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RESUMO

Materiais lignoceluldsicos, tais como madeira e residuos de agricultura constituem-
se em um substrato perfeito para conversBes bioldgicas, ja4 que sdo virtualmente
inesgotaveis, pois sdo produzidos por processos fotossintéticos. Ocorre que os agucares
fermentesciveis ndo estfio acessiveis 4 maioria dos microrganismos, e sim polimerizados, na
celulose e hemicelulose, além de protegidos por uma barreira de lignina. O processo de
explosdo a vapor é uma alternativa para separar as fra¢des, celulose, hemicelulose e lignina
que formam a estrutura dos materiais lignocelulésicos e deixa-los vidveis ao ataque
microbiolégico. Neste trabalho, investigou-se a fermentagdo de hidrolisados hemicelulésico
de Pinus taeda, Eucalyptus viminallis ¢ Mimosa scabrella (bracatinga), que é a fragdo
liquida proveniente do tratamento de cavacos de madeira pelo processo de explosdo a vapor.
Viérias cepas de Rhizopus foram testadas com os trés hidrolisados com concentragdes de
agucar redutor de 56,55 g/L, 56,50 g/L e 57,50 g/L, respectivamente e avaliados os
metabélitos produzidos em fermentagio submersa. A cepa Rhizopus oryzae 395, mostrou-
se boa produtora de 4cido latico, fermentando o hidrolisado de P. taeda, produzindo 12 g/L
neste estudo. Na seqiiéncia, através de planificagGes experimentais, foram testados outros
niveis de concentragdo de substrato, niveis de agitagdo, relagdo C/N, relagdo C/P e
quantidade de agente neutralizante adicionado ao frasco de fermentagdo. Concentragdes de
substrato altas, em torno de 90 g/L inibiram o crescimento do fungo, sendo que a melhor
produtividade de acido latico foi conseguida com concentragio de 86 g/L e relagdo C/N de
40 g atom/g atom. A relagdo C/P ndo mostrou influencia nos teores de acido latico
produzido. As melhores produtividades foram encontradas com nivel de agitagéo de 230
rpm, e adigdo de 2 g de CaCOy/ frasco de fermentagdo. A cinética do processo foi realizada
com concentragdo de substrato de 75 g/L, e feita para o hidrolisado obtido em 205 e 210 °C,
com a finalidade de comparagd@o. O hidrolisado obtido a temperatura mais alta mostrou-se
mais toxico ao crescimento microbiano e menos propicio & produgéio do 4cido latico,
confirmando os dados da literatura, que relatam a produgéio de compostos toxicos
provenientes da degrada¢do da hemicelulose e da lignina, proporcional & drasticidade das
condi¢des de pré-tratamento.
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ABSTRACT

Lignocellulosic materials, such as wood and agricultural wastes are a perfect
substrate for biological conversions, because they are virtually inexhaustible,
produced by photosynthetic process. The fermentable sugars are not available to the
great part of the microorganisms. They are polymerized as cellulose, hemicellulose,
and protected by lignin. The steam explosion process is an alternative to separate
these fractions: cellulose, hemicellulose and lignin, that are the base of the
lignocellulosic materials. The steam explosion process makes them available for the
microorganisms action. In this study, the fermentation was done with the
lignocellulosic hidrolysates of Pinus taeda, Eucalyptus viminallis and Mimosa
scabrella (bracatinga), which are the liquid fraction from the treatment of wood
chips at the steam explosion process. Some Rhizopus strains were tested for the three
hidrolysates, with a content of 56.55 g/L, 56,50 g/L and 57,5 g/L in reducing sugar,
respectively and evaluated the metabolites produced at the submerged fermentation.
The strain Rhizopus oryzae 395, appeared to be a good producer of lactic acid,
converting the P. taeda hidrolysate, which produced 12 g/L, of this acid. After this,
using the experimental design other levels of substrate content, agitation, C/N ratio,
C/P ratio and amount of calcium carbonate added per fermentation flask were tested.
High contents of substrate, around 90 g/L inhibited the mold growth, and the best
productivity of lactic acid was reached with the following conditions: substrate
content of 86 g/L, C/N ratio of 40 g atom/g atom, agitation level of 230 rpm and the
amount of calcium carbonate added to the fermentation flasks of 2 g/flask. The C/P
ratio did not affect the lactic acid production. In order to compare, the process
kinetic study was done with the substrate content of 75 g/L, for the hidrolysates
obtained at 205 and 210 °C. The hidrolysate obtained at 210 °C was more toxic to
the mold growth, confirming the review data, which says that, the more drastic
conditions used at the steam explosion process, the more toxic is the hidrolysate.



1. INTRODUCAO

Esta dissertagdo faz parte do projeto Aproveitamento Quimico e Tecnoldgico de
Residuos Agricolas e Agro-industriais, coordenados pelo Prof. Dr. Luiz Pereira Ramos e
pelo Prof. Dr. Carlos Ricardo Soccol, financiado pelo PADCT-II e CNPq, através do
processo aprovado N. 62 0194/95-2.

O projeto envolve basicamente trés linhas de pesquisa a saber: reciclagem de
residuos celulésicos agricolas e agro-industriais, pelo processo de explosdo a vapor,
biotransformagdo dessa matéria prima em produtos de maior valor agregado e conversdo
termoquimica da lignina em materiais de maior interesse comercial. Assim, tem como
objetivo avaliar condi¢ées de pré-tratamento de residuos agricolas e agro-industriais pelo
processo de explosdo a vapor, com a finalidade de separar as trés fragGes constituintes da
estrutura destes materiais lignoceluldsicos, celulose, hemicelulose e lignina, bem como
estudar a bioconversdo, a conversdo enzimatica e a conversdo quimica de cada uma destas

fragGes em produtos de interesse comercial.

A utilizagdo de substratos complexos, normalmente residuos de processos
industriais, para produzir biomoléculas de valor comercial, tem sido um desafio para

pesquisadores de varios laboratorios.

Como substratos passiveis de utilizagdo em processos fermentativos citam-se os
hidrolisados hemicelulésicos de madeira, os residuos agro-industriais, como palha de trigo,
de arroz, no estado natural ou os seus hidrolisados, além de bagago de cana-de-aguicar, de

mandioca, de soja, etc.

Como exemplo de processos pesquisados nos quais obteve-se alta produtividade,
pode-se citar o uso de caldo de cana como substrato para a Phaffia Rodozima, em

substitui¢do a sacarose pura, na produgdo de pigmentos carotendides como a astaxantina

(FONTANA et alii,1996 ), o uso de bagago de mandioca em fermentagdo no estado sélido,



para a produgdo de 4cido citrico pelo Aspergillus Oryzae (KOLICHESKI, 1995), o
enriquecimento protéico de farinha de mandioca pelo Rhizopus formosa (STERTZ, 1997),
a produgdo de 4cido latico por fermentagdo no estado sélido por Rhizopus oryzae, sobre
farinha de milho (HANG, 1989) e sobre farinhas de arroz, cevada, milho, mandioca e aveia
(YU & HANG, 1989).

Outros processos utilizando substratos menos viaveis, ndo obtiveram bons
rendimentos em produto. Entre estes pode-se citar a produgdo de xilitol a partir de
hidrolisado hemicelulésico de eucalipto (MORITA et alii, 1996 ¢ GUARAGNA et alii,
1996), a produgdo de xilitol a partir de hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz
(MAYERHOFF et alii, 1996) e de hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana-de-agucar
(ALVES et alii, 1996).

A busca de alternativas para a separagdo dos principais constituintes da madeira
(celulose, hemicelulose e lignina), por processos que gerem residuos menos agressivos ao
meio ambiente e que possibilitem a recuperagio destas trés fragdes, tem levado vérios
grupos de pesquisadores a estudar processos alternativos aos ja tecnicamente consagrados
e que sfo empregados atualmente para a obtengdo da celulose industrial. Dentre os

processos far-se-a referéncia a técnica de exploséo a vapor utilizada neste trabalho.

Esta técnica consiste em submeter cavacos de madeira a um pré-tratamento com
solugdo diluida de H,SO,, (impregna¢do 4cida), seguida de um processamento desta
madeira a alta pressdo e temperatura, durante tempos definidos, € posterior descompressao
subita. Como produtos deste processo, obtém-se duas fragdes: uma solivel e uma
insoluvel. A fragdo insoluvel é formada por lignina, celulose e residuos de hemicelulose

e a fragdio soluvel representa os agucares redutores soluveis derivados da hemicelulose.

Os microrganismos apresentam uma certa habilidade de crescer em substratos os
mais variados possiveis, ocorrendo a fermentagdo dos mesmos a produtos varios de
interesse industrial, tais como etanol e acidos orgénicos. Assim, a habilidade de algumas
espécies de fungos filamentosos para fermentar a xilose tanto quanto a glucose a etanol e
outras biomoléculas, constitui-se numa importante alternativa para a valorizagdo de

hidrolisados de madeira.
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Ap6s a recuperagdo da celulose e da lignina, o hidrolisado hemiceluldsico é o
residuo liquido obtido no tratamento por explosdo a vapor de cavacos de madeira,
previamente submetidos & impregnagdio acida. Além de agucares fermentesciveis, este
residuo liquido contém compostos fenolicos e extrativos da madeira, e também compostos
de degradacdo da hemicelulose e da lignina, o que lhe confere certo grau de toxicidade, e

caracteristicas inibitorias ao processo fermentativo (NIELSEN & AHRING, 1997).

O objetivo deste trabalho foi o de testar a viabilidade fermentativa dos
hidrolisados hemiceluldsicos, fragdo liquida proveniente do tratamento por explosdo a
vapor de cavacos de Pinus taeda, Mimosa scabrella (bracatinga), e Eucalyptus viminallis,

utilizando diferentes espécies de fungos do género Rhizopus.

Para este trabalho foram utilizados cavacos de madeira de espécies abundantes no
Parana e no Brasil. O Pinus taeda e o Eucalyptus viminallis, sdo matérias-primas para as

industrias de papel e celulose e objeto de extensas areas de reflorestamento, € a Mimosa
scabrella, é um tipo de madeira largamente usada na construgdo civil e cuja utilizagdo das

sementes para a extracdo de gomas naturais, vém sendo amplamente estudadas.

Introdugao



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Processo de Explosio a Vapor

A estrutura da madeira, formada por celulose, hemicelulose e lignina, esta
organizada em uma matriz extremamente rigida. Portanto, celulose e hemicelulose nio
estdo diretamente disponiveis para utilizagdo j4 que a lignina atua como uma potente
barreira fisica. Para se hidrolisar a celulose e a hemicelulose, é preciso despolimerizar,
solubilizar e remover a lignina. Com os trés componentes separados ¢ possivel a utilizagio
da fragdo hemicelulésica formada por agiicares fermentesciveis, a conversdo da celulose
enzimaticamente em agucares soliveis e da lignina para sinteses de insumos .quimicos

como a vanilina por exemplo (SCHMIDT & BJERRE, 1997).

Vérios métodos quimicos tém sido propostos para hidrolisar a madeira, tais como
tratamentos quimicos em meio bésico, que tendem a solubilizar as hemiceluloses e
tratamentos em meio 4cido, que hidrolisam e solubilizam os polissacarideos da planta. O
sucesso de cada método de pré-tratamento esta relacionado com a quantidade de material
recuperado apds a etapa de pré-tratamento € o grau no qual a hidrélise enzimética da

celulose ¢ aumentada (GRETHLEIN, 1984; WOOD & SADDLER, 1988; PARISI, 1989).

Conforme amplamente demonstrado na literatura, os pré-tratamentos que
combinam métodos fisicos e quimicos tém sido os mais eficientes. Dentre as varias

alternativas até hoje estudadas, o uso de pré-tratamento a vapor tem sido proposto como o

mais promissor (RAMOS, 1992; SILVA, 1995).

O pré-tratamento a vapor baseia-se no aquecimento de materiais lignocelulésicos a
altas temperaturas e pressdo, seguido de ruptura mecédnica dos materiais pré-tratados,
através de um processo de descarga violenta (explosdo) em um tanque de coleta do tipo
ciclone. A descompressdo do reator pode ser lenta até a pressdo atmosférica (sem

explosdio) (CARPES, 1997).



O processo de explosdo a vapor é portanto um processo onde a biomassa é tratada
com vapor a alta pressdo sob condigSes otimizadas e na seqiiéncia o conteudo do reator é
liberado instantaneamente a pressdo atmosférica através de uma expansdo adiabética. Este
processo fraciona seletivamente cada um dos trés polimeros do material lignoceluldsico.
Condi¢des 6timas sdo definidas como aquelas na qual o melhor substrato para hidrélise é
produzido, com menor perda de material em reagdes de decomposicio (RAMOS &
EMMEL, 1997). O pré-tratamento com explosdo a vapor combina elementos quimicos e
fisicos que causam a ruptura da estrutura da parede celular € a exposi¢do de suas camadas
internas ao ataque microbiano ou enzimatico (CARPES, 1997). A figura 1, mostra
esquematicamente o sistema de pré-tratamento para materiais lignoceluldsicos por

explosdo a vapor instalado na UFPr.

As variaveis de processamento tais como temperatura dentro do reator, tempo de
reagdo e concentragdo do catalisador acido, devem ser detalhadamente estudadas para que
o processamento produza um melhor substrato para a hidrdlise enzimética da celulose e
uma maior recuperagéo de agticares fermentesciveis no hidrolisado hemicelulésico aquoso.
A otimizagdo das condigdes de processamento dos materiais lignocelulésicos deve portanto
ser feita levando-se em conta o rendimento da acessibilidade do substrato as enzimas
celulasicas, ou seja da hidrdlise enzimatica da celulose, € o rendimento de recuperagdo da
lignina e dos agucares da hemicelulose, ou seja com degradagdo minima dos agucares

liberados da hemicelulose (RAMOS, 1992).

Assim a eficiéncia do pré-tratamento a vapor ¢ medida nfio somente pelo aumento
da eficiéncia do tratamento do substrato pelas enzimas, permitindo maior eficiéncia na
hidrélise ou sacarificagdo da celulose, mas também pela facilidade e pelo rendimento com
que os trés componentes principais da madeira, celulose, hemicelulose € lignina, sdo
separados. A literatura mostra que a acessibilidade das enzimas ao substrato ¢ diretamente
proporcional ao aumento da drasticidade das condigdes de pré-tratamento, porém,
condigdes excessivamente drasticas causam uma decomposi¢do da lignina e dos agucares

constituintes da hemicelulose (RAMOS et alii, 1992b).

De acordo com RAMOS (1992) e CARPES (1997), a estrutura da parede celular

da planta é radicalmente modificada pelo vapor a alta pressdo. As hemiceluloses
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parcialmente hidrolisadas sdo removidas por extragdo aquosa, restando uma fragdo
insohivel em agua composta de celulose e lignina parcialmente condensada. A maior parte

da lignina pode entdo ser extraida com alcali, etanol ou dioxana.
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O pré-tratamento a vapor tem sido estudado e otimizado para varios tipos de
materiais lignocelulésicos, incluindo madeiras duras e moles (RAMOS, 1992; RAMOS et
alii, 1992b; CARPES, 1997), residuos de agricultura como palha de trigo (AHRING et
alii, 1997; SCHMIDT & BJERRE, 1997), bagago de cana-de-agticar (SILVA, 1995),
serragem (CARRASCO, 1992), etc.

O uso de catélise 4cida durante o pré-tratamento a vapor tem vantagens tais
como, o alto rendimento na recuperaggo de pentoses na fragdo solivel em agua e o melhor
rendimento da hidrélise enzimatica na fragdo sélida (RAMOS, 1992), fato este atribuido a
maior estabilidade das pentoses em solu¢es acidas, com pH na faixa de 2,5 a 3,5
(SPRINGER & HARRIS, 1992). Além disso o uso de catalisador 4acido leva a um
decréscimo considerdvel no grau de despolimerizagdo da celulose (RAMOS, 1992;
SILVA, 1995).

O pré-tratamento por explosio a vapor tem sobre a oxidagdo a umido, a
desvantagem de produzir compostos téxicos como 2-furfural e 5-hidroximetil-2-furfural a
partir dos carboidratos, o que pode ser um problema para as etapas de fermentagdo dos
hidrolisados hemiceluldsicos pelas suas caracteristicas inibitorias ao crescimento

microbiano (NIELSEN & AHRING, 1997, SCHMIDT & BJERRE, 1997).

A geragdo de substincias toxicas ao metabolismo microbiano foram também
relatadas por MORITA et alii, (1996), estudando a fermentagdio de hidrolisados
hemicelulésicos de Eucalyptus grandis com a levedura Candida guilliermondii, para a
produgdo de xilitol. Neste estudo foram testados alguns agentes quimicos para a
detoxificagdo  do hidrolisado, que foram posteriormente submetidos ao processo
fermentativo. O melhor rendimento de xilitol (27,2 g/L) foi conseguido, quando o
hidrolisado foi tratado com célcio, isto devido ao fato deste se ligar aos compostos

inibidores presentes no hidrolisado precipitando-os.
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2.2 A Fermentacdo Submersa

Mesmo sem ter consci€ncia do fato, o homem tem usado microrganismos, h4
milhares de anos, na fabrica¢o de pédes, vinho, cerveja, etc., fatos estes cronologicamente
colocados muito anteriores a era cristd. A fermenta¢do industrial é a utilizagdo racional,
controlada e otimizada de microrganismos, com a finalidade de gerar um produto de valor

comercial (LIMA et alii, 1992).

O meio de fermentagdo € preparado convenientemente para fornecer ao
microrganismo utilizado no processo fermentativo, os nutrientes de que necessita no seu
metabolismo. Normalmente o meio deve ser esterilizado com o objetivo de eliminar
organismos contaminantes indesejaveis. No fermentador, o meio recebe o indculo ou seja,
a suspensio do microrganismo desejado, ou de seus esporos capaz de garantir a
fermentagdo do meio com eficiéncia. O processo fermentativo € entdo controlado com base
nos varios parametros fermentativos, tais como temperatura, pH, agitagdo, concentraggo de
nutrientes, aeragdo, de maneira a manter no reator as condi¢bes ideais ao trabalho do

microrganismo (BORZANI et alii, 1988).

A fermentagéo submersa é aquela onde o substrato esta dissolvido em fase liquida,
e o desenvolvimento do microrganismo se dd em presen¢a de agua livre (THIEMANN,
1985). Na fermentagdo submersa, o meio de cultura estd qualitativa e quantitativamente
mais equilibrado e homogéneo quando comparado com a fermentagdo em meio sélido. Por
isso, permite uma regula¢do mais uniforme do metabolismo miceliano, um melhor controle
das trocas gasosas no meio, € metabolitos microbianos, quando excretados no meio,
permanecem em solugdo de maneira mais homogénea do que quando produzidos em
fermentagdo no estado solido, onde a difusdo do metabdlito no meio é mais dificil

(LITCHFIELD, 1967).

Alguns produtos, mesmo sendo produzidos eficientemente por fermentagdo, sdo
freqiientemente manufaturados por meios quimicos, ou extraidos de animais e plantas.
Processos microbiolégicos estdo entretanto se apresentando como uma alternativa eficiente
para processos de sintese, tornando o processo produtivo mais simples e produzindo

substincias com elevado grau de pureza. Dentre os produtos biossintetizados pode-se citar
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0s quimicos orginicos como &cidos, alcoois, enzimas, antibiéticos, aminoécidos, proteinas
e outros polimeros microbianos (ATKINSON & MAVITUNA, 1991).

Em cultura submersa, o caldo de fermentagdo tem sua viscosidade fortemente
alterada no decorrer do processo fermentativo, qualquer que seja o microrganismo
empregado, o que pode alterar as condi¢Ges ambientais no reator. Seja com bactérias,
leveduras ou fungos filamentosos, a viscosidade aparente do caldo fermentativo sempre
aumenta. Durante a fermentagéio com fungos filamentosos em fermentadores tipo torre, a
morfologia dos microrganismos varia também consideravelmente com o decorrer da
fermentagdo de um micélio filamentoso até “pellets” redondos e macios. Estas mudangas
na morfologia podem alterar a viscosidade aparente (ATKINSON & MAVITUNA, 1991).

As tabelas de 1 a 4 a seguir listam alguns produtos sintetizados por processos
biotecnolégicos, em fermentagdo submersa, industrialmente consagrados, com os seus

microrganismos produtores.

TABELA 1: Produtos quimicos industriais produzidos por fermentacio

Produto sintetizado Microrganismo Usos industriais
Etanol Saccharomyces Solvente industrial, preparo de bebidas
Intermedidrio para vinagre, ésteres e éter
Acido formico Aspergillus Corantes téxteis, manufatura de borracha
Tratamento de couro
Acido acético Acetobacter Acidulante de alimentos, solvente industrial
Intermedidrio para outros compostos organicos
Acido glicélico Aspergillus Processamentos téxteis, controle de pH
Adesivos, produtos de limpeza
Acido fumérico Rhizopus Intermedidrio para a sintese de resinas
Preparo de corantes, antioxidantes, acidulantes
Acido succinico Rhizopus Manufatura de lacas, corantes
manufatura de ésteres para perfumes
Acido citrico Aspergillus Acidulante para bebidas e alimentos
Conservante e antioxidante para alimentos
Acido malico Aspergillus Acidulante para bebidas e alimentos
Intermedidrio para sinteses de outros produtos
quimicos
Acido itacnico Aspergillus Manufatura de tecidos
Industria de papel

FONTE: ATKINSON & MAVITUNA, 1991.
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TABELA 2: Producio microbiolégica de enzimas por fermentagio

10

Enzima Microrganismo Substrato

Alfa-amilase Bacillus licheniformes Amido
Bacillus amyloliquefaciens

Beta-amilase Bacillus polymyxa Amido

Amiloglucosidase Aspergillus niger Dextrinas

(glucoamilase) Rhizopus niveus

Celulases Phanerochaete chrysosporium | Celulose
Trichoderma reesei

Alfa-glucosidase Aspergillus niger Maltose
Saccharomyces cerevisae

Gluco-1-oxidase Aspergillus niger Glucose

Pectinesterase Aspergilus niger Pectina
Aspergilus oryzae

Lipases Aspergillus niger Lipideos
Rhizopus arrhizus

Proteinase acida Aspergillus oryzae Proteina

( como pepsina) Aspergillus saitoi

Proteinase 4cida Endothis parasitica Proteina

(como renina) Mucor pusillus

FONTE: ATKINSON & MAVITUNA, 1991.

TABELA 3: Producio microbiolégica de antibié6ticos por fermentacéo

Antibiético Classe Quimica Microrganismo
Anfotericina B Tetraeno Streptomyces nodosus
Cefalosporina C Beta-lactana Cephalosporium acremonium
Cloranfenicol Nitroaromético Streptomyces venezuelae
Clortetraciclina Tetraceno Streptomyces aureofaciens
Eritromicina Macrolide Streptomyces erythreus
Penicilina Beta-lactana Penicillium chrisogenum
Estreptomicina Aminoglicosideo Streptomyces griseus
Tetraciclina Tetraceno Streptomyces aureofaciens
Gentamicina C Aminoglicosideo Micromonospora purpurea
Neomicina Aminoglicosideo Streptomyces fradiae
Nistatina Heptaeno Streptomyces noursei

FONTE: ATKINSON & MAVITUNA, 1991.
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TABELA 4: Producio de aminodcidos por fermentagio microbiolégica

Aminoécido Microrganismo
L — Arginina Brevibacterium flavum
Acido L-glutdmico Brevibacterium flavum

L — Histidina Corynebacterium glutamicum
L - Isoleucina Brevibacterium flavum

L — Leucina Brevibacterium lactofermentum
L - Lisina Brevibacterium flavum

L — Fenilalanina

Brevibacterium lactofermentum

L - Prolina Corynebacterium glutamicum

L — Serina Corynebacterium hidrocarboclastus
L — Triptofano Brevibacterium flavum

L - Tirosina Corynebacterium glutamicum

L - Valina Brevibacterium lactofermentum

11

FONTE: ATKINSON & MAVITUNA, 1991.

2.3 Rhizopus spp

Rhizopus s3o fungos filamentosos comestiveis usados hé milhares de anos,
sobretudo nos paises orientais, na prepara¢do de diferentes alimentos fermentados. Alguns
autores tém demonstrado que estes fungos podem melhorar o grau de digestibilidade de
alguns alimentos através da desagregagdo de fibras e aumentar o valor protéico dos
alimentos através do crescimento micelial (BEUCHART, 1978; DAUBRESSE et alii,
1987; STERTZ, 1997). Também foi estudada a sua capacidade de impedir a formagéo de
produtos toxicos como a aflatoxina B, (ZHU er alii, 1989), produzir substincias
anticarcinogénicas (KO, 1974), controlar o crescimento de bactérias GRAM + através da

sintese de substdncias que impedem o seu desenvolvimento (WANG et alii, 1969) e
detoxificar os compostos cianogénicos da mandioca (PADMAJA & BALAGOPAL, 1985).

Os fungos sdo microrganismos multicelulares, filamentosos, de aspecto algodonoso
e se apresentam em varias cores (branco, esverdeados, roseos, escuros); as células sdo

eucari6ticas e a reprodugfio é por meio de esporos, com poucas excegdes. A maioria das
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partes de um fungo ¢ potencialmente capaz de crescimento. Os bolores sdo formados por
filamentos ramificados chamados de hifas; o conjunto dessas hifas ¢ denominado micélio.
Como exemplo cita-se os bolores comuns do pdo que causam decomposi¢do de alimentos;
crescem em pées, frutas, vegetais e outros produtos comestiveis (PELCZAR et alii, 1981).
Ha basicamente, dois tipos de hifas: as vegetativas, que penetram no meio para dai retirar o
alimento, e as aéreas, onde se formam as estruturas reprodutoras. As hifas dos fungos
imperfeitos sdo multinucleadas, nfio ha separagdo entre células e apresentam o citoplasma

continuo (LIMA et alii, 1992).

As caracteristicas mais tipicas de Rhizopus s3o: ndo septados; possuem estoldes e
rizoides, que se escurecem freqiientemente ao envelhecer; os esporangios se originam em
nodulos nos quais se formam os rizéides. Possuem esporangios grandes e geralmente
negros, micélio abundante e algodonoso que pode tomar todo o recipiente que o contém. A

parte do micélio na qual se prende o esporangio chamada de cumela é hemisférica e em

forma de copa (FRAZIER, 1976).

Os fungos pertencem & divisdo do reino vegetal chamada Thallophita. Nao
possuem clorofila, nem apresentam suas estruturas diferenciadas em folhas, caules ou
raizes. Estdo amplamente distribuidos na natureza, principalmente no solo. Seu papel na
natureza é de grande importdncia para o homem. Quando patogénicos causam
enfermidades para animais e vegetais. As espécie patogenas estdo relacionadas com a
decomposi¢do e destruicdo de madeira, tecidos, alimentos e outros produtos. E quando
uteis, estdo relacionados com processos industriais como a maturag@o de queijos, produgéo
de acidos orginicos de valor comercial, preparados de enzimas e outros produtos
(PRESCOTT & DUNN, 1962). Ainda segundo PRESCOTT & DUNN (1962), o fungo

filamentoso R. oryzae, tem a seguinte classificagéo:

Phylum Eumycetes (fungos verdadeiros)
Classe Phycomycetes

Sub-classe Zygomycetes

Ordem Mucorales

Familia Mucoraceae

Género Rhizopus

Espécie oryzae
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Seus esporos s@o de natureza assexual formados dentro de uma estrutura fechada

chamada esporéngio, suportada por um esporangiéforo, conforme mostrado na figura 2.

Esporangidsporas

Esporangio

[4 ﬁo c‘)’ e
o [¢]
‘\ Columela
A porisis
Esporangioforo
L—
N~ Nodulo

Estolon

Rizoides

FIGURA 2: Rhizopus.

O Rhizopus oryzae é um microrganismo comestivel largamente utilizado no oriente
na produgdo de alimentos fermentados como tempeh. Algumas cepas tem um grande
potencial como produtor de acido latico, metabdlito amplamente utilizado na industria
alimenticia como acidulante e composto que estd sendo bastante estudado devido ao
potencial uso médico e em outras aplicagdes industriais importantes, como um componente
ecoldgico, que esta sendo utilizado na sintese de plasticos biodegradaveis ndo derivados do
petréleo. A amplificagéio do fragmento genético LDH do Rhizopus oryzae, codificado para
a sintese de Lactato desidrogenase, enzima que converte piruvato em lactato, em condi¢des

de privagdo de oxigénio foi estudada por HAKKI et alii (1997).
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2.3.1 O metabolismo dos fungos

Conforme BORZANI et alli (1988), os microrganismos sdo capazes de efetuar uma
grande diversidade de reagdes bioquimicas que se traduzem pela produgio de biomassa,
degradagdo, transformagiio e producfio de substincias organicas. As condi¢des de
crescimento dos microrganismos dependem de trés fatores: necessidades nutritivas,
condigdes fisicas e acesso ao substrato. As necessidades nutricionais sdo muito variadas
em fungdo das diferentes espécies de microrganismos. As condigdes fisico-quimicas sdo o
pH, a temperatura, a aerag@o e a pressdo osmotica. E quanto ao acesso ao substrato, a
membrana citoplasmética forma uma barreira seletiva; a penetragdo dos substratos se
efetua através de diversos mecanismos tais como a fagocitose, difusdo pela agua, gases ou
pequenas moléculas (uréia, glicerol, etanol, acidos orgénicos, pentoses, hexoses) ou o
transporte ativo ou passivo fazendo intervir proteinas de transporte para a maior parte das

moléculas organicas e minerais.

A energia necessiria aos microrganismos para o seu metabolismo, pode ser
fornecida pela luz (fototréficos), ou pela oxidagdo de substdncias quimicas
(quimiotréficos). A maior parte das bactérias, leveduras e fungos sdo incapazes de efetuar
fotossintese; eles utilizam a energia liberada no decorrer das reagGes quimicas de oxidagio
e de redugdo. A fermentagio propriamente dita, corresponde a decomposi¢ées quimicas
produzidas em substratos orgénicos mediante a atividade de microrganismos vivos. Do
ponto de vista bioquimico, a fermentag@io é um processo no qual, uma substancia organica
endégena e proveniente da degradagdo do substrato, serve como aceptor de elétrons e de
protons. Os substratos sdo substincias de valor energético nas quais os microrganismos
atuam utilizando-as de duas formas: primeiro como alimento; segundo, como materiais
que se transformam pela agdo de enzimas produzidas em excesso em relagdo aos
nutrientes. Em geral, o valor energético de uma substincia depende do grau de

oxidabilidade da mesma (PRESCOTT & DUNN, 1962).

2.3.2 Necessidades nutricionais

Os fungos sdo seres heterétrofos, ou seja ndo sdo capazes de sintetizar seus

alimentos a partir de compostos minerais, necessitando de compostos organicos ja
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elaborados, na forma de um substrato que lhe fornega todos os nutrientes necessarios ao
seu crescimento (SMITH, 1972; PELCZAR, 1981). De acordo com WAINWRIGHT
(1995), os fungos sdo considerados seres quimioheterotréficos estritos, incapazes de
fotossintetizar, assim necessitam de alimentos elaborados ricos em energia para a produgéo

de novas células e para prové-las de energia.

2.3.2.1 Fonte de carbono

Os fungos produzem uma grande variedade de enzimas extracelulares, capazes de
degradar grande quantidade de polimeros existentes na natureza, sendo para eles possivel
utilizar a maior parte dos substratos orgdnicos que existem naturalmente, inclusive
celulose, quitina, amido, hemicelulose e lignina. Os carboidratos s3o as fontes de carbono
mais facilmente assimildveis pelos fungos. No metabolismo é gerada energia para
manutengdo celular e também os carboidratos atuam como precursores para a sintese de
material celular. Outras fontes de carbono utilizadas pelos fungos incluem alcoois,

hidrocarbonetos, glicerol e amido (WAINWRIGHT, 1995).

2.3.2.2 Fonte de nitrogénio

Os fungos necessitam de fonte de nitrogénio, utilizando-o principalmente na forma
de amdnio e em alguns casos pode utilizar também na forma de nitrato. O nitrito é
geralmente toxico para os fungos, apesar de ser utilizado por fungos que metabolizam o
nitrato. Entre outras fontes comuns de nitrogénio para o metabolismo flingico, destacam-se
uréia, L-aminoacidos e peptidios. Os D-aminoacidos sdo fontes pobres de nitrogénio e por
vezes podem ser toxicos. A digestdo de proteinas por fungos sobre substrato sélido € muito
utilizada no oriente para a produ¢do de alimentos fermentados. Pela agdo de enzimas
extracelulares fiingicas, as ligagdes peptidicas sdo hidrolisadas, para a produgdo de
polipeptidio, oligopeptidios e aminoécidos. Estes sdo hidrolisados facilmente a amoénio,
que ¢ assimilado. Em alguns processos industriais, o nitrogénio pode ser incorporado ao

meio na forma de gas aménia (WAINWRIGHT, 1995).
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2.3.2.3. Relagdo C/N

O nitrogénio, assim como o carbono, sdo vitais para o crescimento de
microrganismos em geral, pois sdo constituintes basicos da matéria celular dos seres vivos.
O efeito da relagdo C/N € um fator fundamental a ser estudado com o objetivo de definir a
quantidade ideal de nitrogénio no meio de cultura, para que se fornega ao fungo as

condigdes 6timas de crescimento para a finalidade fermentativa desejada.

Para a produggo de biomassa microbiana, baixas relagdes C/N, entre 4,7 e 42 foram
estudas por SOCCOL (1994); o objetivo do estudo era o enriquecimento protéico de
bagago de mandioca por fermentagdo em meio s6lido, com Rhizopus oryzae. Neste estudo
a maior producdo de biomassa foi conseguida com relagdo C/N de 4,7; relagdes C/N
maiores limitavam o crescimento do fungo, levando a valores menores de proteina no

produto fermentado.

MORESI et alii (1991), estudando a produgdo de acido fumaérico por Rhizopus
arrhizus, a partir de farinha de batata, mostraram que a produgéo de biomassa decresce, € a
produgdo de acido fumarico aumenta com o aumento da relagdo C/N, para valores de C/N
testados entre 120 e 20 g atom/g atom, mostrando que controlando-se a quantidade de

nitrogénio no meio de cultura, controla-se a produgéo de biomassa.

Da mesma forma, SOCCOL (1994), estudando a produgdo de acido fumdrico em
fermentagdo no estado solido, utilizando meios de cultura otimizados em fermentagdo
submersa impregnados em suporte lignocelulésico (bagago de cana-de-agucar), mostrou
que valores de C/N de 200 g atom/g atom., foram mais eficientes na obtengéio de acido
fumarico. Valores superiores levam a uma diminui¢dio da produtividade em &cido

fumarico, com redug&o no consumo de glucose e na produgéo de biomassa.

2.3.2.4. Agua

A 4gua ndo € exatamente um nutriente, mas € absolutamente indispensavel para o
crescimento dos microrganismos. Tem um papel multiplo. A menos dos protozoarios que

se nutrem por fagocitose, todos os outros microrganismos se nutrem pela passagem através
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da membrana citoplasmética das substdncias em solugdo. A agua sendo um solvente
universal, exerce uma fung¢@io primordial na regulagdo da pressdo osmética e na regulagio
térmica. A dessecagdo provoca a morte da maioria dos organismos, a ndo ser quando

precedida de um congelamento rapido, em técnicas de liofilizagdo (LIMA et alii, 1992)
2.3.2.5. lons inorganicos essenciais

Além do carbono e do nitrogénio, os microrganismos exigem para O Seu
metabolismo, macronutrientes, pois sdo necessarios em quantidades relativamente grandes,
€ micronutrientes. Entre os macronutrientes pode-se relacionar: o fosforo, que ¢é
importante para o metabolismo energético e para a sintese de acidos nucléicos; o enxofre,
necessdrio para a sintese de aminoécidos sulfurados como a cistina e a cisteina, e na sintese
de vitaminas como a biotina; o potassio, regulador da pressdo osmoética; o magnésio,
ativador de uma série de enzimas; o calcio, fator importante na esporulagéo; o ferro
necessario para a sintese de citocromos para a cadeia respiratoria e de certos pigmentos.
Entre os micronutrientes, citam-se cobre, cobalto, zinco, boro e outros necessarios para

alguns microrganismos, € que nio tem fungdo bem conhecida (LIMA et alii, 1992).

2.3.3. Condi¢des de cultivo

Os fatores mais importantes que promovem o monitoramento € o controle da

fermentagdo sdo: a temperatura, o pH, a aeragdo e a agitagdo continua do meio reacional.

2.3.3.1. Temperatura

Para todos os microrganismos existem trés temperaturas limites: uma temperatura
minima, abaixo da qual nfio h4 crescimento; uma temperatura maxima acima da qual ndo
ha crescimento, e uma temperatura ideal, onde o crescimento é 6timo (LIMA et alii, 1992).
Nas fermentagdes liquidas, devido a agitagdo ininterrupta dos reatores, o calor produzido
pelos microrganismos durante a respiragéo (calor metabdlico) ¢ rapidamente dissipado

(PAREDES-LOPEZ & HARRY, 1988; SOCCOL, 1994).
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2.3.3.2. Aeragdo

Como a 4gua, o oxigénio atmosférico ndo ¢ um nutriente, sendo necessario nos
processos de respiragdo aer6bia como receptor final de hidrogénio. Os fungos sdo todos

aerdbios ou facultativos, nunca anaerébios (LIMA et alii, 1992).

SOCCOL et alii, (1994c) avaliaram a produgdo de 4cido L-latico por varias
espécies de Rhizopus, definindo as cepas melhores produtoras, e testaram o metabolismo
do fungo Rhizopus oryzae NRRL 395 em aerobiose, anaerobiose, com e sem a presenca de
carbonato de calcio, e concluiram que estes fatores afetam grandemente a produgéo de
acido L-latico. O melhor rendimento de produgdo de acido latico foi conseguido em
aerobiose e na presenga de carbonato de calcio, atingindo concentragdo superior a 60 g/L
de acido, com consumo total das 100 g/L de glucose iniciais. Em condi¢do de anaerobiose

verificou-se a produgdo de grande quantidade de etanol.

Um suprimento adequado de oxigénio € indispensivel para microrganismos
acrobios e o efeito se reflete no maior ou menor rendimento da cultura. Para certos
microrganismos facultativos, que podem desenvolver-se na auséncia de oxigénio, o
fornecimento deficiente de oxigénio, além de influenciar no rendimento, provoca
diferengas na velocidade do crescimento e nos produtos sintetizados a partir da atividade
do microrganismo. SOCCOL et alii (1994b), avaliaram o efeito da concentragdo de géas -
carbOnico sobre o crescimento do micélio de espécies de Rhizopus e concluiram que a

maioria das cepas destes fungos toleram concentragdes de 5 a 10% de gas carbdnico.

23.3.3. pH

Tal como a temperatura, o pH também pode ser maximo, minimo e dtimo. A
maioria dos microrganismos tém seu desenvolvimento méaximo em pH préximo da
neutralidade (SOCCOL, 1994). Conforme SCRIBAN, 1984, a maioria das leveduras e os

mofos, ou fungos filamentosos preferem meios relativamente acidos de pH entre 3 e 6.
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2.4 Produgdo de Acidos Orgéinicos por Fungos

A obtengdo de 4cidos organicos, especialmente o citrico € o acético, ¢ uma
importante aplicagdo das atividades microbianas. Do ponto de vista industrial, pode-se
dizer que entre as espécies mais importantes de fungos estdo os do género Aspergillus,
Penicilium, Rhizopus e Mucor. Pode-se constatar por exemplo que Aspergillus niger é de
especial interesse pois se empregam diferentes espécies deste fungo em trés fermentagdes
industriais diferentes e importantes: as do acido citrico, gluconico e galico. Entre os
Penicilium, vérias espécies atuam na maturagio de queijos, e sdo também empregados na
produgdo de 4cido gluconico e citrico. Algumas espécies do género Rhizopus e Mucor, se
empregam na sacarificagdo de materiais feculentos. Sabe-se ainda que certas espécies de
Rhizopus podem ser utilizadas para a produggo industrial de acido D-latico (PRESCOTT &
DUNN, 1962; LIMA et alii, 1992).

O é4cido citrico é um acido hidroxitricarboxilico, presente em todas as células vivas
que necessitam de compostos de carbono como fonte de energia, sendo na célula quase
que totalmente metabolizado, e constitui um metabdlito normal no organismo humano
(ABOU-ZEID & ASHY et alii, 1984, BENDER, 1982). Ocorre amplamente em frutas e
representa 5 % da massa, e 9 % do suco. As frutas nas quais é encontrado em maiores
concentragBes sdo: abacaxi, péra, péssego, figo e tomate (GARY & ZIENTY, 1979). E
usado largamente como aditivo alimentar, sendo muito versatil e inécuo. E o acidulante
mais consumido na industria alimenticia, onde responde por 60 % do total, realgando o
sabor e 0 aroma, empregado no controle de pH, como agente sequestrante de compostos
indesejaveis, anti-microbiano e dispersante. Usado no preparo de sorvetes, bebidas, geleias

e conservas de frutas e vegetais, queijos, balas e gomas de mascar (ANTUNES &

CANHOS, s/d).

O 4cido oxalico ¢ o mais simples dos acidos dicarboxilicos de férmula molecular
CH,04, € é produzido como um subproduto da fermentagdo citrica, resultando da
decomposigdo do acido oxalacético em 4cido acético e 4cido oxalico pela agdo da enzima
oxalacetato hidrolase, produzida por diversas linhagens fingicas, principalmente por
Aspergillus (SCRIBAN, 1984; BOCQUET, 1985).
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A fermentagfo de aglicares por fungos do género Rhizopus, com vistas a produgo
de 4acido fumdrico, j4 é bem conhecida (RHODES et alii, 1959) e ja foi uma fonte
importante de produggo do 4cido na década de 40, nos EUA (KAUOLA & LINKO, 1989),
mas estudos sobre substratos alternativos de fermentagao aplicados a produgdo desse acido

sdo bastante recentes.

O é4cido fumdrico ¢ um didcido insaturado com 4 carbonos. Possui baixa
solubilidade, e é aplicado nas induistrias quimicas e de alimentos. E usado como acidulante
em bebidas e alimentos, sendo praticamente atoxico e apresentando em relagdo ao acido
citrico a vantagem de ndo ser higroscopico. Essencialmente todo o acido fumarico
comercializado é derivado do 4cido maléico por isomerizagdo catalitica e o anidrido
maléico € a principal fonte do 4cido maléico. Aproximadamente 83% do anidrido maléico
nos Estados Unidos € produzido por oxida¢do do benzeno. Sendo este um hidrocarboneto
derivado de fontes ndo renovaveis (petroleo e carvdo mineral), diversas tentativas t€m sido
feitas no sentido de produzir economicamente o é4cido fumaérico por fermentagéo,
utilizando fontes renovaveis (KIRK - OTHMER, 1981). O é4cido fumérico é produzido por
varias espécies de fungos, em particular do género Rhizopus, através da fermentagdo
aerobica da glucose em presenga de carbonato de célcio. Algumas cepas produzem o acido
fumarico com rendimentos elevados, outras produzem uma mistura de acido latico e

fumarico em fung@o da composigdo do meio e de condigdes de cultura (SOCCOL, 1992).

O 4cido gluconico, utilizado largamente na medicina como suplemento alimentar
na forma de sais de calcio, potassio ou zinco, é produzido principalmente por fermentagéo
submersa com Aspergillus niger ou com Penicillium chrysogenum, sendo a glucose, a
fonte de carbono . A biossintese do acido gluconico sugere uma fermentagdo direta da

glucose, € 0 pH do caldo de fermentagdo se mantém entre 6 e 7 (WAINWRIGHT, 1995).

2.5 O Acido Latico

O é4cido latico, (4cido 2-hidroxi-propandico), ¢ o hidroxidcido mais simples que
contém um carbono assimétrico, e existe em duas formas opticamente ativas ¢ em mistura

racémica. E um liquido claro solivel em agua. E o constituinte primario do soro de leite, e
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um constituinte normal do sangue, musculos e tecidos animais. E um dos principais
acidulantes usados em bebidas e produtos alimenticios. O principal uso do acido latico
sintético grau alimenticio € a produgfio de estearoil-2-lactato de calcio ou sddio para a
industria de panificagdo. Além disso é também usado na industria farmacéutica, onde na
forma de lactato de célcio, é usado para as terapias de calcio (KIRK & OTHMER, 1978).

2.5.1. Histdrico

Em 1894, Eijkmann suspeitou que o acido formado por Mucor rouxii era o 4cido
latico, suspeita confirmada em 1901 por Chrzascz. Em 1899, foi concedido a Boullanger
uma patente para a produgdo de acido latico por um fungo descrito como Lactomyces, €
que parecia ser uma espécie de Rhizopus. Saito em 1911, registrou a produgdo de
pequenas quantidades de acido D(-)latico, a partir de solugdes de glucose por R. chinensis.
Em 1925, Takahashi e colaboradores descreveram a conversdo em acido latico de até 38%
da glucose fermentada, observada em alguns de seus experimentos. Ao mesmo tempo
produziam também certas quantidades de acido acético, formico, fumarico, D(-)malico,
succinico e etanol. Em 1934, Kanel publicou trabalhos, onde empregava uma espécie de
Rhizopus, obtendo rendimento de até 40% de acido latico, a partir de agulcar invertido e
amido. O meio de cultivo continha 10% de agucar e 4% de carbonato de céalcio. Ward e
colaboradores em 1936, estudando atividades bioquimicas de Rhizopus, encontraram varias
espécies que convertiam glucose em acido L(+) latico em presenga de carbonato de célcio,

com rendimentos de até 62% (PRESCOTT & DUNN, 1962).

2.5.2. Produgdo

De maneira geral, o &cido L(t+)latico pode ser produzido por variedades
selecionadas de fungos filamentosos em cultivos de superficie ou submersa, sendo este de
acordo com Ward, Lockwood, Tabenkin e Wells o de melhor rendimento. O acido latico
tem sido produzido atualmente por agéio de muitos fungos filamentosos como: R. arrhizus,
R. chinensis, R. oryzae, R. stolonifer e certos tipos de Mucor. O fungo Rhizopus oryzae ¢é
também capaz de produzir 4cido latico a partir de meios contendo glucose (ATKINSON &
MAVITUNA, 1991; PRESCOTT & DUNN, 1962).
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Industrialmente o 4cido latico ¢ produzido com rendimento pratico de 90 a 95%,
por fermentagdo submersa ou no estado sé6lido, sendo o periodo de fermentagdo de 3 a 4
dias. O volume de microrganismos inoculados ¢ da ordem de 0,5 a 2,5 %, sendo usados
principalmente bactérias homolaticas, ou seja, que produzem somente células e 4acido latico
em quantidades significativas. Sdo utilizados principalmente Lactobacillus delbrueckii,
L. leichmannii e L. bulgaricus, isolados ou associados, fermentando produtos como amido
de milho, batata ou arroz; trigo, cana-de-agucar, agticar de beterraba, etc. A fermentagdo é
feita na presenga de carbonato de calcio, cuja fungdo é neutralizar continuamente o 4cido
produzido. Para fermentar leite ou soro de leite, sio usadas as espécies L. casei e L.
bulgaricus, além do Streptococcus lactis. O acido latico € o produto final da glicdlise,
formando dois moles do acido por mol de glucose fermentada pela via glicolitica. Na
fermentagdo heterolatica um mol de 4cido latico, de etanol e de gas carbonico sdo os
produtos finais da fermentagdo (ATKINSON & MAVITUNA, 1991; KIRK & OTHMER,
1978).

Um substrato possivel para a sintese de acido latico por processos fermentativos é
o licor de sulfito. Entretanto para melhores resultados, o residuo antes da fermentagio
deve passar por um processo de lavagem com vapor para remogdo do didxido de enxdfre,

e tratado com élcali para remover lignina (ATKINSON & MAVITUNA, 1991).

A fermentacdo de substratos agucarados por Rhizopus oryzae é um caso particular.
Em condig¢8es aerdbias produz acido latico e gas carbonico, pela via glicolitica, enquanto
que em condigdes anaerObias produz acido latico, etanol e gés carbonico, a partir do
piruvato. Estes produtos sdo obtidos também na fermentag¢do heterolatica com Leuconostoc

(SCRIBAN, 1984).

Hang (1989), estudou a produggo de acido L(+)latico por Rhizopus oryzae NRRL
395, a partir da sacarificagéio e fermentagdo simultaneas e direta de milho. Os resultados
mostraram uma produgéo de até 390 g de acido L (+) latico por quilo de milho fermentado,
com um conteddo inicial de 818g de glucose por quilo de milho. O fator de conversdo

substrato produto foi maior que 44 %, com um residual de agiicar médio de 17 g por quilo

de milho.

Revisdo Bibliogrdfica



23

YU & HANG (1989), estudaram a cinética de fermentagdo de cevada, mandioca,
milho, aveia e arroz, com vistas a producdo de acido L(+)latico por Rhizopus oryzae, €
concluiram que a produgdo do acido é fortemente influenciada pelo tipo de substrato
usado, sua concentragdo, pela temperatura de fermentagdo e pela presenga de agente
neutralizante. Os maiores rendimentos de produggo de acido L(+)latico, cerca de 400 g por
quilo de substrato, foram conseguidos com arroz e milho. Rendimentos médios, cerca de
250 g por quilo de substrato, foram conseguidos por fermentagio de cevada e mandioca, e
a fermentagdo com aveia forneceu o menor rendimento de acido L(+)latico, cerca de 100 g

por quilo de substrato. A temperatura ideal de fermentagéo foi de 30° C.

Os trabalhos de HANG & YU (1989) mostraram as vantagens da sacarificagdo e
fermentagdo simultineas de residuos de agricultura, pelo fungo Rhizopus oryzae NRRL
395. Assim, estes residuos ndo necessitam de pré-tratamento com 4cido ou com enzimas
par hidrolisar o amido a glucose, etapa esta necessaria para processos como a produgdo de

etanol por levedura e a produggo de acido latico racémico por bactérias laticas.

KITPREECHAVANICH et alii (1997), estudaram o enriquecimento protéico e o
aumento do teor de vitamina B12 de farinha de milho por fermenta¢do no estado sélido,
utilizando uma co-cultura de Rhizopus oryzae e de Propionibacterium shermanii. Neste
processo, 0 Rhizopus oryzae produz é&cido L-latico, a partir do amido de milho enquanto a
Propionibacterium shermanii, utiliza o 4cido L-latico produzindo a vitamina B12; assim o
substrato proteicamente enriquecido pelo micélio do fungo, tem também aumentado o seu
teor vitaminico. Depois de 7 dias de fermentagéo o teor de vitamina B12 aumentou de
3,69 mg/100g para 64,5 mg/100 g, e o teor de proteinas passou de 9,03 g/100 g para 19,64
2/100 g. Neste estudo foi também confirmada a importancia da adi¢do do CaCO; ao meio
de fermentagdo para a producdo da vitamina B12. A produgdo de 4cido latico também foi

menor em meio sem a adigdo de CaCO;.

Acido latico foi também produzido a partir de batatas por um processo em dois
estagios, envolvendo também uma co-cultura de Rhizopus nigricans e de Lactobacillus
delbrueckii. O processo envolve a hidrolise enzimatica do amido de batata pela
amiloglicosidase do Rhizopus, e a fermentagdo latica usando o Lactobacillus. A maxima

conversdo de amido de batata em glucose foi de 55 %, e o maior rendimento de produgéo
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de 4cido latico foi de 42 %, com base no peso de glucose apds a sacarificagio do amido de
batata ( KHAN et alii, 1995).

O uso alternativo de residuos do processamento de cenouras, foi também estudado
como fonte de carboidrato para a produgdo de acido citrico por Aspergillus niger, ¢ de
acido L (+) latico por Rhizopus oryzae. Com base no aglicar fermentescivel consumido a
partir dos residuos de processamento de cenoura, o rendimento de 4&cido citrico foi de

36 %, e o de acido L (+) latico foi de 55 % (GANG & HANG, 1995).

A produgéo de acido L (+) latico por Rhizopus oryzae NRRL 395, foi também
estudada por fermentagdio submersa usando-se xilose como fonte de carbono (YANG et
alii, 1995). Neste estudo o fungo esteve auto-imobilizado em “pellets” com um tamanho
aproximado de 1 mm. Estes “pellets” foram repetidamente usados para inoculagdo de um

meio novo cada vez que se chegava a exaustdo do meio por um periodo de 22 dias.

SUNTORNSUK & HANG (1994), realizaram um melhoramento genético da
variedade de Rhizopus oryzae NRRL 395, com vistas a produgdo de acido L (+) latico e de
glucoamilase. 38 mutantes foram produzidos por exposi¢do a radiagdo UV e/ou por
exposi¢do a N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina. Apds, selecionaram 3 mutantes, por seu
rendimento significantemente maior de L (+) litico em meio a base de arroz, mas apenas

um mutante produziu mais glucoamilase quando comparado com a cepa inicial.

Por fermentagdo em meio solido dezenove cepas de Rhizopus foram testadas pela
sua capacidade de crescer em amido de mandioca crua e por sua habilidade de produzir
amilase. Somente trés cepas cresceram significativamente neste substrato natural,
aumentado o teor protéico do substrato de 1,75 % para 11,3 %. Nesta fermenta¢éo foram
detectados também o 4cido fumadrico, o 4cido latico e o etanol, produzidos como

metabdlitos alternativos (SOCCOL et alii, 1994c).

Utilizando a cepa de Rhizopus oryzae NRRL 395, SOCCOL et alii (1994a)
estudaram a fermentagdo em meio sélido de bagago de cana impregnado com uma solugdo
nutritiva 4 base de glucose e CaCO;, fazendo também um estudo comparativo entre a

formentago submersa e a cultura em meio solido. A concentragdo otima de glucose em
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meio liquido foi de 120 g/L, produzindo 93,8 g/L de 4cido L (+) latico, e em meio
s6lido a concentrag@o 6tima de glucose foi de 180 g/L com uma produgdo correspondente a

137,0 g/L de acido latico.

HAMAMCI & RYU (1994) imobilizaram células de Rhizopus oryzae em alginato
de calcio para a produgdo de acido L (+) latico em reator batelada de leito fluidizado.
Iniciando com uma concentraggo inicial de glucose de 150 g/L, foi possivel produzir 73
g/L de é4cido L (+) latico em fermentagio de 44,5 horas. O rendimento foi de 64,8 % com

base no peso de glucose consumida.

HANG et alii (1989), estudaram a produgdo de acido L (+) latico por células de
Rhizopus oryzae em cultura submersa imobilizadas em gel de alginato de calcio, chegando
a uma produgdo de 62 g/l de acido L (+) latico em frascos erlemmeyer de 500 mL,
preenchidos com 100 mL de meio de cultura com 13 % de glucose, fonte de nitrogénio,
fésforo, magnésio € 5 % de CaCO;. O tempo de reagdo em batelada foi de 24 horas, € o

rendimento foi maior que 72 % com base na glucose consumida.

Quitosana foi produzida com sucesso como produto de valor secundério por
micélio de Rhizopus oryzae que foi previamente usado para fazer 4cido L (+) latico. Os

maiores valores de quitosana produzidas foram da ordem de 700 mg/L (HANG, 1990).

2.5.3. Sintese

O 4cido latico ¢ sintetizado a partir do lactonitrilo (CH;CHOHCN), subproduto na
sintese do acrilonitrilo. O lactonitrilo ¢ sintetizado a partir da reagdo do acetaldeido com
cianeto de hidrogénio e apds ¢ hidrolisado a acido latico em presenga de acido cloridrico.

O 4cido sintético tem excelente estabilidade térmica (KIRK & OTHMER, 1978).

2.6. Substratos Utilizados

Materiais lignoceluldsicos, como madeira, residuos agricolas e de processamento

de alimentos, devido & sua composigdo basica, podem ser utilizados em processos de
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produgdo de energia e na biossintese de insumos quimicos (SILVA, 1995; SOCCOL,
1992). Entretanto devido as suas caracteristicas morfologicas, existe uma dificuldade em

converter estes materiais lignoceluldsicos em insumos quimicos

Madeira e produtos secundarios da agricultura, sdo os substratos ideais para a
produgdio de energia e de insumos quimicos pois sendo formados por processos
fotossintéticos s@io virtualmente inesgotaveis. Estes produtos sdo formados por trés
componentes principais: celulose, hemicelulose e lignina, todas em estruturas poliméricas.
A celulose e a hemicelulose s3o encontradas nas paredes das células vegetais. Na estrutura
da madeira, a celulose esta associada com uma matriz amorfa de hemicelulose e lignina, as
quais sdo heteropolissacarideos amplamente variados tanto em composi¢do quanto em
estrutura. Em suma, microfibrilas de celulose cristalina sdo cercadas por hemicelulose
amorfa, e este todo ¢ embebido numa matriz de lignina. Esta matriz age como uma barreira
natural ao ataque de microrganismos ou suas enzimas, € torna este material estruturalmente
rigido e pouco reativo (MISHRA & SINGH, 1993; FENGEL & WEGENER, 1989).

Fibras de algodéo sdo praticamente celulose pura, mas de modo geral na natureza, a
celulose € encontrada formando as células vegetais de plantas superiores, em associagdo
com hemicelulose e lignina. Independente da fonte, a celulose ¢ sempre quimicamente a
mesma, mesmo que a natureza e o arranjo das microfibrilas sejam diferentes ( KOLMANN

& COTE, 1984).

A celulose é um polissacarideo amplamente encontrado na natureza pois estd
presente como constituinte da parede celular de plantas superiores e de seres inferiores
como algas e bactérias. E um polimero linear de moléculas de B-D-glucose, unidas por
ligagdes glicosidicas do tipo B-(1-4), formando o (1-4) B-D-glucoglicano, consistindo de
residuos de B-D-glucopiranose ligadas em cadeia produzidas por condensagdo, ou seja
eliminagdo de uma molécula de agua, proveniente das hidroxilas dos carbonos 1 e 4 de
duas unidades de D-glucose. A unidade estrutural da celulose é portanto a celobiose, como

mostrada na figura 3. (KOLLMANN & COTE, 1984; FENGEL & WEGENER, 1989).

A massa molecular da celulose varia entre 5 x 10* € 2,5 x 10° g/mol, dependendo do

seu grau de polimerizagdo, ou seja, nimero médio de unidades de glucose presentes na
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molécula e da sua origem. Devido a sua linearidade, as moléculas justapostas, se
estruturam em microfibrilas com didmetro médio de 1 a 30 nm, que formam uma rede de
agregados com comprimento e largura variados, insoliveis em dgua. Ligagdes do tipo
pontes de hidrogénio formadas entre e inter moléculas sdo responsaveis pela estabilidade
das regibes cristalinas, e tornam a celulose altamente resistente & hidrdlise por acidos,

alcali ou enzimas (SILVA, 1995).

CH,0H
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H H,OH
OH H
H
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HO CH,0H HO

FIGURA 3: Formula estrutural da celulose. Unidades de celobiose
FONTE: KOLLMANN & COTE, 1984.

A hemicelulose ¢ um polimero ndo celulésico, € mostra de acordo com a
procedéncia, uma variedade tanto estrutural como de composi¢do. A sua natureza quimica
varia com a planta, com o tecido, com a espécie, caracterizando o tipo de madeira. Séo
polioses, de peso molecular relativamente baixo, compostas basicamente por agucares
neutros polimerizados (pentoses, hexoses, desoxi-hexoses), D-xylose, D-manose, D-
glucose, D-galactose, L-arabinose, 4cido 4-O-metil-D-glucurénico. Em menores proporgdes
encontra-se acido D-glucur6nico, acido urdnico, L-ramnose, L-fucose, vérios agucares
neutros metilados, além de grupos acetilicos, todos presentes como seus respectivos
polimeros de condensag@o, tais como, xilanas, arabanas, glucanas, galactanas e mananas.
Estas estruturas mostradas na figura 4, formam uma cadeia principal que pode ser um
homopolimero, como no caso das xilanas, ou um heteropolimero, como no caso das
glucomananas, com algumas unidades em ramificagSes laterais como arabinose, galactose
ou grupos acetil (KOLLMANN & COTE, 1984; FENGEL & WEGENER, 1989).
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l Hexoses l [ Hexuronic atiE] [Deoxy -hexoses]
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FIGURA 4: Aciicares presentes nas hemiceluloses
FONTE: FENGEL & WEGENER, 1989.

As polioses sdo denominadas de acordo com os agucares predominantes na cadeia
principal do polimero. Assim tem-se as xilanas, mananas, glucanas, galactanas, etc. As
xilanas sdo homopolimeros formados por moléculas de xilose, unidas através de ligagGes
B-(1-4). Nas madeiras duras as xilanas contém em intervalos regulares o acido 4-O-
metilglucur6nico unido 4 cadeia de xilose por uma ligagdo «-(1-2), enquanto as xilanas
de madeiras moles sdo caracterizadas pela presenga de arabinofuranoses, ligadas a cadeia

principal por ligagdes a-(1-3) (SILVA, 1995).

Assim, ap0s a hidrélise de madeiras, por processos quimicos ou termo-quimicos, o0s
agucares mais comuns presentes nos hidrolisados hemicelulosicos sdo D-xilose, D-glucose,
D-manose, L-arabinose, D-galactose, e ocasionalmente outros agucares, dependendo do

tipo de madeira usada.

O terceiro componente da estrutura da madeira é a lignina, responsavel pela
resisténcia mecénica das plantas. E o polimero mais abundante na natureza. E tipica de
tecidos de plantas superiores, e estd presente na estrutura celular da madeira em
quantidades que variam de 20 a 40 %. A estrutura quimica da lignina é bastante complexa
e ainda ndo totalmente conhecida. A lignificagdo da parede celular das plantas é um
processo controlado individualmente para cada célula, sendo a lignina, o dltimo polimero a

ser depositado na parede celular. As interagles entre a lignina, a celulose e as polioses,
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determinam a estrutura da parede celular dos materiais lignocelulésicos (FENGEL &

WEGENER, 1989).

A lignina é um polimero tri-dimensional, composto por unidades de fenil-propano
unidas por liga¢des C-O-C e C-C. Em madeiras moles, cada unidade tem um oxigénio
fendlico e um grupo metoxilico (II), enquanto em madeiras duras cerca de metade das

unidades contém um grupo metoxilico adicional (III), conforme mostrado na figura 5.
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FIGURA §: Estruturas presentes na lignina de madeiras duras e moles.

FONTE: KOLLMANN & COTE, 1984.

Estes componentes, associados em propor¢des altamente diferenciadas, formam as
varias lamelas da parede da célula vegetal, que sdo subdividas em primaria, secundéria e
terciaria (Figura 6). Entre as células existe ainda uma camada fina, a lamela média; nas
madeiras maduras, a lamela média estd quase que totalmente lignificada, e é responséavel

pela integridade estrutural do tecido vegetal (FENGEL & WEGENER, 1989).

FIGURA 6: Modelo da estrutura da parede celular de traquéias de madeiras moles.
ML: lamela média, P: parede primaria, Sle S2: parede secunddria, T: parede terciaria e

W: camada de verrugas. (FENGEL & WEGENER, 1989).
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2.6.1 Pinus taeda

O P. taeda ¢ uma gimnosperma da classe das coniferas, que se reproduz por meio
de células sexuais formadas em estruturas especiais em forma de cone. Em geral sio
arvores altas e sua madeira é de grande importiancia econdmica, tanto na inddstria de
construgdo, quanto na de moveis e na papeleira. Imensas florestas naturais de coniferas se
estendem nas regides mais frias do planeta, e quase néo existem nas regides mais quentes,

sendo portanto caracteristicas de climas frios (LORENZI, 1992).

O P. taeda é uma das principais espécies plantadas no sul do pais, sendo objetivo
de extensas areas de reflorestamento, visando um aproveitamento industrial principalmente
para a produgdo de papel e celulose. A politica brasileira de incentivos fiscais para o
reflorestamento, entre os anos de 1966 e 1987, permitiu a implanta¢do de cerca de 1,8
milhdes de hectares com espécies de Pinus, principalmente nos estados de Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul, cuja finalidade principal era de abastecer o
setor papeleiro; entretanto, como as reservas florestais nativas foram se esgotando, ou
incluidas em areas de reservas florestais, aumentou a demanda de Pinus também para a
producdo de madeira serrada e de laminas, para uso na construgfio civil e na industria de

moveis (OLIVEIRA, 1995).

BARRICHELO & BRITO (1978), estudando reflorestamentos de coniferas na
regido sul, observaram que como fungdo das técnicas de plantio e manejo utilizados, o
desbaste era necessario entre idades de povoamentos que variavam de 7 a 9 anos de idade,
¢ a madeira, de modo geral, apresentava baixa densidade, fibras curtas, baixo teor de
celulose, altos teores de lignina e de extrativos. A composi¢@o quimica média da madeira

foi verificada e os resultados estdo expressos na tabela 5.
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TABELA S: Composigio quimica média do lenho, em %.

Pinus taeda

Teores de holocelulose 71,9
Lignina 29,6
Pentosanas 10,8
Cinzas 0,3

Solubilidade em: agua quente 4,2

Alcool-benzeno 2,0

FONTE: BARRICHELO & BRITO, 1978.

As hemiceluloses de madeiras moles séo na sua maioria formadas por xilanas e
glucomananas (FENGEL & WEGENER, 1989). Em geral xilanas de madeiras moles,
como é o caso do Pinus, diferem das xilanas de madeiras duras pela auséncia de grupos
acetilicos e pela presen¢a de unidades de arabinofuranose ligadas & cadeia principal de
xilose por ligagdes glicosidicas do tipo a/B-(1-3). Na maioria das xilanas de madeira mole
estudadas, a razdo xilose:acido metil glucurdnico é de 5 a 6:1. A razdo xilose:arabinose
varia na faixa de 6 a 10:1. Assim estes polimeros s3o denominados de arabino-4-O-

metilglucuronoxilanas (FENGEL & WEGENER, 1989).

As madeiras moles contém ainda aproximadamente 20 a 25 % de mananas
consistindo de uma cadeia de glucomananas na qual estdo ligados grupos acetilicos e
unidades de galactose. Assim estes polimeros s3o denominados de O-acetil-

galactoglucomananas (FENGEL & WEGENER, 1989).

2.6.2 Lucalyptus viminallis

O eucalipto é uma folhosa que abrange um grande niimero de espécies e variedades
origindrias da Austrdlia, onde constitui a maior parte da riqueza florestal do continente
(FERREIRA, 1982). Atingem proporgdes gigantescas, mas algumas espécies sdo de porte
médio. Os eucaliptos toleram uma grande variedade de climas. O E. viminallis ¢
susceptivel & deficiéncia hidrica e apresenta boa capacidade de brotamento a partir de

toucas ¢ ¢ tolerante a geadas, sendo portanto uma das espécies vegetais mais importantes
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para o planalto sul dos Estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, cujas
altitudes sdo superiores a 600 m, onde predominam climas frios (HIGA & CARVALHO,
1990).  Ainda segundo estudos de HIGA & CARVALHO (1990), fica evidente o
crescente interesse por espécies de eucalipto na regido sul do Brasil, provavelmente devido
a falta de madeira para lenha e até mesmo para fabricas de papel e celulose, e concluiram

que o E. viminallis é uma espécie altamente adequada para plantio na regifo.

O E. viminallis ¢ uma é&rvore que apresenta grande poder calorifico por unidade de
volume, € propicia para lenha, e a madeira tem alta densidade, desejavel para obtencéo de
polpa com alto rendimento destinada & produgdo de papel ndo branqueado (MATHESON
et alii, 1986; STURION, 1993; CARPES, 1997).

STURION (1993), estudando as caracteristicas de crescimento e qualidade da
madeira de E. viminallis, determinou que o seu teor de holocelulose (celulose +
hemicelulose), extrativos e lignina em espécimes com 3,5 anos de idade sdo de 74,43 %,
3,13 % e 25,42 % respectivamente. RAMOS (1992), estudando o pré-tratamento a vapor
de cavacos de E. viminallis, determinou que os teores de celulose, xilana, lignina total e
extrativos nesta espécie, aos 6 anos de idade, correspondem aos valores de 41,7 %, 14,1 %,

31 % e 2,1 % respectivamente.

Os extrativos presentes na madeira, devido & sua natureza quimica e fisica,
distribuicdio e concentragio podem afetar acentuadamente suas propriedades e, por
conseguinte o seu uso final. Estes extrativos incluem sais de célcio, silica, gomas, resinas,
gorduras, ceras , 0leos, taninos, amidos, alcaldides e materiais de colora¢go, que aumentam
o consumo de reagentes quimicos, diminuem o rendimento e dificultam o processo de
branqueamento da celulose (DAVIDSON, 1972; FOELKEL & BARRICHELO, 1975).

Devido ao alto poder de regeneragéio, crescimento rapido e facilidade ao pré-
tratamento a vapor, o eucalipto tem despertado grande interesse para usos industriais. Este
aumento ¢ verificado na utilizagdo de Eucalyptus ssp na industria de papel e celulose para
a produgdo de polpa e papel, leva a geragio de residuos passiveis de serem aplicados em

processos de bioconversgo, principalmente no hemisfério sul (RAMOS, et alii, 1992a).
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2.6.3 Mimosa scabrella

A M. scabrella ¢ uma angiosperma da classe das Dicotiledoneas, familia das
Leguminosae, sub-familia das Mimosoidea, popularmente conhecida como bracatinga.
Esta arvore possui um rapido crescimento, Otima capacidade de regeneragdo natural,
apresentando flores a partir dos 8 meses de idade, em arvores de 3 m de altura (LORENZI,
1992; INOUE et alii, 1984).

A M. scabrella ocorre em abundéancia no Brasil, principalmente nos planaltos do
Parana e Santa Catarina, e ¢ uma das espécies mais promissoras para a implantacdo de
florestas energéticas, devido ao alto poder calorifico de sua madeira e ao seu rapido
crescimento (SOARES & HOSOKAWA, 1984).

Vérias pesquisas tém sido feitas com o objetivo de determinar os polissacarideos do
caule da bracatinga. Estudos de REICHER (1984) com o caule € GANTER et alii (1991)
com as sementes, concluiram que a xilana da M. scabrella contém grupos O-acetil como
substituintes nos carbonos 2, carbonos 3 e em carbonos 2-3, das unidades de D-
xilopiranoses, em proporgdes de 14, 16 e 5 % respectivamente. Estes grupos encontram-se
distribuidos ao longo da cadeia polimérica da xilana em blocos de duas ou trés unidades
substituidas, ao lado de uma ou duas ndo substituidas na madeira do caule, enquanto nas
sementes a composicdo quimica e estrutural dos polissacarideos predominam

galactomananas.
As galactomananas de semente de bracatinga apresentam como estrutura genérica

uma cadeia principal de unidades de 8-D-manopiranose unidas por ligagdes glicosidicas do

tipo (1-4), com uma relagéio manose-galactose de 1,1-1 (GANTER, 1991).

Revisdo Bibliogrdfica



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismos

O estudo foi feito, empregando-se as seguintes cepas de Rhizopus disponiveis no
laboratério de Processos Biotecnologicos da Universidade Federal do Parana. Estas cepas
séo provenientes de bancos de cultura internacionais, tais como: NRRL (Northern Regional
Research Laboratory), U.S. Department of Agriculture, Illinois, USA.; MUCL
(Mycotheéque de Universite Catolique de Louvain) Bélgica;, ATCC (American Type
Culture Collection), Maryland, USA.

Rhizopus circicans NRRL 1475

Rhizopus arrhizus MUCL 16179

Rhizopus arrhizus MUCL 28425

Rhizopus arrhizus NRRL 2582

Rhizopus delemar ATCC 34612

Rhizopus formosa MUCL 28422

Rhizopus oligosporos NRRL 3267

Rhizopus sp NRRL 25975

Rhizopus oryzae MUCL 28627

Rhizopus oryzae MUCL 28268

Rhizopus oryzae NRRL 395

3.2. Conservagiio das Cepas

As cepas de Rhizopus utilizadas neste estudo foram conservadas em tubos
inclinadcs com potato dextrose agar (PDA) DIFCO. Apds a diluigdo do meio em éagua
destilada, o pH foi ajustado para 7,0 com solugdo de NaOH 1 N. O meio foi distribuido em
tubos a razdo de 10 mL por tubo, fechados com algodéo e autoclavados a 121°C, durante
15 minutos. Apds a esterilizagdo os tubos contendo PDA foram colocados em posigédo
inclinada para solidificagdo do meio. Os tubos apds a inoculagdo foram incubados por 10

dias cm estufa a 32°C e posteriormente conservados em geladeira.
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3.3 Preparagéo das Suspensdes de Esporos

Para o preparo das suspensdes de esporos, cada cepa testada foi inoculada em
placas de petry contendo meio agar-mandioca, ou seja meio geleificado a base de farinha
de mandioca. Apds inoculadas, as placas de petry foram incubadas em estufa a 32°C. Neste
meio ocorre a germinag@o dos esporos repicados, a formagdo do micélio, e a seguir a

producdo de novos esporos.

As suspensdes de esporos utilizadas foram obtidas por coleta dos esporos depois de
10 dias de incubagdo apds a repicagem de cada cepa em placas de petry com meio agar-
mandioca. Os esporos foram coletados com alga de platina em cdmara de fluxo laminar,
depositados em baldo com agua destilada estéril e gotas de tween 80, também estéril, e
apos conservados em geladeira. As suspensdes obtidas continham cerca de 10® esporos por
ml. As suspensdes de esporos com mais de 30 dias eram esterilizadas e descartadas. Os
procedimentos de conservagdo de cepas e preparo das suspensdes de esporos estdo

mostrados esquematicamente na figura 7.

Repicagem Crescimento Conservacio
@ 32C 4
cepa ™ >
liofilizada N _
' validade
Batata/Agar/Dextrose dez dias 6 meses
Repicagem Crescimento Preparo da
= suspensio de esporos
NG 32°C

e ———

Seen gt e A

-

S~

et

Agar/mandioca dez dias coleta de
I lacd €esporos
nocuiacao
¢ Fermentagcdo
hidrolisado - . di
1 mL lignoceluldsico 32°C agua cgm spersante
~—- + nutrientes 10® esporos/mL
em pH neutro
100 rpm
rp | pH
— - corrigido
— 7 4dias

FIGURA 7: Consorvagiio das cepas, preparo das suspensées de esporos e inoculagiio.
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3.4. Substrato

Os substratos utilizados para a fermentagio foram os hidrolisados hemiceluldsicos
de trés tipos de madeira: Pinus taeda, Eucalyptus viminallis ¢ Mimosa scabrella (figura 8),

obtidos no processo de explosdo a vapor.

FIGURA 8: Madeiras usadas na preparagio dos substratos de fermentacio

Para a preparagdo do substrato (figura 9), cavacos dos trés tipos de madeira,
previamente impregnados em solugdo diluida de acido sulfirico (0,05 M) por 2 horas,
foram submetidos ao tratamento com vapor a alta pressdo e temperatura de 205°C, por 5
minutos, em reator especialmente construido para o estudo do processo. (figura 10).
Depois de submetido & este tratamento, o material foi liberado & pressdo atmosférica, e
direcionado para um ciclone, (figura 11) através de uma valvula de abertura rapida. A fase
liquida condensada no processo, mais a dgua proveniente da lavagem da fragdo sélida,

foram recolhidas, constituindo o substrato usado.
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BIOMASSA

IMPREGNAiAo ACIDA

biomassa pré-impregnada

VAPOR EM ALTA PRESSA

SUBSTRATO PRE-TRATADO

Celulose, hemicelulose, lignina

EXTRACAO AQUOSA
FRACAO SOLUVEL FRACAO INSOLUVEL
Pentoses, hexoses Celulose e lignina
Para estudos de Para extragéo alcalina
Fermentagéo Estudos com lignina e
celulose

FIGURA 9: Preparagio de substratos celuldsicos, utilizando o método de explosio a

vapor.
3.5 O Reator de Pré-tratamento por Explosido a Vapor

O reator (figura 10) tem corpo em ago inox 316, com capacidade de 5 L,
dimensionado para altas pressdes e opera por batelada. A carga ¢ feita por uma tampa
superior, que permanece hermeticamente fechada durante o processo. A injeg¢do do vapor
no vaso, pode ser feita lateralmente na base ou no topo do reator através de manobra de
registro. A descarga € feita por intermédio de uma vélvula de esfera de abertura rapida,

com acicnamento pneumdtico localizada na base do reator. Apds a explosdo, o material é
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descarregado em ciclone de ago carbono (figura 11), acoplado a tubulagdo de descarga do

reator.

FIGURA 10: Reator de pré-tratamento de materiais lignocelulésicos por explosio a

vapor.

FIGURA 11: Ciclone de descarga do material ap6s tratamento com vapor.
Materiais e Métodos
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Resumindo-se, as varias madeiras foram submetidas as diversas condigdes de

tratamento para produgdo dos hidrolisados conforme esquema mostrado na tabela 6.

TABELA 6: Condigdes fisicas usadas no processo de explosio a vapor, para obtengio

dos hidrolisados de madeira usados nas fermentacaes.

Madeira Pré- Temperatura Tempo
Tratamento

Pinus (Pinus taeda)

Bracatinga Impregnacéo
(Mimosa scabrella) acida com 205°C 5 minutos

H,SO,4 0,05M
Eucalipto

(Eucalyptus viminalis)

3.6 Detecrminagdo da Composigio dos Hidrolisados

3.6.1. Anélises fisico-quimicas dos hidrolisados

As andlises fisico-quimicas efetuadas no hidrolisado de P. taeda foram: pH,
sdlidos suspensos, cinzas, sélidos totais, aglicares totais e redutores, nitrogénio e fosforo.

No hidrolisado de E. viminallis e de M. scabrella foram realizadas apenas analise de

acucares redutores.

3.6.1.1 pH

O pH foi medido com o auxilio de um potencidmetro (PROCYON - PHN - 4)

devidamente calibrado com solugdes tampéo de pH 4,0 e 7,0.
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3.6.1.2 Nitrogénio

O teor de nitrogénio foi determinado pelo método Kjedhal (SAO PAULO, 1985).
3.6.13 Agucares redutores

Os agucares redutores presentes no substrato foram determinados pelo método
Somogyi-Nelson (NELSON, 1944 & SOMOGY], 1945), fundamentado na agio da glucose
reduzindo o reativo alcalino de 6xido cuproso. Este em presen¢a do reativo arseno-

molibdato de sodio (reagente de Nelson), forma um complexo azul estavel de 6xido de

molibdénio, o qual é medido por fotocolorimetria em comprimento de onda de 535 nm

3.6.1.4 Agucares totais

Os agtcares totais presentes no substrato foram determinados pelo método fenol-

sulfurico descrito na norma AOAC 920.44 (AOAC, 1990).

3.6.2 Composigédo do hidrolisado de P. taeda

Na tabela 7 estdo os resultados obtidos nas andlises realizadas com o hidrolisado de

P. taeda, e na tabela 8 as condig¢des de processamento usadas na sua obtengio.

TABELA 7: Composigio aproximada do hidrolisado hemicclulosico de Pinus taeda,

obtido em dois testes de processamento

Caracteristica Unidade Teste 1 Teste 2
PH 2,5 2,6
Séhidos Suspensos g/L 1,84 -
Cinzas % 0,06 -
Sélidos Totais g/L 2,04 -
Agucares Redutores g/L 13,89 25,14
Acucares Totais g/L 41,06 -

Niao foi deteciado nitrogénio ou fésforo nos hidrolisados.
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TABELA 8: Parimetros de processamento no processo de explosdo a vapor para

obtencgio do hidrolisado de P. taeda.

Caracteristica Unidade Experimento 1 Experimento 2
Peso de cavacos usado g 3.997.8 4.534,3
Volume de agua de lavagem L 1,67 10,40
Temperatura do reator °C 205 210

3.6.3 Teor de agucares redutores nos hidrolisados de E. viminallis e de M. scabrella

Nos hidrolisados de E. viminallis ¢ de M. scabrella foram realizadas analises de

teor de agucares redutores cujos resultados estéo relacionados na tabela 9.

TABELA 9: Teor de agiicares redutores nos hidrolisados de E. viminallis e de M.

scabrella.
Hidrolisado de Unidade Agucar Redutor
E. viminallis g/L 10,87
M. scabrella E/L 6,18

3.7 Selecdo de Cepas em Meio Simples

As cepas de Rhizopus disponiveis no laboratério foram inoculadas em meio
geleificado a base de hidrolisado de P. taeda. O comportamento das cepas foi avaliado

pelo crescimento radial nos meios testados.

3.7.1 Crescimento radial

As diferentes cepas de Rhizopus foram avaliadas através do crescimento radial
ulilizando-se o meio de cultura a base de hidrolisado de P. taeda. A preparagdo do meio foi

feita com o hidrolisado obtido conforme item 3.4.
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Ao hidrolisado contendo 13,9 g/L de agticar redutor, foram adicionados 2,03 g/L de
(NH4)>2S0O4, 0 que corresponde a uma relagdo C/N de 14, 0,8 g/l de KH,PO, e 15 g/L de

agar. O pH do meio foi corrigido até 7,2 com uma solugdo 6 N de NaOH, e esterilizado em

autoclave a 121°C por 15 minutos.

O meio foi distribuido em placas de petry estéreis de 85 mm de didmetro a razo de
20 ml por placa. Apos a geleificagdo do meio, no centro de cada placa foi colocada uma
gota de suspensdo de esporos de cada cepa de Rhizopus. As placas foram incubadas a 32°C
e o didmetro de cada colonia formada foi medido a cada 2 horas com o auxilio de um
paquimetro, até que um dos raios do micélio formado por cada cepa atingisse a borda da
placa de Petry. O experimento foi feito em duplicata, e os resultados expressam a media

das duas medig¢des para cada cepa avaliada.

3.8 As Fermentagdes

As fermentagdes foram feitas em agitador orbital marca Tecnal, modelo TE — 420,

de fabricag@o nacional, com temperatura e agita¢do ajustaveis (figura 12).

'y ;isiﬁr!

&4

FIGURA 12: Agitador de movimento orbital usado nas fermentagoes
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Os frascos de erlenmeyer com os substratos a serem testados, apos inoculados,
foram colocados em incubador-agitador de movimento orbital na temperatura e agitagdo

ideais ao crescimento de fungo usado. A fermentagio foi conduzida em duas fases:

Na primeira fase, de 48 horas, ocorrem a germinagfo dos esporos e a formagéo do
micélio. As condi¢des fisicas desta etapa foram: temperatura 32°C e agitagio de 100 rpm.
Na segunda fase da fermentacdo, ocorre a formagdo de metabdlitos, que sdo acumulados
no interior da célula, ou secretados no meio de fermentagio pelos microrganismos. Nesta
fase, ou seja, apds as primeiras 48 horas de fermentagdo, adicionou-se a cada erlenmeyer, 2
g de carbonato de célcio previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos, e ajustou-se a
agitacdo do incubador-agitador para 200 rpm, na mesma temperatura por mais 72 horas,

totalizando 96 horas de fermentagéo.

3.9 Analises no Fermentado

3.9.1 Agucares redutores residuais

O perfil de agucares redutores no substrato e os agucares redutores residuais no

fermentado foram também determinados por cromatografia liquida de alta efici€ncia
(CLAE) (figura 13).

FIGURA 13: Cromatografo liquido Shimadzu
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3.9.2 Metabolitos e biomassa produzidos

As amostras apds as varias fermentagdes sofreram o seguinte tratamento para
avaliagdo dos metaboélitos produzidos, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, bem

como avaliagdo do crescimento do fungo no meio testado através da determinagdo da

biomassa:

Meio fermentado
2
filtragem — micélio » lavagem do micélio — lavagem do micélio — peso seco
(HCI 2N) (H0)
\ \
sobrenadante « sobrenadante
{
centrifugagéo
16000 rpm/10 min
{
sobrenadante
2
dilui¢do
\
filtragdo 0,45um

2
cromatografia (HPLC)

FIGURA 14: Processamento do material fermentado para analise.

3.9.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A andlise foi realizada em cromatografo marca Shimadzu (figura 13), composto por
uma bomba modelo LC-10AD de duplo pistdo, um forno modelo CTO-10A, onde esta

alojada uma coluna cromatografica Amincx [TPX 87 H, que separa os solutos por agdo
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combinada de uma intera¢do hidrofobica entre os radicais amina da fase estacionaria da
coluna com os radicais OH do soluto, e de um trocador de ions cationico (H") com base em
copolimero sulfonado de estireno e de divinil benzeno (TAN et alii,1944). Na saida da
coluna estd instalado um detetor de indice de refragdo RID-10A, capaz de detectar
agucares, acidos orgénicos e solventes como o etanol. Os sinais provenientes do detetor

sdo registrados em registrador CR 6 A Chromatopac.

O cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia operou nas seguintes condigdes:

Temperatura da coluna: 60°C

Fase Movel - Eluente: H,S04
Concentragdo: 5mM
Vazio da fase movel: 0,6 mL/min
Presséo da bomba: 45 kg/em?
Volume injetado 20 uL

Nestas condigbes os tempos de retengdo de cada componente pode ser expresso

como mostrado na tabela 10.

TABELA 10: Tempos de Retengéio de alguns metabélitos (padrdes),monitorados em

coluna cromatrogrifica, nas condi¢des acima:

Componente Tempo de Retengdo (min)
Glucose 8,94
Xilose 9,58
Arabinose 10,43
Acido Citrico 7,89
Acido Malico 9,55
Acido Latico 12,54
Acido Fumérico 13,38
Acido Acético 14,77
Etanol 21,67
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3.9.2.2 Determinag@o da biomassa fiingica

O crescimento do fungo foi estimado pelo peso seco da biomassa produzida apés o
término da fermentagdo. O micélio foi separado por filtragdo em funil de Biichner com
papel de filtro qualitativo (WHATMAN) previamente seco e pesado. O micélio foi lavado
com HCIl 2N para eliminagio do excesso de carbonato de calcio € com 4agua para
eliminagfio do excesso de 4cido. Na seqiiéncia o papel de filtro foi transferido para uma
estufa para secagem por 24 horas a 105°C. O material foi esfriado em dessecador com

silica gel e pesado. A biomassa foi calculada por diferenga de peso e expressa em g/L.

3.93pH

O pH do hidrolisado de madeira, do substrato € do fermentado foram determinados

logo apds o término da fermentagdo, conforme item 3.6.1.1.
3.10 Fermentagdo com os Trés Substratos

Nesta etapa do trabalho foram testados os hidrolisados preparados conforme o item
3.4, com os trés tipos de madeira: Pinus taeda, Eucalyptus viminallis ¢ de Mimosa
scabrella, obtidos no processo de explosio a vapor. Como os hidrolisados obtidos
diretamente no processo apresentavam concentragdo de agucar redutor muito baixas, antes
das fermentagdes, cada substrato obtido conforme descrito anteriormente foi concentrado

em roto evaporador a vacuo, até atingir a concentragdo desejada para cada experimento,

fixada inicialmente em 55 g/L.

Ao meio de fermentagdo foram adicionados alguns sais para suprir nutrientes. A
fonte de nitrogénio utilizada foi o sulfato de amoénio, calculado para uma relagdo C/N de
14. A fonte de fosforo utilizada foi o fosfato didcido de potassio, além de microelementos

(potassio, magnésio, zinco € ferro) necessarios ao metabolismo microbiano.

Nas trés primeiras fermentagdes realizadas, com os hidrolisados de P. taeda, M.
scabrella e E. viminallis, o pH foi ajustado a 7,2 com solugdo 6 N de hidréxido de sédio.

As caracteristicas dos substratos usados estéio na tabela 11.
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TABELA 11: Caracteristicas dos hidrolisados de madeira usados nos estudos iniciais.

Hidrolisado de

Pinus taeda

Eucalyptus viminallis

Hidrolisado de

Hidrolisado de

Mimosa scabrella

Aglicar Redutor (g/L) 56,55 56,50 57,50
(NH4),SO;4 (g/L) 1,37 7,44 7,60
KH,PO;  (g/L) 0,80 0,80 0,80
Mg SOs  (g/L) 0,30 0,30 0,30
ZnSO,  (g/L) 0,06 0,06 0,06
Fey(SO4)s (g/L) 0,01 0,01 0,01

Distribuiu-se 50 ml dos vérios substratos em erlenmeyers de 250 ml, que foram

tampados com algoddo. O material foi esterilizado a 121°C por 15 minutos, e inoculado

com as suspensdes de esporos das varias cepas de Rhizopus 4 uma taxa de 10’

esporos/ml do meio.

Cavacos de Pinus taeda

1}
L

Hidrolisado concentrado de

_Pinus taeda

FIGURA 15: Aspecto da madeira e do hidrolisado de Pinus taeda.
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3.11 Estudo Fisiolégico da Cepa de Rhizopus oryzae 395

Foi realizada otimizag#o das condigdes de cultura pelo planejamento experimental
estatistico com andlise de dados pelo programa “statistica”, com o objetivo de determinar

as melhores condigdes fisicas para a produgio do metabdlito escolhido, o 4cido L(+)-latico.

A neutralizaggo do hidrolisado de P. taeda (figura 15), foi feita com carbonato de
célcio, até pH 7,0. O meio foi entdo filtrado para remogdo do precipitado formado. Apés, o
meio de fermentagdo com a composi¢do a ser testada foi distribuido em erlenmeyers a
propor¢do de 50 mL por frasco, esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e

inoculado com a suspensdo de esporos na proporgdo de 10’ esporos por frasco.

3.11.1 Planificagéo experimental 1: Otimizagéo dos pardmetros de cultura para a produgéo

de 4cido L-latico pela cepa R. oryzae 395.

Para otimizar a produgio em meio liquido do acido L(+)-latico, foi empregado um
plano fatorial experimental fracionado 2%, baseado na analise por superficie de resposta
com S fatores experimentais. Os fatores avaliados foram: concentragdo de substrato,
relagdo C/N, relagdo C/P, quantidade de carbonato de calcio adicionado ao meio na
segunda etapa de fermentagdo e nivel de agitagdo, distribuidos em 2 niveis e um ponto
central. O experimento foi feito em duplicata, totalizando 32 ensaios. Os valores reais e

codificados dos fatores estdo mostrados na tabela 12.

TABELA 12: Valores (real e codificado) das varidveis experimentais usadas no plano

fatorial 1.

Termos codificados -1 0 +1

Fatores Unidade
Concentr. Subst. (A) 82 97 112 g/L
Agitagdo (B) 180 205 230 rpm
CaCOs adicionado (C) 1 2 3 g/frasco
Razdo C/N (D) 38 47,5 57 g atom/g atom
Razdo C/P (E) 135 407,5 680 g atom/g atom
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As letras entre paréntesis referem-se & representa¢do usada para indicar cada fator

experimental na equagdo de regressdo da superficie de resposta do experimento.

3.11.2 Planificagdo experimental 2: Otimizagdo da relagdo C/N e da concentragio de

substrato utilizando a planificagido experimental

No segundo estudo, foi utilizado um plano fatorial completo 3> para otimizar as
condi¢des de cultura para a melhor produgdo de acido L-latico em meio liquido, testando-
se dois fatores experimentais, distribuidos em trés niveis. Os fatores experimentais testados
foram: concentragdo de substrato e relagdo C/N, e a analise baseada em superficie de
resposta. Os valores reais e codificados das variaveis experimentais estio mostradas na

tabela 13. O experimento foi replicado.

TABELA 13: Valores (real e codificado) das variaveis experimentais usadas no plano

fatorial 2.
Termos codificados -1 0 +1
Fatores Unidade
Concentr. Substr. (A) 66 76 86 g/L
Razdo C/N (B) 40 55 70 g atom/g atom

3.11.3 Planificagdo experimental 3: Otimizacdo da relagdo C/N e da quantidade de

carbonato de calcio adicionada por frasco, utilizando a planificagdo experimental

No terceiro estudo foi utilizado um plano fatorial completo 3* para otimizar as
condi¢bes de cultura para a maior produgdo de acido lactico em meio liquido, no qual
foram testados dois fatores experimentais: relagdo C/N e quantidade de carbonato de célcio
adicionado por frasco, distribuidos em trés niveis. A analise foi feita por superficie de
resposta, € permitiu testar a previsdo estatistica estabelecida na planificagéo experimental
2, que mostra, a tendéncia da variavel resposta. A concentragéo do substrato foi mantida
constante em 90 g/L, e a agita¢do em 230 rpm. Os valores reais e codificados das varidveis

experimentais estdo mostradas na tabela 14. O experimento foi replicado.
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TABELA 14: Valores (real e codificado) das varidveis experimentais usadas no plano

fatorial 3.
Termos codificados -1 0 +1
Fatores Unidade
Relagdo C/N (A) 30 55 70 G atom/g atom
CaCO; adicionado (B) 1 2 3 g/frasco

Os resultados experimentais das planificagdes foram analisados de acordo com a

equagdo:

Yi=Bo+ X Bixi + ZRixP+ TEBixxj+e (1)
i i ij

Onde : Y; = Resposta do experimento (acido latico, em g/L)
By = Coeficiente de resposta no centro do dominio experimental
B; = Coeficiente de resposta do fator i

x; = Fator experimental i (unidades codificadas)

¢ = Erro experimental
3.12 Avaliagio das Eficiéncias de Conversdo Substrato-produto (Yps)

As eficiéncias de conversdo de agucar redutor (substrato) em écido latico (produto)

foram avaliadas de acordo com a equag&o 2:
Yes=(Pe)/(Si-Sr) (2

Onde : P¢= quantidade de 4cido latico no fermentado em g/L
Si e S¢= quantidade inicial e final de agucar redutor no fermentado em g/L
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3.13 Avaliagdo das Eficiéncias de Conversdo Substrato-biomassa (Yyx;s)

As eficiéncias de conversdo de agucar redutor (substrato) em biomassa foram

avaliadas de acordo com a equagdo 3:
Yxs= (Xe)/(Si-S¢) (3)
Onde : Xy = quantidade final de biomassa no fermentado
3.14 Estudo Cinético da Fermentagéo

Foram realizadas duas cinéticas: Uma com o hidrolisado obtido a 205° C e outra
com o hidrolisado obtido a 210 ° C. As amostras foram coletadas, retirando-se do agitador
de movimento orbital dois frascos a cada intervalo de tempo definido, € conservados em
geladeira para posterior andlise de agucar redutor residual e metabdlitos produzidos por

CLAE e de biomassa formada por gravimetria.

A partir destes dados pode-se calcular os pardmetros cinéticos dos processos

através das equacdes 4 a 6:
3.14.1 Velocidade volumétrica de formagio de biomassa ()
K=X-X)/(@-t1) @

onde X, = Biomassa medida no tempo t;, em g/L.

X, = Biomassa medida no tempo t;, em g/L.
3.14.2 Velocidade volumétrica de formagéo de produto (rp)
I, = (P-P)/(ta-t) (5)

onde : P, =Concentrag8o de produto medido no tempo t;, em g/L.

P, = Concentragdo de produto medido no tempo t;, em g/L.
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3.14.3 Velocidade volumétrica de consumo do substrato (rs)

Is= -(S2- Sp) / (t2-t1) ()

onde : S; = Concentragio do substrato medido no tempo t;, em g/L.

S; = Concentragdo do substrato medido no tempo t;, em g/L.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selegao de Cepas

Dez diferentes cepas de Rhizopus foram testadas em meio sélido preparado com
agar e o hidrolisado hemiceluldsico de Pinus taeda. O crescimento radial foi medido e os
resultados estdo na tabela 15. Com estes dados de crescimento radial, ndo foi possivel
excluir nenhuma das cepas testadas, pois todas apresentaram crescimento similar no
substrato em questdo. Assim todas as cepas testadas foram capazes de assimilar e
metabolizar o substrato, produzindo biomassa, caracterizado pelo crescimento radial nas
placas de petry, com velocidades similares. Como as velocidades de crescimento radial
foram semelhantes para todas as cepas, o estudo continuou com todas elas. Isto mostra que
existe uma boa afinidade do fungo para o substrato, pois nenhuma cepa apresentou
dificuldade de crescer, produzindo biomassa a partir deste substrato. A figura 16 apresenta
o aspecto da evolugdo do crescimento radial das varias cepas de Rhizopus sobre o
hidrolisado de Pinus taeda.

R. delemar 34.612 R. oryzac 28.627 R. oryzae 28.168

R. formosa 28.422

Rhizopus 2.582

R. circicans 1.475

R. sp. 25.975

\"'-'av_.""}/

R. arrhizus 16.179 R. arrhizus 28.425

FIGURA 16: Crescimento radial dos Rhizopus em meio agar-hidrolisado de Pinus

taeda.
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TABELA 15: Medidas do crescimento radial de variedades de Rhizopus em meio

agar-hidrolisado hemicelulésico de Pinus taeda. O didmetro das colonias é dado em

mm.
Cepas
Tempo |34 612 |28 425 (16 179 |28 627 | 28 168 |28 422 |25975 | 3267 | 2582 | 1475
(h)

3.87 | 3.1 276 | 4.8 409 | 335 | 445 | 435 | 415 | 422
4 3.87 | 3.1 276 | 4.8 409 | 335 | 445 | 465 | 415 | 422
6 394 | 3.15 | 276 | 5.06 | 409 | 337 | 455 | 44 4.15 | 4.22
8 405 | 3.18 | 276 | 5.1 413 | 356 | 4.56 | 446 | 4.15 | 4.22
10 427 | 342 | 394 | 544 | 475 | 393 | 481 | 5.06 | 4.13 | 439
12 4.3 352 | 400 | 5.89 | 485 | 422 | 497 | 526 | 415 | 4.73
14 43 355 | 446 | 605 | 485 | 428 | 5.12 | 547 | 423 | 495
16 11.0 885 | 843 [10.78 | 998 | 826 | 9.3 10.05 | 5.63 6.61
18 12.72 |10.46 [11.05 |[13.34 |12.75 |10.45 |[10.72 |12.52 | 7.36 | 8.28
20 16.80 |14.38 [15.03 |[15.79 |17.34 |[14.84 |14.67 [16.21 [10.65 [12.27
22 19.85 |17.52 |18.14 |20.75 |18.67 [17.1 [17.96 [18.46 |[12.75 [14.29

24 2401 |21.5 2229 248 2273 |21.4 |21.75 [20.38 ([16.15 |18.7
26 24.17 |25.62 |26.45 |2891 |26.8 [25.72 [25.56 [22.32 [19.63 [23.31
28 3296 |[30.41 |30.18 (3331 [31.7 [30.05 [30.42 |31.36 |23.95 |27.95
30 36.48 |34.37 |33.93 |37.97 |35.64 |35.74 |34.46 |3595 (28.37 |32.54
32 40.86 |39.74 |[38.00 |[42.46 |40.54 [39.27 [38.94 [40.34 |32.64 ([37.45
34 459 14226 |41.42 |47.37 |45.14 |4524 |44.17 |44.72 (36.71 |41.72
36 49.61 [47.05 |45.66 |[51.22 [49.28 |50.25 |47.81 |49.31 [|41.0 |[45.87
38 54.42 |54.45 |49.77 |56.21 |54.5 |55.52 |53.38 |54.42 |45.74 |51.42

40 60.93 |57.31 |54.84 |62.32 |60.38 |61.35 |59.33 |60.07 {50.25 |57.2
42 65.63 |61.87 |59.12 |67.31 |65.08 |66.23 |64.61 |64.52 [54.28 |62.05
44 70.44 166.47 |63.5 [72.71 [70.01 |73.73 |70.22 |69.35 |60.72 [67.23
46 73.95 169.56 |67.12 [76.18 |73.84 |7798 |73.84 |73.52 |63.37 |[71.93

Plotando-se os valores de crescimento radial das vérias cepas de Rhizopus, foram

obtidos os graficos mostrados nas figuras de 17 a 20 a seguir:
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FIGURA.17. Evolug¢iio do crescimento radial das

cepas de R. 25.975 e R. 28.422.

FIGURA.18. Evoluciio do crescimento radial das

cepas de R. 28.168, R. 1475 e R. 16.179.
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FIGURA 19: Evoluciio do crescimento radial das

cepas de R. 3267, R. 28.425 ¢ R. 2582

FIGURA 20: Evolugiio do crescimento radial das

cepas de R. 34.612 e R. 28.627
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4.2 Selegiio do Substrato

Hidrolisados dos trés tipos de madeira testados: P. faeda, E. viminallis € M.
scabrella foram inoculados com onze diferentes tipos de cepas de Rhizopus, e cada
fermentagdo foi monitorada com respeito as mudangas em biomassa, pH, agicar redutor
residual e metabdlitos produzidos, especialmente acidos organicos. Os resultados estdo

mostrados nas tabelas 16, a 18 e nas figuras 21 a 26.

TABELA 16: Resultados da fermentagéo liquida de hidrolisado hemicelulésico de P.

taeda com Rhizopus. Teor de agiicar redutor no substrato = 56,55 g/L

Cepa PH Actcar Red. |Metabdlitos Produzidos Fator de Conversdo
Final Residual (g/L) Substrato/Produto
@/L) Yor_
R. circicans | 7,4 7,59 Acido Malico =1,33 0,027
1475 Acido Latico = 9,55 0,195
Etanol = 3,45 0,070
R. arrhizus | 6,1 9,64 Acido Succinico = 4,0 0,085
16 179 Acido Fumarico = 5,08 0,108
Acido Acético = 2,04 0,152
Etanol = 11,61 0,248
R .delemar | 6,3 10,80 Acido Malico = 1,75 0,038
34 612 Acido Succinico = 3,45 0,075
Acido Latico = 4,89 0,107
Acido Acético = 2,6 0,057
R. arrhizus | 6,4 18,91 Acido Malico = 2,0 0,053
28 425 Acido Succinico = 5,78 0,154
Acido Fumarico = 4,53 0,120
Acido Acético= 2,73 0,073
Etanol = 9,63 0,256
R. arrhizus | 6,0 11,01 Acido Succinico = 3,2 0,070
2582 Ac. Fumdrico = tragos -

Acido Latico = 4,05 0.077
Acido Acético = 2,24 0,049
R. oryzae 7,5 6,03 Acido Succinico = 1,64 0,032
28 168 Acido Fumarico = 3,22 0,064
R.oryzae | 1.5 8,98 Acido Malico = 2,93 0,062
395 Acido Succinico =2,7 0,056
Acido Latico = 12,0 0,252
Etanol = 5,61 0,118

Altas concentragdes de inibidores produzidos pelo processo de explosdo a vapor

comos cavacos de P. taeda, nas condigGes usadas, restringiram o crescimento das cepas
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R. formosa 28 422, R. oligosporos 3267, R. sp 25 975 ¢ R. oryzae 28 627, que nio
produziram biomassa, ou seja tiveram o seu crescimento inibido em tais condi¢es. Todas
as outras cepas além de biomassa, caracterizando o crescimento, assimila¢do € o consumo
do substrato, produziram também pequenas quantidades de varios 4cidos organicos e
etanol. Somente as cepas R. arrhizus 16 179 e R. arrhizus 28 425, produziram quantidades
importantes de acido fumdrico, mas em associa¢do com 4cido succinico e acido acético
(tabela 16, figuras 21 e 22). No caso do R. arrhizus 28 425, foi também observada a
produgdo de 4cido malico. As cepas R. arrhizus 16 179 e R. arrhizus 28 425 produziram
também quantidades significativas de etanol, enquanto as cepas R. oryzae 395 ¢ R
circicans 1475, produziram quantidades expressivas de acido latico. A partir deste estudo
foi possivel identificar a cepa R. oryzae 395, como sendo a melhor produtora de um

metabolito de interesse, o acido latico.

TABELA 17: Resultados da fermentacéo liquida de hidrolisado hemicelulésico de E.

viminallis, com Rhizopus. Teor de agicar redutor no substrato = 56,5 g/L

Cepas PH Acucar Redutor | Metabélitos Produzidos Fator de Conversdo
Final Residual (g/L) Subst. / Produto
g/L) Ysrp
R. delemar | 6,3 22,84 Acido Malico = 3,42 0,102
34612 Acido Succinico = 1,3 0,039
Acido Acético = 4,9 0,146
Etanol = 6,3 0,187
R. arrhizus | 6,4 31,38 Acido Malico = 2,05 0,082
28 425 Ac. Succinico= tragos -
Acido Acético = 4,6 0,183
Etanol = 3,37 0,134
R. arrhizus | 6,0 14,74 Acido Malico = 3,22 0,077
2582 Acido Succinico = 1,7 0,041
Acido Acético = 5,5 0,132
Etanol = 0,98 0,023
R. oryzae 7,5 13,23 Acido Malico = 12.24 0,283
395 Acido Fumarico = 3,54 0,082
Acido Acético = 4,25 0,098
Etanol = 2,98 0,069

Quando o hidrolisado hemicelulésico derivado de cavacos de E. viminallis foi usado
como substrato para a fermentagdo com as cepas de Rhizopus, observou-se que somente 4
cepas apresentaram crescimento em termos de biomassa (tabela 17). Em todos os casos,

uma boa produgéo de acido acético foi observada. A cepa R. delemar 34 612 produziu uma
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quantidade consideravel de etanol. O hidrolisado hemicelulésico de E. viminallis, mostrou
ser um excelente e promissor substrato para a produgdo de 4acido malico pela cepa R.
oryzae 395. As cepas R. circicans 1475, R. arrhizus 16 179, R. formosa 28 422, R.
oligosporos 3267, R. sp 25 975, R. oryzae 28 627 e R. oryzae 28 168 ndo apresentaram
crescimento (figuras 23 e 24), indicando que foram inibidas por substincias téxicas

presentes no hidrolisado e geradas pelo processo de explosdo a vapor.

TABELA 18: Resultado da fermentagcio liquida de hidrolisado hemicelulésico de M.
scabrella com Rhizopus. Teor de Agiicar redutor no substrato = 57,5 g/L.

Cepa PH Aglucar Redutor | Metabolitos Produzidos Fator de Conversdo
Final Residual (g/L) Substrato / Produto
(g/L) Ysp
R. circicans | 7,4 25,13 Acido Succinico = 2,85 0,088
1475 Acido Latico = 7,31 0,226
Acido Acético = 5,21 0,161
Etanol = 4,52 0,139
R. arrhizus | 6,1 27,46 Acido Succinico = 3,2 0,107

16179 Acido Latico = 1,46 0,049
Acido Fumarico = 0,7 0,023
Acido Acético = 5,2 0,173
Etanol = 2,04 0,068
R. delemar | 6,3 22,4 Acido Succinico = 0,9 0,025
34612 Acido Acético = 4,07 0,116
Etanol = 2,1 0,060
R. arrhizus | 6,4 7,86 Acido Succiico = 1,63 0,033
28 425 Acido Fumérico = 1,73 0,035
Acido Acético = 5,3 0,107
Etanol = 2,3 0,046
R. formosa | 5,8 19,76 Acido Succinico = 1,76 0,047
28 422 Acido Fumarico = 1,93 0,051
Acido Acético =2,9 0,077
Etanol=1,8 0,048
R. arrhizus | 6,0 15,15 Acido Succinico = 3,66 0,086
2582 Acido Acético = 4,19 0,099
Etanol = 2,7 0,064
R oryzae | 1.5 22,11 Acido Acético = 5,3 0,149
395 Etanol = 4,8 0,136

Compostos toxicos aos microrganismos, gerados no processo de exploséo a vapor
presentes no hidrolisado hemiceluldsico de M. scabrella, impediram o crescimento de 4 das
cepas testadas (Tabela 18). Assim as cepas R. oligosporos 3267, R. sp 25 975, R. oryzae 28

627 ¢ R. oryzae 28 168, nido apresentaram formagdo de biomassa na fermentagdo do
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hidrolisado hemicelulosico de M. scabrella, ndo sendo capazes de assimilar o substrato
(figuras 25 € 26). As cepas R. circicans 1475, R. arrhizus 16 179, R. arrhizus 28 425 ¢ R.
oryzae 395, produziram também 4cido acético. Em todas as fermentagSes, etanol foi
produzido em pequenas quantidades e somente a cepa R. circicans 1475, produziu uma

pequena quantidade de acido latico, considerada ndo atrativa para uma futura otimizagéo.

O grafico, para os dados das fermenta¢Ges com o hidrolisado de Pinus taeda tem-se:

12 +

B Ac.Succinico
H Ac.Malico
CAc.Latico

£ Ac.Fumarico
MW Ac.Acético
Etanol

TRORHUEE

PR SR RN A

11|

il

R.1475 R.16179 R.34612 R.28425 R.28422 R.3267 R.25975 R.2582 R.28627 R.28168 R.395

FIGURA 21: Metabélitos produzidos na fermentagio do hidrolisado de Pinus taeda

com Rhizopus. Concentracio de ac¢icar redutor no hidrolisado = 56,55 g/L.
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R.1475 R1619 R34612 R28425 R28%42 R3267  R25975 R2582 R28627 R28168 R39%

FIGURA 22: Concentragiio de acicar redutor residual e biomassa produzida na

fermentagio de hidrolisado de Pinus taeda com Rhizopus.
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Para os dados referentes as fermentagdes com o hidrolisado de FEucalyptus

viminallis tem-se:

14

121+
1 Ac.Succinico
10 + B Ac.Miico
0 Ac.Ldtico
8+ . |@ Ac.Fumérico
B Ac Acético
671 Bandl
41
"‘é i
04 |

R1475 R16179 R34612 R28425 R2842 R3%67 R25975 R2582 R28627 R28168 R3%

FIGURA 23: Metabolitos produzidos na fermentagiio do hidrolisado de Eucalyptus

viminallis com Rhizopus. Concentragio de agicar redutor no substrato = 56,5 g/L.
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FIGURA 24: Concentragiio de agucar redutor residual e biomassa produzida na

fermentacio de hidrolisado de Eucalyptus viminallis com Rhizopus.
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Para os dados referentes as fermentagdes com o hidrolisado de cavacos de Mimosa

scabrella tem-se:

8-
O
64
mAc.Succinico
5¢ | |mAcMiico
4 ' |oAcLsico
| |DAcFudico
3! | |mAcAodtico
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FIGURA 25: Metabdélitos produzidos na fermentacéio do hidrolisado de Mimosa

scabrella com Rhizopus. Concentragio de agicar redutor no hidrolisado = 57,5 g/L.
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FIGURA 26: Concentragio de aciicar redutor residual e biomassa produzida na

fermentacio de hidrolisado de Mimosa scabrella, com Rhizopus.
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4.3 Selecdio do Metabdlito

A partir dos resultados obtidos anteriormente, referente aos experimentos realizados,
foi possivel selecionar o melhor substrato: o hidrolisado de cavacos de Pinus taeda, € o
fungo Rhizopus oryzae 395, para estudos posteriores de otimizag¢do de condi¢des de cultura,
com vistas & produgdo de é4cido latico. Verificou-se que o hidrolisado de Pinus taeda
proporcionou ao fungo Rhizopus oryzae 395, as condigdes basicas de substrato para uma
boa produgdo do 4cido ltico. Os agucares redutores presentes em solug@o sfo basicamente
xilose e glucose, perfeitamente assimilaveis por este fungo, conforme ja verificado por

SOCCOL, 1992. Além disso, este metabdlito, apresenta grande importancia comercial.
4.4. Plano Fatorial de Otimizagéo

Para incrementar a produtividade de acido latico, ou seja, aumentar a concentragio
de 4cido latico no caldo de fermentagdo e obter menores valores de biomassa e etanol, as
condi¢bes de cultura foram otimizadas usando a planificagdo experimental. De estudos
anteriores, conclui-se que tempos de fermentagdo apds a adigdo do carbonato de calcio
maiores que 72 horas nio eram eficientes (SOCCOL, 1994). Portanto o tempo de

fermentagdo foi definido com base nestes estudos.
4.4.1 Planificagéo Experimental 1: 2>

Nesta primeira planificagdo experimental, cinco fatores foram escolhidos para serem
testados: concentragdo do substrato, agitagdo, quantidade de agente neutralizante
(carbonato de cdlcio) adicionado ao frasco de fermentagdo, relagdo carbono/nitrogénio e
relagdo carbono/fosforo, distribuidos em dois niveis com ponto central. O experimento foi
fracionado com cinco repeticbes do ponto central. Os fatores com seus valores reais e

codificados foram mostrados na tabela 12.

As respostas medidas foram concentragéo de acido latico, biomassa produzida e

concentragio de etanol, e os resultados estdo apresentados na tabela 19.
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TABELA 19: Planificacio experimental usada para otimizar a produgio de acido
latico a partir de hidrolisado hemicelulésico de P. taeda, com R. oryzae 395.

Fatores Experimentais Varidvel Resposta
Teste | Concent. |Agitagdo | CaCO; Relagéo Relagdo | Acido Biomassa | Etanol
Substrato | (rpm) Adicion. | C/N C/p Latico (g/L) (g/L)
(gL) (g/frasco) @L)
1 97 205 2 47,5 407,5 7,85 7,99 11,68
2 82 180 1 38,0 680,0 5,33 10,61 6,62
3 112 180 1 38,0 135,0 0,00 6,08 1,13
4 82 230 1 38,0 135,0 15,39 10,44 9,62
5 112 230 1 38,0 680,0 0,00 0,00 0,00
6 97 205 2 47,5 407,5 3,93 831 13,51
7 82 180 3 38,0 135,0 6,29 11,30 5,54
8 112 180 3 38,0 680,0 0,00 6,22 4,33
9 82 230 3 38,0 680,0 7,01 13,18 2,76
10 112 230 3 38,0 135,0 0,00 0,00 0,00
11 97 205 2 47,5 407,5 7,60 9,76 7,94
12 82 180 1 57,0 135,0 0,00 8,09 11,61
13 112 180 1 57,0 680,0 0,00 0,00 0,00
14 82 230 1 57,0 680,0 7,88 9,58 11,50
15 112 230 1 57,0 135,0 0,00 0,00 0,00
16 97 205 2 47,5 407.,5 7,20 10,14 5,91
17 82 180 3 57,0 680,0 0,00 8,30 7,60
18 112 180 3 57,0 135,0 0,00 0,00 0,00
19 82 230 3 57,0 135,0 0,00 0,00 0,00
20 112 230 3 57,0 680,0 0,00 | 0,00 0,00
21 97 205 2 47,5 407,5 8,48 8,53 4,56

Os resultados obtidos para a concentragdo de acido latico, de biomassa e de etanol
produzidos foram submetidos & andlise por superficie de resposta, € a analise estatistica,

para se verificar quais os fatores mais importantes em cada variavel resposta.

As andlises através do grafico PARETO, mostradas nas figuras 27, 28 e 29,
forneceram os seguintes resultados com relagdo aos fatores significativos para cada variavel

resposta:
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Acido Latico
2**(5-1) design; MS Residual=3,18427
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FIGURA 27: Grifico PARETO para a produgio de icido latico na planificacdo
experimental 1, na fermentagéio de hidrolisado hemicelulésico de P. taeda com
R. oryzae 395.
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FIGURA 28: Grifico PARETO para a produgio de biomassa na planificacio
experimental 1, na fermentacio de hidrolisado hemiceluldsico de P. faeda com
R. oryzae 395.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Etanol
2**(5-1) design; MS Residual=14,36979
DV: Etanol
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FIGURA 29: Grafico PARETO para a produgio de etanol na planifica¢do
experimental 1, na fermentacdo de hidrolisado hemicelulésico de P. taeda com
R. oryzae 395.

A partir do grafico PARETO para o 4cido latico (figura 27), que analisa a proporgédo
de influéncia de cada fator na varidvel resposta, pode-se concluir que a concentragdo do
substrato (fator A) e a relagdo C/N (fator D) sdo os dois fatores mais importantes na
defini¢do das melhores condi¢des para a produgéio de acido latico, assim como a interagéo
dos mesmos (fator AD). O nivel de agitagdo (B), a quantidade de carbonato de calcio
adicionada aos frascos de fermentaggo (C), bem como as interagdes de primeira ordem entre
as variaveis estudadas, ou seja AB, DE, BC ¢ AC, mesmo sendo ndo significativas ao nivel

de 5 %, foram consideradas para na andlise de varidncia (ANOVA) a seguir.

Eliminando os efeitos ndo significativos, a saber CE, BD, AE, BE, CD, bem como a
variavel testada relagdo C/P (E), e submetendo-se os valores de acido latico produzido a
analise de varidncia, obtém-se a tabela ANOV A (tabela 20).
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TABELA 20: ANOVA para o 4cido litico produzido no planejamento experimental 1.

Fator Soma de Graus de Médias razdo F valor P
Quadrados Liberdade =~ Quadradas

A :concsubs. 109,726 1 109,726 34,46 0,0042 *
B: agita¢do 21,762 1 21,762 6,83 0,0592 ™
C: CaCO;adic 14,631 1 14,631 4,59 0,0987 ™
D: razio C/N 42,706 1 42,706 13,41 0,0215 °
AB 21,762 1 21,762 6,83 0,0591 ™
AC 14,631 1 14,631 4,59 0,0987 ™
AD 42,706 1 42,706 13,41 0,0215 °®
BC 18,533 1 18,533 5,82 0,0734 ™
DE 18,533 1 18,533 5,82 0,0734 ™
Teste da curvat 74,870 7 10,696 23,09 0,0086 °
Erro Puro 12,712 4 3178
Total (corr.) 392,557 20
R? 0,96756
Onde:

F = razfo entre a variabilidade entre amostras e a variabilidade dentro da amostra.
P = nivel de significincia no intervalo de probabilidade escolhido (5 %).

R? = fator de correlagdio para o ajuste da equagdo calculada a superficie de resposta
" = fator ndo significativo.

= fator significativo.

O coeficiente de correlagio para esta anilise (R* = 0,96756) foi considerado
satisfatorio para este tipo de experimento. Confirmando os resultados obtidos na analise por
PARETO, os fatores significativos ao nivel de 5 % de significncia foram, a concentragéo
de substrato, a raz8o C/N e a interagio entre os mesmos. Entretanto os outros efeitos
considerados para a analise da ANOVA, foram também considerados para a andlise de
regressdo. Assim, a equagdo de regressdo que melhor se ajusta aos dados do experimento
definidos na tabela 20, com relagdo a produgdo de é4cido latico em fungéio dos fatores

significativos definidos na tabela ANOVA ¢é:
Ac. Latico Prod. (g/L) = 12,4913 - 0,2182 A + 0.4689B + 1,5579C -1,2909 D

- 0,0031 AB + 0,0637 AC + 0,0115 AD - 0,0431 BC + 0.0004 DE

Onde: A, B, C, D e E sio os valores codificados para os fatores.
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As superficies de resposta em fungfo dos varios fatores experimentais testados sdo:

Fitted Surface; Variable: Accido Latico (g/L)
2**(5-1) design; MS Pure Ermror=3,18427
DV: Acido Latico (g/L)
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FIGURA 30: Superficie de resposta e grifico de contorno para a producio de dcido
iatico em func¢io da concentraciio de substrato e do nivel de agitacio, na planificacic

experimentai 1: 2*7
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Fitted Surface; Variable: Acido Lético (g/L)
2**(5-1) design; MS Pure Error=3,18427
DV: Acido Latico (g/l.)
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Fitted Surface; Variable: Acido Latico (g/L)
27(5-1) design; MS Pure Error=3,18427
DV: Acido Latico (g/L)
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FIGURA 31: Superficie de resposta e grifico de contorno para a producio de dcido
iatico, em fungiio da concentraciio de substrato e da quantidade de CaCQ; adicionado

S-1

por frasco, na planificacio experimental 1: 277,
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Fitted Surface; Variable: Acido Lético (g/L)
2*%(5-1) design;, MS Pure Error=3,18427
DV: Acido Latico (g/L)

By cong L O

Fitted Surface; Variable: Acido Latico (g/L)
2**(5-1).design; MS Pure Etror=3,18427
DV Aacido Latice (g/L)
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FIGURA 32: Superficie de resposta e grafico de contorno para a produgiio de dcido
latico, em fun¢io da concentragio do substrato e da relagido C/N, na planificacio

experimental 1: 2 %,
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33: Superficie de resposta e grifico de contorno para a producio de dcido

fatico, em func¢io da concentragiio do substrato e da relagie C/P, na planificacic

: s
experimental 1: 237,
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Para a produgdo de biomassa e de etanol, foram consideradas apenas as superficies

de resposta para os fatores mais significativos (figuras 34 a 37).

Fitted Surface; Variable: BIOMASSA (g/L)
2%%(5-1) design; MS Pure Error=,8868128
DV: BIOMASSA (g/L)

() HESTRONR

FIGURA 34: Superficie de resposta para a producio de biomassa, em fungio da
concentracio do substrato e da relagio C/N, na planificacido experimental 1: 2 oL
Fitted Surface; Variable: BIOMASSA (g/L)

2¥%(5-1) design; MS Pure Error=,8568128
DV: BIOMASSA (g/t.)

B SO

JLIN ]

FIGURA 35: Superficie de resposta para a producio de biomassa, em funcio da

concentraciio do substrato e do nivel de agitagiio, na planificaciio experimental 1:2 >,
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Fitted Surface; Variable: ETANOL (g/L)
2**(5-1) design; MS Pure Error=14,36979
DV: ETANOL (g/L)

QR OWIR

FIGURA 36: Superficie de resposta para a produgio de etanol, em funcio da
concentragiio do substrato e da quantidade de CaCOQOj; adicionada por frasco, na

planificacio experimental 1: 2 5,

Fitted Surface; Variable: ETANOL {(g/L)
2**(5-1) design; MS Pure Error=14,36979
DV: ETANOL (g/L)

ORI E

FIGURA 37: Superficie de resposta para a produgio de etanol, em fun¢io da

concentraciio do substrato e do nivel de agitagiio, na planificagio experimental 1:2 >,
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Nos graficos mostrados nas figuras 30, 31, e 32, observa-se a maior produgdo de
4cido latico no nivel baixo de concentragdo de substrato adotado na planificagdo
experimental (82 g/L), tendendo a aumentar em 75 g/L conforme proje¢do estatistica do
programa “statistica”. Observa-se na figura 30 que existe um aumento na produgdo de 4cido
latico, com o aumento do nivel de agitagdo. A figura 31 mostra que ocorre um pequeno
aumento da varidvel resposta com a diminui¢do da quantidade de carbonato de cdlcio
adicionado aos frascos de fermentag@o. Da mesma forma, observa-se na figura 32 que existe
um aumento na produgéo de acido latico quando foram usados valores menores de relagdo
C/N, mostrando que nesta regido de trabalho, existe uma proporcionalidade entre a
biomassa formada e a quantidade de 4cido latico produzido. A figura 33 confirma que a
relagdo C/P ndo ¢é significativa na produgdo de acido latico, pois para todos os valores
testados de relagdo C/P a resposta de acido latico produzido ndo variou. No gréfico
mostrado na figura 33 a produgéio de 4cido latico foi fungdo somente da concentragdo de

substrato.

Nio se conseguiu uma produgdo maior de 4cido latico nos niveis altos de
concentragdo de substrato provavelmente devido aos altos teores de inibidores (furfural e
hidroxi-metil furfural) presentes no caldo de fermentagdo, a ponto de ndo permitir o
crescimento do fungo quando o hidrolisado é concentrado a valores de agticar redutor maior
que 100 g/L. Observa-se nas figuras 34 e 35 que a produgdo de biomassa, significando
crescimento microbiano, tem resposta estatistica negativa quando a concentragdo de
substrato atinge valores acima de 110 g/L. De fato os valores medidos relacionados na

tabela 19 mostram esta tendéncia.

A variagio da quantidade de biomassa em fung#io da concentragdo do substrato e da
relagdo C/N mostrada na figura 34, é idéntica a variagéio da produgdo de é4cido latico, em
relagdo a estes mesmos pardmetros, como mostra a figura 32, evidenciando uma variagdo
diretamente proporcional entre a produgdio de biomassa e a produgdio de acido latico.
Entretanto sabe-se que quando se utiliza valores da relagdo C/N baixos, menores que 14,
por exemplo, a formagdo de biomassa € favorecida, o substrato ¢ utilizado

preferencialmente neste processo, e a produgdo de metabolitos fica prejudicada.
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Neste experimento verificou-se também que a produgdo de biomassa aumenta com a
diminuigéio da relagdo C/N, ou seja, com concentragdes maiores de nitrogénio no meio, o
que teoricamente favorece a produgdo de biomassa; entretanto a diferenga observada neste
experimento mostrada na figura 34, atribui-se ao fato de que a concentragdo do meio afeta

de modo intenso o crescimento microbiano, e é o fator limitante do processo.

A produgdio de etanol, metabdlito indesejavel no processo de produgdo de 4cido
latico, pois consome substrato, foi maior com valores menores de concentragio de substrato
conforme mostrado nas figuras 36 e 37. Os demais fatores estudados foram nio
significativos na produgdo deste metabdlito. Com niveis de agitacdo maiores, esperava-se
uma diminui¢do na produgéo de etanol, ja que este é um produto do metabolismo anaerdbio
do fungo, e agitagdes maiores significam maiores indices de transferéncia de oxigénio.
Entretanto, na fermentagdo em frascos tipo erlenmeyer, devido a falta de turbuléncia
verificou-se a formagdo de grandes massas compactas com o micélio fiingico, o que impede
a eficiente difusdo do oxigénio até as suas regifes interiores, onde certamente ocorre a

predominéncia de reagdes anaerébias com a produggo de etanol.

Como a resposta 6tima de produgdo de acido latico mostrou uma tendéncia de estar
localizada nos arredores da regifio testada, uma nova planificagdio experimental foi feita.
Como niveis maiores de agitagéo estavam limitados pelo equipamento, € a relagdo C/P bem
como a quantidade de carbonato de célcio adicionada aos frascos de fermentagdo, foram
fatores ndo significativos na varidvel resposta, estes fatores experimentais foram mantidos
constantes, (agitagéo = 230 rpm, C/P = 680 g atom/g atom e 2 g de CaCOs/frasco) e apenas

a concentragdo de substrato e a relagdo C/N foram testadas.

4.4.2 Planificagéio Experimental 2: 3°

Utilizou-se uma planificagdo experimental 3%, com dois fatores (concentragio do
substrato e relagdo C/N) em trés niveis, para continuar a otimizagéo da produgdo de acido
latico, a variavel resposta principal do experimento. Foram também avaliadas a produgdo de
biomassa e de etanol como varidveis resposta secundarias. Os valores reais e codificados

das varidveis experimentais estdo mostrados na tabela 13.
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O experimento foi feito em duplicata. Os valores das varidveis experimentais bem

como das varidveis resposta estdo na tabela 21.

TABELA 21: Planejamento experimental para incrementar a producio de dcido
latico a partir de hidrolisado hemicelulésico de P. faeda com fungo R. oryzae 395.

Fatores Experimentais Varidvel Resposta
Concentragéo Relagéo Acido Latico Biomassa Etanol
do Substrato C/N (g'L) (g'L) (g/L)
@/L)
1 65 40 15,082 ; 8,763 3,902 ; 4,288 0,54 ; 0,00
2 65 55 14,896 ; 13,694 3,002 ; 4,020 291 ; 0,67
3 65 70 8990 ; 8,120 3,650 ; 3,288 0,00 ; 0,00
4 76 40 13,190 ; 14,874 4,344 ; 3,780 4,66 ; 2,50
5 76 55 16,570 ; 13,290 3,036 ; 2,804 3,36 ; 5,06
6 76 70 10,313 ; 19,099 2,420 ; 2,316 5,69 ; 7,76
7 86 40 19,784 ; 16,555 3,590 ; 3,830 6,75 ; 1,15
8 86 55 0 0 0 0 0 0
9 86 70 0 0 0 0 0 0

Os valores obtidos foram submetidos a andlise estatistica com avaliagdo por

superficie de resposta. A anélise do grafico PARETO, mostra os fatores mais significativos

para a produgdo de 4cido latico (figura 38).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: AC LATICO
2 3-level factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Pure Error=7.963664

DV: AC LATICO

p=.05
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FIGURA 38: Grafico Pareto para a produgiio de dcido latico na planifica¢io

experimental 2
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Os resultados obtidos para a produggo de 4cido latico na planificagdo experimental 2,

foram também submetidos & andlise de varidncia (ANOVA), cujos resultados estdo

apresentados na tabela 22.

TABELA 22: ANOVA para a produgio de 4cido latico na planificacdo experimental 2

Fator Soma dos Graus de Mediados  Razdo -F Valor P
Quadrados  Liberdade Quadrados

A:conc.subs L 91.8865 1 91.8865 11.5382 0.00791 °*
A: Q 131.4386 1 131.4386 16.5048 0.00283 °
B: rel. C/NL 145.0883 1 145.0883 18.2188 0.00209 °®
B: Q 8.8705 1 8.8705 1.1139 031875 ™
AB 320.3671 4 80.0918 10.0572 0.00223 °
Erro Puro 71.6730 9 7.9637
Total (corr.) 769.3239 17
R? 0.90684
Onde:

F = razio entre a variabilidade entre amostras e a variabilidade dentro da amostra.

P = nivel de significdncia no intervalo de probabilidade escolhido (5 %).

R? = fator de correlagdo para o ajuste da equagio calculada a superficie de resposta

" = fator ndo significativo.

® = fator significativo.

Da andlise estatistica dos dados obtidos para a produgdo de éacido latico, pode-se

concluir que a concentragio de substrato e a relagdo C/N sdo de fato os dois fatores que

definem a fermentagdo e que estes fatores atuam sinergisticamente, ou seja estdo inter-

relacionados pois a interagfo entre estes dois fatores ¢ significativa.

O fator de correlagdo obtido na analise estatistica ANOVA, (R* = 0,90864) pode

ser considerado satisfatorio para este tipo de experimento. Os fatores significativos ao nivel

de 5 % foram a concentragdo do substrato, a relagio C/N e a interagéo sinergistica dos

mesmos. Somente o efeito quadratico do fator B: Relagdo C/N foi ndo significativo.

Assim, a equagdo de regressdo para a produgfo de 4cido latico que melhor se ajusta

aos dados do experimento € a equagéo 8:
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Ac. Litico Prod. (g/L) = 23,8029 - 7,2039 A + 0,537 A>+ 8,0873 B - 0,566 B>+
+ 0,0248AB  (8)

Onde: A e B sdo os valores codificados para os fatores.

Os graficos de superficie de resposta para as variaveis resposta avaliadas, produgio
de 4cido latico, produgfio de biomassa e produgfo de etanol em fungfio dos fatores

experimentais avaliados, concentragdo de substrato e relagdo C/N, na planificagéo
experimental 2 sdo mostrados nas figuras 39 a 41:

Fitted Surface; Variable: AC.LATICO
2 3-level factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Pure Error=7.963664
DV: AC LATICO

(®) OD\N N

FIGURA 39: Grifico de Superficie de Resposta para a producéo de acido latico na

planifica¢iio experimental 2
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Fitted Surface; Variable: BIOM
2 3-level factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Pure Error=.0975944
DV: BIOM

(B WO

RIRECOORANN

FIGURA 40: Grafico de Superficie de Resposta para a produgio de biomassa na

planificagiio experimental 2

Fitted Surface; Variable: ETAN
2 3-level factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Pure Error=2.694983
DV: ETANOL
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FIGURA 41: Grifico de Superficie de Resposta para a produgiio de etanol na

planificac¢iio experimental 2
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Da anilise da figura 40, verificou-se que a minima produgdo de biomassa esta
localizada na dire¢do de maiores relagdes C/N (70), e de maxima concentragiio de substrato
(86 g/L). Mas esta ¢ também uma regifio onde ocorre a minima produgdo de 4cido latico
(figura 39), por ser uma regifo muito instdvel quanto ao crescimento microbiano, fato
atribuido a alta concentragdo de substincias inibidoras no substrato. Estes dados também
confirmam a tendéncia de proporcionalidade entre a produ¢io de biomassa e de acido latico
verificada anteriormente. Assim, conclui-se que, as produgdes de 4cido latico tendem a ser
maiores para relagdes C/N menores (50 - 55), havendo assim suficiente biomassa
produzida, e com concentragdo de substrato em torno de 74 g/L (figura 39). Nesta regido

ocorre uma baixa produgéo de etanol (figura 41).

SOCCOL et alii, (1994a), trabalhando com fermentag&o no estado sélido, utilizaram
como substrato bagago de cana impregnado com solugdo nutritiva a base de glucose na
presenca de carbonato de calcio. Neste estudo conseguiram produzir 137 g/L. de acido L(+)-
latico partindo de 180 g/L de glucose, com a cepa R. oryzae NRRL 395. Em fermentagéo
submersa, utilizando o mesmo microrganismo, produziram 93,8 g/L. de 4cido L(+)-latico

partindo de 120 g/L de glucose.

HAMMAMCI et alli, (1994) utilizando células de R. oryzae imobilizadas em
alginato de célcio produziram 73 g/L de acido L(+) latico partindo de uma concentragéo de

glucose de 150 g/L, em fermentagéo de 44,5 horas.

MAYERHOFGF et alii (1996), testando varias cepas de leveduras, produziram com a
Candida guilliermondii 25,4 g/L de xilitol a partir de 75,8 g/L de agucar redutor (glucose e

xilose) de hidrolisado hemicelul6sico de palha de arroz.

Foi realizada uma nova planificagdo experimental 3> com dois fatores distribuidos
em trés niveis, a saber: Relagdo C/N 30, 55 e 70 g atom/g atom, e carbonato de célcio
adicionado por frasco 1, 2 e 3 g/frasco. A finalidade foi de avaliar a previsdo estatistica
evidenciada na Figura 39, que mostra a tendéncia de maior produgéo de 4cido latico para

concentragdo de substrato de 90 g/L e relagdo C/N de 35 g atom /g atom.
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Entretanto neste experimento, nio se verificou crescimento em nenhum dos
tratamentos testados, mostrando que o crescimento microbiano é fortemente dependente da
concentragdo do meio. Ou seja, a concentrag@o de aguicares redutores de 90 g/L, leva a uma
concentragdo de inibidores grande no caldo de fermentagdo a ponto de ndio permitir o

crescimento microbiano.

Na planificagéo experimental 2, dos trés experimentos testados com concentragdo de
substrato de 86 g/L , apenas em um deles houve crescimento fiingico (tabela 21), mostrando
que esta é de fato uma regido de trabalho onde a concentragdo de substrato torna as
condi¢des de fermentagdo bastante instaveis. O fato é atribuido a presenga no meio de
substdncias toxicas ao metabolismo microbiano, geradas no processo de preparo do
substrato por explosdo a vapor e que s3io concentradas juntamente com os agucares
redutores do hidrolisado de madeira, conforme relatado por NIELSEN et alii (1997).

Na planificagdo experimental 1, conforme mostrado na tabela 19, houve um bom
crescimento microbiano e uma boa produgéo de acido latico para concentragéo de substrato
de 97 g/L. Apenas com concentragéo de agucares redutores de 112 g/ o crescimento
microbiano ficou prejudicado. Pode-se concluir que havia uma concentragdo de inibidores
maior no hidrolisado utilizado na planificagéio experimental 2. Isto ¢ atribuido ao fato de que
o hidrolisado usado na planificagdo experimental 1 foi produzido tratando-se a madeira a
205° C por 5 minutos, e no preparo do hidrolisado usado na planificagdo experimental 2, a
temperatura do reator atingiu 210° C. Isto conforma o fato descrito por RAMOS et alii
(1992b), onde a concentragdo de substdncia inibidoras geradas no processo de explosdo a
vapor, devido a decomposi¢do da lignina e dos agicares da hemicelulose, aumenta com o

aumento da drasticidade das condi¢Ges usadas no processo de preparo do hidrolisado.

4.5 Cinética de Crescimento e Producéio de Metabélito

Foi realizado um estudo cinético, com a finalidade de melhor caracterizar o processo
fermentativo nas condi¢gdes definidas como Otimas para a produgdo do acido latico, de
forma a acompanhar a evolugdo dos pardmetros importantes da fermentagdo: consumo do
substrato, formagdo de biomassa e produgdio do &cido latico. Devido a diferenca de

comportamento na fermentagdo do hidrolisado obtido a 205° C e a 210°C, com a finalidade
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de comparago, a cinética foi realizada com os substratos produzidos nas duas temperaturas,

sendo que a fermentagdo foi processada nas mesmas condiges.

As condigdes utilizadas foram: concentragido de substrato de 75 g/L, relagdo C/N 50,
quantidade de carbonato de calcio adicionado 2 g/frasco e 230 rpm e mantidas constantes

nas duas fermentagdes.

A figura 42 apresenta a cinética do hidrolisado obtido a 210°C, com as curvas de
crescimento microbiano, consumo de substrato e producgdo de acido latico, em fungdio do

tempo de fermentag@o.

80 - 14
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& 8
5 40 + 5 :ﬁ\
3 30 ¢ 3
[ 14 s
5 20 ¢
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FIGURA 42: Cinética da fermentagio do hidrolisado de P. faeda, obtido submetendo-

se os cavacos de madeira a 210° C por S minutos.
A adigdo do carbonato de calcio foi feita 48 horas (tempo = 2 dias) apds a

inoculagdo, tempo necessario para a adaptacdo ao meio e germinagdo dos esporos para a

formag@io de biomassa. Neste tempo ainda n3o era observado crescimento do fungo. O
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crescimento (formagdo de biomassa) comegou a ser observado lentamente no decorrer das

primeiras 12 horas apds a adi¢do do carbonato de calcio.

Observou-se que o crescimento do fungo R. oryzae 395 foi bastante lento, com uma
fase lag de 2,5 dias. Apos este periodo, verificou-se um crescimento constante até o sexto
dia de acompanhamento da fermentagio, quando atingiu uma concentragdo final média de

biomassa de 7,59 g/L .

Isto confirma o tempo de fermentagio 6timo adotado considerando-se um periodo de
48 horas de adaptagdo do microrganismo ao substrato e mais 72 horas de crescimento e

produgdo de metabdlitos, pois nas 24 horas seguintes tanto crescimento como produgdo de

acido latico foram inferiores comparados ao inicio da fermentago.

A producdo do 4cido latico tem inicio 12 horas apés a adicdo do agente
neutralizante, o carbonato de calcio. Entre 60 e 120 horas observou-se um incremento
importante na concentragdo de acido latico no meio de fermentag@o que passou de 0 a 12,95
g/L. Entre 120 e 144 horas de fermentacéio observou-se uma queda de produtividade do
acido latico, mostrando uma limitagdo no metabolismo do fungo, provavelmente devido a

uma diminui¢ido da concentragdo do substrato utilizivel, embora o teor de agticar redutor

residual possa ser considerado ainda alto.

O teor de agticar redutor residual diminuiu constantemente ao longo da fermentagéo,
sendo que quando a mesma foi interrompida, havia ainda muito agucar nio utilizado no

meio (30,2 g/L), mostrando que este estava bastante toxico e adverso ao microrganismo.
A figura 43 apresenta a cinética do hidrolisado obtido a 205°C, com as curvas de

crescimento microbiano, consumo de substrato e produgéo de acido latico, em fungdo do

tempo de fermentagdo.
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FIGURA 43: Cinética da fermentagio do hidrolisado de P. faeda, obtido submetendo-

se os cavacos de madeira a 205° C por S minutos.

Observou-se também neste caso uma fase lag de 48 horas, e, a partir da adi¢do do
carbonato de célcio, um crescimento constante da biomassa até o quarto dia de fermentagdo,
permanecendo praticamente constante até o quinto dia. O 4cido latico foi produzido ao
longo de toda a fermentagdo, atingindo uma concentragdo de 19,13 g/L apds 120 horas. O
acucar redutor residual no caldo de fermentagdo diminuiu no decorrer do processo
fermentativo, até a concentragdo de 13,7 g/L, no ultimo ponto acompanhado da

fermentago.

Comparando-se as duas cinéticas, observou-se que na fermentagéio do hidrolisado
produzido a 210° C, o teor de agucar redutor residual foi de 30,2 g/L, maior do que o teor de
agucar redutor residual no final da fermentagdo do hidrolisado produzido a 205° C, que foi
de 13,7 g/L, mesmo considerando-se o fato de que no primeiro caso a fermentagdo foi
acompanhada por 6 dias e no segundo caso por 5 dias.
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No caso da produgdo de biomassa, verificou-se que este pardmetro atingiu o valor de
7,58 g/L no caso do hidrolisado produzido a 210° C, ligeiramente maior do que a biomassa
final produzida na fermentagdio do hidrolisado produzido a 205° C, que foi de 6,77 g/L.

Considerou-se que a diferenga nio foi significativa.

Analisando-se a produgdo do é4cido latico, para o hidrolisado produzido a 210° C,
verificou-se uma produgdo de 12,95 g/L até o sexto dia de fermentaggo, contra 19,13 g/L de
produgdo de acido latico até o quinto dia de fermentago do hidrolisado produzido a 205° C,
mostrando que a produgdo deste metabolito é fortemente afetada pela quantidade de
inibidores que provavelmente estdo presentes no hidrolisado produzido em condi¢Ges de
processamento mais drasticas, ou seja, de temperatura maior, mesmo considerando-se os -

dados da fermentag@o por mais 24 horas.

4.5.1 Fatores de conversdo de substrato em biomassa € em produto

Calculando-se os fatores de conversdo de substrato em biomassa e em é4cido latico
para os dois casos, que estdo resumidos na tabela 23, foi possivel ter uma melhor avaliagdo

do processo fermentativo nas situagdes estudadas.

Da mesma forma o calculo dos pardmetros cinéticos de produtividade de biomassa e
de produto, bem como de consumo do substrato, para as duas cinéticas, resumidos na tabela

24, fornecem uma melhor visualiza¢do das fermentagdes realizadas com os dois substratos.

Mesmo apresentando fatores de conversdo de substrato em produto préximos, a
fermentagdo do hidrolisado obtido a 205° C apresentou um melhor rendimento global,
devido ao melhor aproveitamento do substrato, comparado com o aproveitamento do

substrato da fermentag¢do do hidrolisado obtido a 210° C, que apresentou um teor de agucar

redutor final relativamente alto.
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TABELA 23: Parametros inicial e final, com os fatores de conversio de substrato em

biomassa e em acido litico calculados a partir dos dados finais da cinética da

fermentagiio com os hidrolisados obtidos a 205 e a 210° C.

Hidrolisado obtido a 205° C

Hidrolisado obtido a 210°

C
Agucar Redutor inicial (g/L) 74,58 75,23
Agucar Redutor final (g/L) 13,71 30,21
Agucar Redutor Consumido
na fermentagdo (g/L) 60,87 45,02 -
Biomassa final produzida
(&/L) 6,77 7,58
Fator de conversdo do
substrato em biomassa (Yxs) 0,1112 0,1684
Acido latico produzido
(g/L) 19,12 12,95
Fator de conversdo do
substrato em produto (Ypss) 0,3141 0,2876

A ndo utilizagdo completa do substrato, nos dois casos mostra que a fermentagio

ocorre em condi¢Bes dificeis e instdveis, provavelmente devido a presenga no meio de

substéncias inibidoras e téxicas, geradas no processo de produgdo do hidrolisado a partir da

explosdo a vapor de cavacos de madeira.
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4.5.2 Parametros cinéticos do processo

As velocidades volumétricas de consumo de substrato, de formagdo de produto e de

produgdo de biomassa para as duas cinéticas realizadas estio resumidos na tabela 24.

TABELA 24: Parimetros cinéticos das fermentagdes realizadas com os hidrolisados

obtidos a 205 ea 210°C

Hidrolisado obtido a 205°C | Hidrolisado obtido a 210°C
Parametro Global Ap6s adi¢do Global Apos adi¢do
de CaCO; de CaCO;
Velocidade Volumétrica de
Formag#o de Produto (rp.) 0,1593 0,2656 0,0899 0,1349
(g/Lh)
Velocidade Volumétrica de
Produgéo de Biomassa (ry) 0,0564 0,0940 0,0526 0,0789
(g/Lh)
Velocidade Volumétrica de 0.5073 0,8454 0.3126 04689
Consumo de Substrato (rs)
(gL h)

Para o calculo dos pardmetros cinéticos globais, considerou-se o tempo total de
fermentagdo, 144 horas para o hidrolisado obtido a 210° C e 120 horas para o hidrolisado
obtido a 205° C. Os mesmos parametros foram calculados considerando-se o tempo total de
fermentagio menos 48 horas, tempo em que foi adicionado carbonato de célcio ao caldo de
fermentagdo. Observa-se que, quando a fase lag foi considerada no célculo dos pardmetros

cinéticos, as produtividades sdo sempre menores.
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Observa-se também que as velocidades de formagdo do produto foram muito
maiores na cinética realizada para o hidrolisado obtido a 205° C, (global = 0,159 g/L.h e
apos adigdo do agente neutralizante = 0,2656 g/L.h) do que na cinética realizada com o
hidrolisado obtido a 210° C, (global = 0,0899 g/L.h e ap6s adi¢do do agente neutralizante =
0,1348 g/L.h). Esta diferenga também ocorre quando sdo analisados os dados referentes a
velocidade volumétrica de formagio de biomassa, porém as diferengas ndo sdo muito

significativas.

Analisando-se as velocidades volumétricas de consumo do substrato, observa-se
novamente grandes diferengas. Para o hidrolisado obtido a 205° C a velocidade volumétrica
global de consumo do substrato foi de 0,507 g/L.h, contra 0,3127 g/L.h para o hidrolisado
obtido a 210° C. A diferenga se torna ainda maior quando sfio comparados os valores da
velocidade volumétrica de consumo do substrato calculada apés a adigdo do agente
neutralizante, 0,837 g/L.h para o hidrolisado obtido a 205° C e 0,459 g/L.h para o
hidrolisado obtido a 210° C.

Da analise destes pardmetros conclui-se que a fermenta¢do do hidrolisado obtido a
210° C ocorre com muito mais dificuldade, ou seja, a assimilagéo do substrato pelo fungo é
mais dificil. Esta dificuldade de utilizagdo do substrato € atribuida ao fato de provavelmente
haver no hidrolisado obtido a 210° C, uma concentragdo maior de compostos inibidores e
toxicos ao metabolismo microbiano do que no hidrolisado obtido a 205° C. A formag&o de
compostos toxicos em maior quantidade nos hidrolisados obtidos em condigdes mais
drasticas, (maior temperatura) foi relatada por RAMOS (1992). Da mesma forma a presenca
de compostos tais como furfural, hidroxi-metil-furfural e acido acético provenientes da
degradagdo da hemicelulose em altas temperaturas é amplamente relatado na literatura

(NIELSEN et alii, 1997; AHRING et alii, 1997, SCHMIDT & BJERRE, 1997).

4.5.3 Decaimento da DQO no caldo de fermentagio

Com a finalidade de acompanhar a remogéo da DQO no hidrolisado durante o
processo fermentativo realizaram-se anilises deste parimetro nas amostras coletadas no
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ensaio de cinética realizado com o hidrolisado obtido a 210° C, cujos resultados estio

mostrados no grafico da figura 44.

50000 1 [ [ [ T | T |
0 24 48 72 84 96 120 144
Tempo (h)

—i— DQO (mg/L)

FIGURA 44: Decaimento da DQO, no processo de fermentagio do hidrolisado de P.

taeda obtido submetendo-se cavaco da madeira a 210° C por 5 min.

Observou-se que durante o processo fermentativo existe uma redugdo no teor de
matéria organica no meio, traduzido na redugdo da DQO analisada. Conforme esperado, a
redugdo ndo foi muito alta, passando de 85.000 no tempo zero, hidrolisado antes do inicio
da fermentagdo, para 59.450 ap6s as 144 horas de fermentagéo, apenas 30 %. Isto ocorre
porque, a fermentagdo transforma agticares em metabdlitos também orgénicos, acido latico,
no caso analisado, com isso a redugdo da DQO é devida somente a fragdo de substrato
consumido para a produgdo de células e a fragdo do substrato consumido para a manutengéo
de suas necessidades energéticas. Como a produgdo de células esta limitada pela pequena
quantidade de nitrogénio adicionada ao meio, por imposi¢do do estudo, que tem o objetivo
de controlar a produgdo de biomassa, economizando substrato para a produgdo de

metabélitos, a redugio da DQO também esta limitada.
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5. CONCLUSOES

A partir da fermentag@io com os trés substratos testados, hidrolisado de P. faeda, E.
viminallis ¢ M. scabrella, obtidos submetendo-se cavacos dos trés tipos de madeira ao
processo de explosdo a vapor em condi¢Ses de tratamento semelhantes, 205 °C por 5 minutos,
observou-se que cada substrato forneceu uma resposta diferente em termos de metabdlitos
produzidos e de crescimento com relagdo as varias cepas de Rhizopus testadas. Enquanto
algumas cepas ndo apresentaram habilidade de crescimento, outras cepas se mostraram

eficientes produtoras de biomassa.

Testando-se os hidrolisados hemiceluldsicos de P. taeda, E. vinimallis € M. scabrella,

com teor de agucar redutor em torno de 56 g/L, pode-se concluir que:

e Ascepas R. arrhizus 2582, R. oryzae 395, e R. arrhizus 28 425, se mostraram as
melhores produtoras de biomassa quando o hidrolisado de E. viminallis foi usado,

enquanto a cepa R. arrhizus 2582, cresceu melhor no hidrolisado de P. taeda.

e Ascepas R. oryzae 395 e R. circicans 1475, foram as melhores produtoras de acido
latico quando foi usado o hidrolisado de P. taeda, e a cepa R. oryzae foi a melhor

produtora de 4cido malico quando foi usado o hidrolisado de E. viminallis.

e Altas produgdes de etanol foram alcangadas pelas cepas R. arrhizus 16 179 e R.

arrhizus 28 425, convertendo o hidrolisado hemicelulésico de P. taeda.

A partir dos estudos de otimizagdo realizados utilizando a planificagdo experimental
com analise por superficie de resposta ¢ avaliagdo estatistica do programa “statistica”, pode-se

concluir:
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Embora o hidrolisado hemicelulésico de P. taeda, produzido por explosdo a vapor
a 205 °C mostrou ser biodegradavel e um bom substrato para fermentagio, o
hidrolisado produzido por explosdo a vapor a 210 °C, mesmo sendo biodegradavel,

mostrou ser um substrato de menor qualidade.

O teor de compostos toxicos provavelmente presentes no meio, ndo impediram o
crescimento de algumas cepas testadas, nas concentragGes avaliadas. Entretanto,
concentragdes maiores, em torno de 110 g/L. foram limitantes ao crescimento
fungico para o hidrolisado obtido a 205 °C, e concentragdes em torno de 90 g/L

foram limitantes ao crescimento fiingico para o hidrolisado obtido a 210 °C.

A maior produggo de acido latico por R. oryzae 395, em hidrolisado hemicelulésico
de P. taeda, foi obtida na planificagdo experimental 2, com concentragdo de agucar
redutor no substrato de 86 g/L e relagdo C/N de 40, chegando ao valor de 19,784
g/L. Entretanto, estatisticamente a producdo de 4cido latico tende a ser melhor para

relagdo C/N de 50 e concentragéo de agucar redutor no substrato de 75 g/L.

Das cinéticas realizadas com os hidrolisados hemicelulésicos de P. taeda obtidos a
205 e a 210 °C, concluiu-se que, o hidrolisado obtido na temperatura maior,
apresentou condi¢des qualitativas de composigdo quimica que afetaram de maneira
importante o processo fermentativo, levando a uma menor produgdo de écido

latico.
A remogdo de DQO no processo fermentativo foi pequena devido a limitagéo das

condi¢des de cultivo, que limitou o crescimento microbiano, entretanto uma

redugdo de DQO em torno de 30% foi observada no processo.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos e as observagdes feitas neste trabalho permitem esclarecer muitas
questdes referentes a utilizag@o de hidrolisados de madeira como substrato para processos
fermentativos, e referentes as condigbes de pré-tratamento para obtengdo destes
hidrolisados. Entretanto algumas questdes ainda permanecem por esclarecer e podem servir

como base para futuros trabalhos de pesquisa, como por exemplo:

e O estudo cromatografico dos hidrolisados para determinagdo qualitativa e quantitativa
dos compostos toxicos presentes no mesmos € comparagdo com o caldo fermentado,
para verificar-se eventual consumo destes compostos na fermentagio o que

caracterizaria a detoxificagdo biologica destes hidrolisados.

e O estudo cinético da fermentagdo em fermentador de bancada para que se proceda a
efetiva melhora na oxigenagdo do meio, garantindo processo aerobio, que inibe a

produgdo de etanol, metab6lito ndo desejado no processo.

e Testar agentes quimicos como carvdo ativado, carbonato de calcio e outros, em varias
propor¢des para tentar a detoxificagdo quimica dos hidrolisados, com vistas a

fermentag8o, para melhorar a produgdo do metabélito, o acido latico.

Sugestdes para Trabalhos Futuros
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