;, com a CCh,
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Pela Figura 5-18, observa-se que ha um valor de CCh, acima do qual a
producédo Q,4; aproxima-se de uma constante. Para modelar o comportamento dessa
relacdo, uma regressao nédo linear usando uma funcéo assintotica céncava (Eq. 28)
foi ajustada aos dados experimentais. A Figura 5-19 mostra a representacao gréafica

dos dados experimentais e os dados modelados de Q4;, em funcéo da CCh,.
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Figura 5-19 - Etapa 3: Dados experimentais (e) e dados modelados (-) da variacéo
de Q4, com CCh,
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O desvio padrdo da regresséo (S) é 11,6 gAL.diat. Como o R? néo se aplica

para modelos nao lineares, usa-se S para indicar o ajuste do modelo.

Qa, = 01 + 0, - e +CCha Eq. 28

Em que, 6,, 8, e 65 sao constantes da funcao assintética céncava.
A Eq. 29 representa 0 modelo matematico ajustado aos dados de Q4 € CCh,

com as constantes obtidas pela regressao néo linear.

QaL = 59,75 — 124,85 - e~ 095¢Cha Eq. 29

Com o objetivo de identificar o valor de CCh, em que Q,4, aproxima-se da
constante, a Eq. 29 foi solucionada considerando o valor de Q,; igual a 95% do valor

da constante 8,. O valor obtido para CCh, foi de 4 g Ch. L*.dt. Com isso, o aumento
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de CCh, para valores acima de 4 g Ch. L.d"! ndo resulta em alteracéo significativa da

QAL'

5.3.3 Conversao de carboidratos e rendimento de acido latico

Pela Figura 5-20, observa-se que os valores de X, foram abaixo de 0,8
independentemente do valor de CCh,. Além disso, ha tendéncia na reducao de X, com

o0 aumento de CCh, para valores maiores do que 4 g Ch. L'1.d%.

Como foi apresentado na secdo 5.2.6, o dimensionamento do RALFE foi
baseado em uma converséo de carboidratos de 0,9, o qual seria obtido com um TDH
de 12 h. Para o menor TDH, 8 h, esperava-se um valor de X; de 0,8.
Experimentalmente, valores de X, acima de 0,8 ndo foram observados durante toda a

operacdo do RALFE.

Devido a limitacdo de informacdes sobre o processo de producéo de AL a partir
manipueira e cultura autéctone, as condi¢des aplicadas inicialmente foram estimadas
considerando a suposicdo de que o RALFE é um reator ideal Plug-Flow e o valor
utilizado para C, nao foi retirado de um processo semelhante. Esses fatores podem
explicar as divergéncias encontradas entre os dados experimentais e o modelo do

processo proposto.
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Figura 5-20 — Etapa 3: Variacdo da conversao de carboidratos (Xs) com a carga de
carboidratos aplicada (Ch,)
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A Figura 5-21 ilustra a relacdo entre o rendimento de acido latico e a CCh,, ha
gual observa-se tendéncia a reducéo de Y,; com o aumento da CCh,. Para valores de
CCh, abaixo de 4 g Ch.L1.h1, o rendimento de acido latico atingiu valores entre 0,6 e
1,0. Por outro lado, para valores de CCh, acima de 4 g Ch.L1.h", o rendimento de

acido latico concentrou-se na faixa entre 0,4 e 0,6.
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Figura 5-21 — Etapa 3: Influéncia da carga de carboidratos aplicada (CCh,) no
rendimento de acido latico (Y,;)
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Os boxplots da Figura 5-22 apresentam claramente essa diferenca. A aplicacao
do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney resultou na confirmacdao estatistica de que
valores de CCh, menores do que 4 g Ch.L.dia! resultam em maiores rendimentos

de &cido latico (intervalo de confianga de 95%).
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Figura 5-22 — Etapa 3: Boxplots de rendimento de &cido latico em diferentes faixas
de carga de carboidratos aplicada
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5.3.4 Produtos da fermentacdo da manipueira e seletividade

Durante a operacdo do RALFE, os principais produtos de fermentacao
identificados foram &cido latico e acido acético (Figura 5-23). Como ja mencionado no
item 5.3.2, a Q4; pode ser relacionada com CCh, por meio de uma funcao assintoética
concava, cujo valor da assintota é aproximadamente 60 g AL.diat, que é obtida a
partir de uma CCh, de 4 g Ch.L"1.h'1. A producéo de acido acético ndo seguiu a mesma
tendéncia da producéo de acido latico para valores de CCh, abaixo de 4 g Ch.Lt.h?,
apresentando grande variabilidade, principalmente em CCh, abaixo de 3 g Ch.L1.h.
Para CCh, acima de 3 g Ch.L1.h?, observou-se que Q,, aproxima-se de uma

constante, cujo valor estimado é de 17+6 g AA.dia™.

Além de &cido latico e 4cido acético, houve também producéo de etanol e acido
propidnico com valores bem inferiores aos obtidos para AL e AA (Figura 5-23).
Destaca-se que apenas houve produc¢do de acido propidnico na operagdo com TDH
de 8 h, na qual a CCh, assumiu valores entre 4 e 7 g Ch.L1.h"1. Até o momento, néo

havia sido identificada producéo de acido propiénico em nenhuma condicéo estudada,
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considerando também os reatores em batelada. Esse fenémeno justifica o menor

rendimento de &cido latico obtido em cargas maiores identificado na Figura 5-21.

No reator continuo de multiplos tubos operado por Gomes et al. (2016), utilizou-
se TDH de 4 h com temperatura de 25°C e pH afluente de 6,5. No fim da fermentacéo,
ndo foi observado aumento da concentracdo de AL. Pelo contrario, a pequena
guantidade de &cido latico presente no afluente ndo foi identificada no efluente do
reator. Esse resultado ndo era esperado pelos autores, visto que o efeito das BAL
presentes na manipueira inibiram a producdo do produto desejado, hidrogénio. Por
outro lado, o maior produto de fermentacao foi o acido propiénico, cuja geracéo foi
atribuida a bactérias do acido propiénico, que podem oxidar AL em outros acidos

graxos volateis.

Ja nos reatores operados por Rosa et al. (2016), sob temperatura de 30°C e pH
de 5, AL foi identificado em alta concentragdo apenas na condigdo com maior carga
de organica volumétrica aplicada (30 kg DQO.m=.dia) e TDH de 12 h, com reducéo
da concentracdo de AL com a diminuicdo da carga organica volumétrica. Outros
metabolitos presentes na fermentag&o foram etanol, 4cido propionico e &cido butirico.

Figura 5-23 — Etapa 3: Produtos de fermentacdo na operacdo do RALFE. Acido
latico (o), etanol (m), acido acético (A ) e acido propiénico (0)
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Observa-se que aconteceu fermentagdo heterolatica durante toda a operacao
do RALFE, com concomitante producdo de &cido latico e &cido acético. Nos

experimentos em batelada, a condicdo com pH de 4,5 e temperatura de 35° C
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apresentou maior favorecimento a homofermentagéo, com menor producao de etanol
e acido acético durante a fermentacao, obtendo seletividade de 0,9. Na operacao do
RALFE, nas mesmas condi¢des de pH e temperatura, ndo foram mantidos valores de
seletividade tdo expressivos (Figura 5-24), o que ja era esperado devido a presenca
continua de &cido acético como produto de fermentacéo.

Figura 5-24 — Etapa 3: Variacao de S,; com relagdo a CCh,
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5.3.5 Variacdo dos isdmeros de AL na operacao do RALFE

Em todas as condi¢Ges de TDH testadas houve producdo dos dois isdmeros do
acido latico Tabela 5-7. A utilizacdo do TDH como variavel para comparagdo nesse
item foi motivada pela obtencdo dos dados de proporcdo dos isébmeros do AL
anteriormente a decisao de utilizar a CCh, como varidvel mais adequada para capturar

a relacéo entre os resultados obtidos no experimento.

A variacdo da condi¢do de TDH gerou uma mudanca sutil na relagcédo entre os
isbmeros de &cido latico, havendo maior concentracdo de L-acido latico conforme
reducdo do TDH.

Tabela 5-7 — Etapa 3: Variagdo da relacdo entre os isbmeros D e L-4cido latico
nos TDH testados

TDH (h) D-acido latico/L-acido latico
12 1,0
10 0,9

8 0,8
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A Figura 5-25 apresenta boxplots com de relagdo entre os isbmeros D e L-acido

latico em amostras de manipueira em trés diferentes condi¢des:

Nas amostras de manipueira bruta (“Coletas”): essas amostras foram
coletadas direto da fabrica de mandioca em recipientes de menor volume
(100 mL) e congeladas. Como o volume do liquido é pequeno, o tempo de
congelamento e descongelamento é menor, o que reduz a influéncia da
fermentacdo espontanea da manipueira. Com isso, essas amostras sao
consideradas as que mais representam a manipueira bruta que sai da
fabrica;

Amostras de manipueira afluente ao reator (“Afluente”): representam
amostras de manipueira retirada do galdo de alimentacdo. No momento da
coleta na fabrica, essa manipueira foi armazenada em recipientes de 5 L.
Com isso, devido ao volume maior de manipueira, o processo de
fermentacdo durante o periodo de congelamento e descongelamento foi
mais significativo;

Amostras efluente ao RALFE (“Efluente”).

Observa-se que ha muita variacdo na relacdo dos isbmeros das amostras

“Coletas”.

Nas amostras “Efluente”, a relacdo D-acido latico/L-acido latico €

predominantemente maior do que 0,7. O resultado interessante foi obtido nas

amostras “Afluente”, nas quais a relacdo D-acido latico/L-acido latico foi menor,

indicando que ha predominancia de L-acido latico nessas amostras.

Esse resultado sugere que a fermentacdo espontanea da manipueira que

ocorre durante o descongelamento, em temperaturas menores e com pH aproximado

a 5 (Tabela 5-6), favorece a producéo de L-acido latico. A partir do momento em que

a manipueira passa pelo RALFE, no qual a temperatura € 35°C e o pH € ajustado para

4,5, predominam a producéo dos dois isbmeros do acido latico.



109

Figura 5-25 — Etapa 3: Relacao entre os isdbmeros de acido latico da manipueira:
nas coletas realizadas, afluente ao RALFE e da manipueira fermentada efluente
ao RALFE. “Coletas” representa amostras de manipueira bruta; “Afluente” refere-
se a amostras de manipueira alimentadas ao reator apos o descongelamento; e
“‘Efluente” refere-se a amostras de manipueira efluentes ao reator
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Na Etapa 2 ndo houve diferenca entre a proporcao dos isdmeros nas condi¢des
de temperatura e pH testadas. As amostras para analise da propor¢cédo dos isbmeros
na Etapa 2 foram coletadas apés a finalizagdo da fermentacéo, e os valores finais de
pH de todas as condi¢des de fermentacdo estavam préximos ou menores do que 4
desde o 5° dia de fermentacéo (Figura 5-4). Essa condicao favorece organismos do

género Lactobacillus, produtores de mistura racémica do &cido latico.

No caso da amostra “afluente” especificada na Etapa 3, o pH do meio estava

em valores proximos a 5 devido a baixa quantidade de &cidos existentes na

manipueira bruta, o que pode ter levado a essa diferenca na proporcao dos isbmeros.
5.3.6 Quantificacdo da biomassa aderida de biomassa suspensa

Na Etapa 2, para o dimensionamento racional do RALFE, foi utilizado uma

estimativa para C,, baseada no trabalho de Anzola-Rojas et al. (2015), pois ndo havia
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referéncia sobre essa varidvel no processo de producdo &cido latico a partir de

manipueira em reatores continuos com biomassa aderida em material suporte.

Com isso, no final da operagdo do RALFE, foi realizada andlise de SSV de
amostras de biomassa suspensa e aderida ao material suporte de PAD, para estimar
a concentracao de microrganismos durante a operagéo do RALFE. Os valores obtidos
foram 37,8 e 81,1 g SSV.L! para biomassa aderida e suspensa, respectivamente.

Utilizando o valor obtido de SSV dentro do RALFE no fim da operagao, 119 g
SSV.L1, para recalcular o recalculando o valor de TDH pela Eqg. 16, obtém-se um TDH
de apenas 2 h para a mesma converséao de carboidratos de 0,9, valor 6 vezes inferior

ao utilizado no experimento.

Embora o valor obtido experimentalmente de microrganismos dentro do
RALFE, em termos de SSV, seja muito superior ao utilizado no dimensionamento do
reator, ndo foi observado melhor desempenho. Como jé foi mencionado no item 5.3.1,
a manipueira possui alta concentracdo de sélidos suspensos de facil sedimentacao,
0s quais contribuem de forma significativa para o valor de SSV, especialmente o SSV

de biomassa suspensa.
5.3.7 Caracterizacao filogenética da comunidade microbiana do RALFE

Amostras de biomassa microbiana da comunidade suspensa e da comunidade
aderida ao material suporte do RALFE foram analisadas por técnica de
sequenciamento metabarcoding do gene 16S rRNA na plataforma Illumina HiSeq
2500. Um total de 969.319 sequéncias viaveis foram obtidas, apds a filtragem por
gualidade, as quais foram agrupadas em 48 UTO com 97% de similaridade entre si.
A cobertura do sequenciamento do RALFE foi de 63,9%. Os resultados sé&o

demonstrados na Figura 5-26 e na Tabela 5-8.
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Figura 5-26 — Etapa 3: Abundancia relativa das principais taxa observadas nas
amostras de biomassa suspensa e de biomassa aderida ao material suporte
(cilindros MOD940). As amostras foram coletadas do RALFE ao final da operacao
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g:Enterococcus
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p:Proteobacteria = %AbRel Aderida
g:Streptophyta
g:Lactococcus
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0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
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Tabela 5-8 — Etapa 3: Sumario dos indices de diversidade do sequenciamento da
biomassa suspensa e aderida do RALFE

Parametro Biomassa Suspensa Biomassa Aderida
N° de UTOs 44 48
N° de leituras 449365 422600
Dominancia 0,20 0,32

Bactérias similares a Lactobacillus foram as mais abundantes nas amostras de
biomassa suspensa e de biomassa aderida, tendo sido observadas nas proporc¢des
de 94,4 e 87,1%, respectivamente. A elevada AbRel% de lactobacilli pode ser
explicada pelo baixo pH da manipueira utilizada na alimentacdo do sistema (pH de

4,5), visto que as espécies desse género resistem melhor as condi¢des &cidas que as
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demais bactérias acido-laticas (MADIGAN et al., 2014). Outros estudos demonstraram
gue a fermentacdo de residuos alimenticios por culturas mistas, em baixo pH,
resultaram na dominancia de Lactobacillus (BONK et al., 2017a; WU et al., 2015b).
Os lactobacilli podem ser homofermentativos ou heterofermentativos, que explica a
presenca de etanol como produto de fermentagao.

Membros de Bifidobacteriaceae apresentaram elevada AbRel% na amostra de
biomassa aderida (11,8%). Essa familia compreende o género Bifidobacterium, que
também integra o grupo de bactérias acido-laticas, embora pertenca a um filo distinto
da grande maioria das bactérias produtoras de AL (MORA-VILLALOBOS et al., 2020).
Bactérias do género Bifidobacterium produzem lactato e acetato como principais
produtos da fermentacdo (SGORBATI; BIAVATI; PALENZONA, 1995), o que pode

explicar a presenca de &cido acético dentre os metabdlitos identificados.

Bactérias similares a Weissella estiveram presentes nas propor¢cdes de 2,8 e
0,9%, respectivamente. Membros desse género ja foram identificados em residuos
alimenticios diversos, inclusive na manipueira (PADONOU et al., 2010; TANG et al.,
2016a). Weissella pertence ao grupo de bactérias &cido-laticas heterofermentativas,
produzindo &cido latico, dioxido de carbono, etanol e/ ou acetato como produtos da
fermentacdo (BJORKROTH; DICKS; ENDO, 2014). De fato, etanol e acido acético

estdo entre os metabdlitos identificados na analise de cromatografia a gas.

Os resultados do sequenciamento metabarcoding do gene 16S rRNA séao
condizentes com a producédo de AL e de outros metabdlitos observados na manipueira
fermentada. Embora a homofermentacéo tenha sido o padrao fermentativo dominante,
observou-se a ocorréncia de fermentacéo heterolatica, provavelmente em virtude da
presenca de lactobacilli heterofermentativos, membros da familia Bifidobacteriaceae
e do género Weissella. A comunidade microbiana aderida ao leito de PAD foi bastante
similar a comunidade plancténica, divergindo, principalmente, nas propor¢cées de
Bifidobacteriaceae. Todas as principais taxa presentes ao final da operagao do RALFE
pertencem ao grupo de bactérias acido-laticas, demonstrando que as condi¢cdes de
temperatura (35°C) e pH (4,5) utilizados foram adequadas para a selecdo de

microrganismos produtores de AL originalmente presentes na manipueira.

Na producdo industrial de &acido latico, espécies de Lactobacillus sdo os

organismos mais utilizados. E relatado que s&o organismos que necessitam de
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condic¢des nutricionais especificas, como nitrogénio, vitaminas e minerais (OLIVEIRA
et al., 2018). Nesses casos, ha necessidade de esterilizacdo do meio e suplementacéo
nutricional. Nesta pesquisa, lactobacilli foram o0s principais microrganismos
encontrados na biomassa suspensa e aderida do RALFE, os quais foram

responsaveis pela continua producéo do &cido latico com altos rendimentos.

Com isso, por meio da pesquisa desenvolvida, foi possivel produzir um
composto economicamente atrativo, sem a necessidade de qualquer suplementacao
nutricional ou esterilizagdo, utilizando um residuo que possui carboidratos
prontamente disponiveis. Além disso, 0S organismos responsaveis por esse processo

natural sdo os mesmos utilizados de forma pura na producéo industrial.
5.3.8 Potencial de producao de acido latico em industrias de farinha

Com os resultados obtidos na operacdo do RALFE, foi realizada uma estimativa
do potencial de producéo de &cido latico das industrias em Coité do Noia, em Alagoas,
e Santa Maria da Serra, em S&o Paulo, a partir dos respectivos dados de producéo

mensal de mandioca (Tabela 3-2). Para fazer a estimativa, foi considerado que:

e De acordo com a Tabela 3-2, 400 e 360 L de manipueira sdo geradas por
tonelada de mandioca processada em Coité do Nodia e em Santa Maria da
Serra, respectivamente;

e Com relacdo a operacdo do RALFE, CCh, seria mantida em 4 g Ch.L'1.h1,

A relacdo entre a quantidade de &cido latico produzida por volume de
manipueira foi calculada considerando a operacdo do RALFE com TDH de 10 h, que
corresponde a uma vazdo de 3,7 L.dia 1. Baseando-se na Eq. 29, o valor de Q,, foi
considerado 60 g AL.dial. Com isso, chega-se ao valor estimado de 16 g de &acido

latico produzidos por litro de manipueira.

Com isso, a estimativa da producao diaria de acido latico na casa de farinha de
Coité do Noia/AL, cuja producdo mensal de mandioca é de 75 toneladas, foi de 16 kg.
Para a industria de Santa Maria da Serra/SP, cuja producdo mensal é de 720

toneladas, estima-se o potencial de producéo de 172,8 kg de acido latico diarios.

Com relacéo a area necessaria para producao de acido latico, foi considerado
dados da Tabela 3-1 de producéo de mandioca por area plantada. No Brasil, em 2018,

foram colhidas, em média, 14,64 toneladas de mandioca por hectare. Com isso,
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utilizando uma geracéo de manipueira de 380 L por tonelada de mandioca processada
e que 16 gramas de acido latico sdo gerados por litro de manipueira, chega-se ao

dado médio de que 89 kg de acido latico sdo produzidos por hectare.

Por fim, considerando que, em média, cada tonelada de mandioca produz 250
kg de farinha de mandioca (GALVIS; AGREDO; PATINO, 2017), estima-se que 24
gramas de acido latico podem ser gerados por cada quilo de farinha mandioca

produzida.

O &cido latico produzido utilizando manipueira e microrganismos autéctones &
uma mistura racémica, a qual pode ser matéria prima para producao de acido poli-D,L-
latico ou PDLLA, um polimero biodegradavel e biocompativel. Produtos
manufaturados de PDLLA sdo usados principalmente na medicina e ortodontia, com
aplicagcdo de membranas, pinos e parafusos de PDLLA em procedimentos
regenerativos de tecidos e 0ssos (ANNUNZIATA et al., 2017).
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos da producdo de &cido latico em reatores

anaeroébios, foi possivel comprovar a hipétese geral de trabalho, que postulava que

acido latico pode ser produzido a partir de manipueira e sua cultura autoctone em

reatores anaerébios em batelada e continuo. Com base nos objetivos da pesquisa, foi

possivel concluir que:

Temperatura e pH séo variaveis importantes na producao de acido latico utilizando
manipueira e sua cultura autéctone. Aumento do pH inicial reduz a producéo de
acido latico em temperatura de 35° C, enquanto em temperatura de 25° C o
aumento do pH favorece a producao de AL;

Das condi¢cdes de pH e temperatura testadas em reatores em batelada, a que
apresentou melhor S,; e Y,, foi a fermentacdo com temperatura de 35°C e pH de
4,5, com C,;, de 200 mmol.L? no 15° dia de fermentacéo, S,, de 0,9eY,, de 0,9 g
DQOaL.gt DQOch. Outra condicdo que se destacou foi temperatura de 30°C e pH
de 5,5, com C4;, de 205 mmol.Lt acumulados até o 20° dia de fermentacéo,, S,, de
0,7 e Y, de 0,5g DQOAL.g* DQOch.

A producéo de acido latico em reatores anaerdbios em batelada foi estavel durante
todo o periodo de fermentacéo, em todas as condi¢cdes, sem tendéncia a reducéo
da sua concentracdo e formacao de acidos graxos volateis.

Foi possivel manter a producéo de &cido latico durante todo o periodo de operacéo
do RALFE. Valores de X, entre 50 e 80% e Y, entre 0,4 e 1,0 g DQOaL.g™* DQOch
foram mantidos desde o inicio da operac¢do. O aumento da CCh, nao resultou em
maior produc¢édo de acido latico, possuindo efeito negativo no Y, com valores acima
de 4 g Ch.L.dia™.

Valores menores de Q4;, séo obtidos com CCh, abaixo de 4 g Ch.L.dia?, enquanto
néo ha variacédo da Q4, em valores de CCh, acima de 4 g Ch.Lt.dia1, com valor
de aproximadamente, 60 g AL.dia™.

Operacao do RALFE com TDH de 8 h, com valores de CCh, variando entre 4 e 7
g Ch.L1.dia?, resultou em producéo de acido propidnico, o que teve efeito negativo

novY, enas,,.



117

Heterofermentacédo e producéo dos dois isbmeros do AL prevaleceram em todas
as condicoes testadas, tanto em reatores em batelada como no RALFE.
Caracterizacdo da comunidade microbiana confirmou que tanto na manipueira
bruta como na manipueira fermentada ha prevaléncia (~90%) de organismos
semelhantes a Lactobacillus.

Considerando uma industria de farinha de mandioca com processamento mensal
de 720 toneladas de mandioca, o potencial de producdo de &cido latico € de
aproximadamente 3 toneladas. Com relacdo a &rea necessaria para producao de
acido latico, estima-se que 84 kg de acido latico sdo produzidos em um hectare.
O acido latico produzido utilizando manipueira e cultura mista autdctone tem
potencial de produzir PDLLA, com utilizacdo em procedimentos regenerativos na

medicina e ortodontia.
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7. SUGESTOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho e dos obstaculos

encontrados, propde-se para trabalhos futuros dentro do mesmo tema de pesquisa:

e Avaliar a influéncia/importancia dos soélidos suspensos presentes na
manipueira para producao de acido latico;

e Caracterizar de forma detalhada as rotas metabolicas associadas ao processo;

e Investigar como a variacdo das condi¢cdes de temperatura e pH alteram a
proporcao entre os isdbmeros de acido latico;

e Avaliar a fermentacdo da maninpueira fresca em escala de bancada e depois
piloto;

e Avaliar a importancia do meio suporte;

e Avaliar a producao de bifidobactérias.
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