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Resumo

O 4cido 2-hidroxipropanoico (4cido latico) possui aplicagcdes na indudstria alimenticia,
sendo utilizado como conservante e acidulante; na industria farmacéutica e cosmética, na
formulacao de logdes e pomadas; e na industria quimica, como matéria-prima na fabricacao

do acido polilatico (PLA), um biopolimero substituto de polimeros de origem fossil.

O é4cido latico pode ser produzido por sintese quimica, mas a via fermentativa tem
recebido muita atencdo por ser uma forma de produgdo menos poluente e ndo dependente de
matérias-primas de origem fossil, além de ser uma maneira de melhor gerir os residuos da
atividade agricola, ja que eles podem servir como fonte de carbono na produgdo

biotecnologica.

Nesse contexto, ¢ importante a otimiza¢do da produgdo do acido latico a partir de
residuos por via fermentativa. Assim sendo, esse trabalho visa avaliar o potencial produtivo
de 4cido latico de diferentes linhagens de lactobacilos, avaliando os pardmetros cinéticos de

crescimento celular com meio sintético e hidrolisado de casca de soja.

Na primeira etapa do trabalho, selecionou-se 0o melhor microrganismo produtor de
acido latico dentre 5 cepas disponiveis, considerando-se o consumo dos trés aglcares:
glicose, xilose e arabinose e avaliando-se o rendimento do produto. Lactobacillus sp.
destacou-se consumindo 83,09 %; 85,08 % e 11,15 % de glicose, xilose e arabinose,

respectivamente, com um rendimento de 0,72 g.g™.

Apo6s, o microrganismo selecionado foi cultivado em meio MRS em diferentes
condi¢des de temperatura e agitagdo com o objetivo de se determinar a melhor condi¢do de
operagdo para produgdo de acido latico, utilizando um planejamento central composto 27
totalizando 10 experimentos. Porém, a variacdo explicada pelo modelo foi de apenas 66%,
com isso, os dados obtidos no planejamento nao foram considerados para as etapas

posteriores do trabalho.

Na ultima parte, foi feita uma comparagdo cinética do meio MRS com o hidrolisado
de casca de soja avaliando-se o crescimento celular, variagdo de pH, consumo de agticares e
producdo de acido latico. Foi observado que no meio MRS, a concentragdo méaxima de acido
latico foi de 6,05 gL', com essa concentragdo atingida em 10 horas e no hidrolisado, a

concentragdo maxima foi de 3,98 g.L"', com essa concentragio sendo atingida em 32 horas.
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1 Introduciao

O 4cido latico possui aplicagdes na industria de alimentos (WEE et al., 2006),
farmacéutica e cosmética (KRISHNA et al., 2018) e serve de matéria-prima para a producao

do PLA, que ¢ um biopolimero substituto de polimeros de origem fossil.

Tendo em mente que a sintese quimica do acido latico € custosa e poluente e pensando
que os recursos fosseis sao finitos, a sua producdo biotecnologica ¢ uma alternativa que vem
recebendo atengdo e sera importante nos proximos anos, ja que ¢ uma maneira de produzir o

acido de maneira limpa a partir de matérias-primas disponiveis e baratas.

Considerando que o Brasil ¢ um dos maiores produtores de soja do mundo
(EMBRAPA, 2019), uma grande quantidade de residuo lignoceluldsico ¢ gerado a cada safra.
Esses residuos possuem uma grande quantidade de celulose, hemicelulose e lignina, devendo
passar por um pré-tratamento com o objetivo de liberar monossacarideos no meio, como
glicose, xilose e arabinose, que podem ser mais facilmente acessados pelos microrganismos
que os utilizam nos seus processos metabolicos, transformando essas fontes de carbono em

acido latico por meios fermentativos.

O objetivo geral do presente trabalho foi selecionar potenciais lactobacilos para a
producao biotecnologica de acido latico e, avaliar o consumo de diferentes aglicares no meio
sintético modificado, a fim de simular as condi¢oes encontradas no hidrolisado de casca de

soja. Os objetivos especificos foram:

1- Selecionar potenciais lactobacilos produtores de acido latico utilizando meio sintético
modificado (composto por xilose, arabinose e glicose);
2- Otimiza¢ao da produgao de acido latico;

3- Estudar a cinética de fermentacdo, com o microrganismo selecionado, em meio
sintético modificado e hidrolisado de casca de soja, a fim de verificar o consumo de

acucares nos diferentes meios testados.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Acido Latico

O Acido latico foi descoberto em 1780 pelo quimico sueco Scheele (DATTA et al.,
1995). Foi considerado um componente do leite até 1857 quando Pasteur postulou que ele era
um metabolito fermentativo gerado por microrganismos. Frémy o produziu por fermentacao,
possibilitando o inicio da sua produg¢do industrial por bioprocesso em 1881 (GHAFFAR et al.,

2014).

O 4acido latico ¢ um acido organico fraco com pKa igual a 3,86 (EITEMAN e
RAMALINGAM, 2015) com foérmula molecular CH;CH(OH)COOH e com nome ITUPAC
acido 2-hidroxipropanoico, sendo classificado como um a-hidroxidcido porque possui um
grupo hidroxila adjacente a um grupo carboxila (PANDEY et al., 2018). Possui massa molar
igual a 90,078 g/mol (PUBCHEM, 2019), ponto de fusao de 16,8 °C (RSC, 2019) e ponto de
ebulicdo de 122 °C (HAYNES, 2015).

Possui baixa volatilidade, sendo soluvel em dgua e solventes organicos misciveis em
agua, mas insoliivel em outros solventes organicos. E inodoro, ndo-volatil e classificado como
Geralmente Considerado Seguro (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA)
(NARAYANAN et al., 2004).

O acido latico possui trés carbonos com um unico centro quiral (OLIVEIRA et al.,
2016; GHAFFAR et al., 2014; EITEMAN e RAMALINGAM, 2015), existindo em dois
isomeros: L e D (BOONTIM et al., 2016; WADA et al., 2013). A figura 1 mostra os

estereoisomeros do acido latico.

HO ,COOH HO, ,COOH
P-4 )C.
H CH,q CH; H
L {+) Acido latico D (-) Acido latico

Figura 1. Estereoisomeros do acido latico (traduzido de NARAYANAN et al., 2004).
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2.1.1 Aplicagdes do acido latico

Utilizado na industria de alimentos (WEE et al.,, 2006), como conservante,
flavorizante, acidulante e inibidor de bactérias. Devido a sua capacidade de reten¢do de agua,
¢ utilizado na industria farmacéutica e cosmética em pomadas, lo¢des, solugdes anti-acne,
umectantes e solucdes parenterais (KRISHNA et al., 2018). A figura 2 mostra exemplos de

produtos que podem ser fabricados a partir do acido latico.

Destilagdo Polimeros

catalitica & Dilactids —s———pq Polimerizagio P~ Biodegradaveis

Esterificacio Desidratago Oxido de
e Propilenoglicol = Catalitica =t Propileno

Hidrogendlise

Fermentagdo Adido
g Purificacdo [ Litico

Carboidratos i

Desidratacdo

Catalttica ——b- Acido Acrilico

Produtos Especializados

Derivacdies b Solventes "Verdes"

Reguladores de Crescimento de Plantas

Figura 2. Exemplos de produtos que podem ser feitos a partir do acido latico (traduzido de DATTA et al., 1995).

O 4cido latico pode ser utilizado para a producdo de 4cido polilatico (PLA) (CHAISU
et al.,, 2014; BOONTIM et al., 2016), um biopolimero substituto do plastico de origem fossil
(WEE et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2018; BOONTIM et al., 2016; WADA et al., 2013).
PLA, sendo um material bioabsorvivel (BERNARDO et al., 2016), tem aplicagdes médicas
em suturas, implantes ortopédicos e liberagdo controlada de drogas (OLIVEIRA et al., 2018;
NARAYANAN et al., 2004). E necessario que o acido latico tenha alta pureza Otica para obter
PLA com alta resisténcia mecanica e ao calor (BOONTIM et al., 2016; VIDRA et al., 2017).

Ha trés rotas para produzir PLA: policondensacdo direta, polimerizacdo em duas
etapas e polimerizagao com abertura do anel. A policondensagdo direta produz PLA de baixa
massa molar. A polimerizacdo em duas etapas permite atingir massa molar mais alta, mas ¢

limitada pela reacdo de equilibrio da policondensagdo. Na polimerizagdo com abertura do
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anel, o &cido latico ¢ primeiro polimerizado a um oligdmero de baixa massa molar que ¢
posteriormente depolimerizado cataliticamente a lactato através de transesterificagao interna.
Ap0s, o anel de lactato abre para formar PLA de alta massa molar (HU et al., 2015). Na figura

3 estdo demonstradas as rotas de produc¢ao do PLA a partir do 4cido latico.

CH, O CH» el
Pré-polimerizagdo > 0 OH Palimeriagan
HO 0O
O CHyf, ©

Preé-polimero

0

CHs 01 CHs
HsC . o O OH
OH Policondensacdo direta > HO (o)

OH O CH, n 0
Acido Latico Acido Polilatico

Polimerizag8o com abertura do anel
(o]
CH; o CH4 HsC
0 OH ?
HO o el 1
oY o

(0] CHs | (o] .

Oligémero Lactida

Figura 3. Rotas de produgdo do PLA (traduzido de HU et al., 2015).

2.1.2 Producio do acido liatico

O 4cido latico pode ser produzido tanto por bioprocessos quanto por sintese quimica
(WEE et al., 2006). A sintese quimica produz apenas a mistura racémica (OLIVEIRA et al.,
2016; PLEISSNER et al., 2017) ¢ sua resolugdao ¢ dificil (BOONTIM et al., 2016). O
bioprocesso pode produzir o isdmero L ou D puro (OLIVEIRA et al., 2016), dependendo do
microrganismo escolhido (OLIVEIRA et al., 2016; BERNARDO et al., 2016; BOONTIM et
al., 2016).

No método fermentativo, industrialmente, excesso de carbonato/hidroxido de calcio €
adicionado ao fermentador para manter o pH em torno de 5-6 e produzir lactato de célcio. O

caldo contendo o lactato ¢ filtrado, evaporado e acidificado com d&cido sulfurico para
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converter o lactato em acido latico e sulfato de calcio que ¢ insoluvel e removido por filtragao.
O filtrado ¢ purificado usando coluna de troca idnica para produzir acido latico. Esse acido

resultante nao possui alta pureza e nao ¢ estavel termicamente.

Para a producdo do 4cido latico com a alta pureza necessaria para produzir PLA, ele ¢
esterificado com metanol ou etanol e o éster ¢ recuperado por destilagdo, hidrolisado com
agua, evaporado e o dalcool reciclado (DATTA e HENRY, 2006). Recentes avancos em
tecnologias como microfiltragcdo, ultrafiltragdo e eletrodidlise podem contribuir com a
diminui¢do dos custos de purificagdo (DATTA et al., 1995). A figura 4 mostra o processo de

producdo do éacido latico a partir de carboidrato.
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Carboidrato

!

Nutrientes ———im Esterilizacdo
¥
ﬁ.g_ente Fermen’Eal?Ecr
neutralizante (cal) Anaerdbia
L ]
Acide _ | Acidulacio
sulfirico
L 4 Y
Auxiliar FiltracBoem p| Filtro Prensa
de Filtrac8o Tambor Rotatorio -
"Residuc
¥ de gesso”
Evaporacdo
L
Reator/coluna de
Etanol - -

e | Purga do Residuo
Esterificacdo

.

Coluna de Etanol

Peneira Mol.

|—’ de Desidrat.

L J

Coluna de Leves | » Purga de Leves

Y

Coluna de Ester |—» Purga de Impurezas Pesadas

il *7 Agua

Hidralise

!

Acido Lético Purificado

Reciclo de Etanol

Figura 4. Processo convencional de manufatura do acido latico a partir de carboidrato (traduzido de DATTA e

HENRY, 2006).
2.2 Microrganismos produtores de acido latico
Microrganismos produtores de acido latico podem ser bactérias ou fungos. Dentre os

fungos produtores de acido latico encontram-se Rhizopus, Monilia e Mucor. Os fungos

filamentosos Rhizopus t€m a vantagem de produzir acido latico aerobiamente, mas a taxa de
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produgdo ¢€ baixa devido a limitacdes na transferéncia de massa. Dentre os fungos, hé ainda as
leveduras Saccharomyces, Candida, Zygosaccharomyces ¢ Pichia que s3o geneticamente

modificadas para produzir acido latico com alto rendimento (KRISHNA et al., 2018).

Dentre as bactérias encontram-se Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum,
cepas Bacillus, géneros Bifidobacterium e outras bactérias denominadas bactérias éacido-

laticas (LAB).

LAB sao um grupo de bactérias anaerdbias facultativas, catalase-negativas, ndo
moveis, ndo formadoras de esporos e que tem a capacidade de produzir acido latico como o

maior ou Unico produto da fermentagao.

Compreendem os géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus e
Streptococcus, assim como Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus,
Teragenococcus, Vagococcus e Weisella. O género Lactobacillus ¢ o maior deles, contendo

mais de 125 espécies (TEUBER, 2008; PANESAR et al., 2007).

Os critérios usados para a escolha da LAB que sera utilizada industrialmente na
fermentagdo sdo a capacidade de fermentar determinada matéria-prima rapida e
completamente, baixa necessidade de fontes de nitrogénio, gerar o isdmero especifico do
acido latico com alto rendimento e baixa produ¢do de biomassa e subprodutos sob condicao

de baixo pH e alta temperatura (AKERBERG et al., 1998).

As LAB podem ser divididas em homofermentativas ou heterofermentativas sendo
que as homofermentativas convertem hexoses principalmente em 4acido latico e as
heterofermentativas convertem hexoses em acido latico, acido acético, etanol ¢ CO, (WADA

etal., 2013; MCDONALD et al., 1986).

Na via homofermentativa ocorre a glicolise, onde a glicose ¢ fosforilada pela enzima
hexoquinase ou glicoquinase para gerar glicose 6-fosfato, sendo essa reacdo dependente de
ATP e Mg*. Apo0s, glicose 6-fosfato ¢ isomerizada a frutose 6-fosfato pela enzima
fosfoglicoquinase na presenca de Mg*". Entdo, frutose 6-fosfato ¢ fosforilada por ATP para
produzir frutose 1,6-bisfosfato na presenca da enzima fosfofrutoquinase. A molécula de
frutose 1,6-bisfosfato ¢ dividida em gliceraldeido 3-fosfato e di-hidroxiacetona-fosfato, sendo
essa reacdo catalisada pela enzima frutose-bisfosfato aldolase. Apos, a enzima fosfotriose
isomerase catalisa a interconversao reversivel de gliceraldeido 3-fosfato e di-hidroxiacetona-

fosfato. Entdo, gliceraldeido-3-P ¢ convertido a piruvato pela acdo subsequente de diversas
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enzimas. Sob condi¢gdes anaerobias, o NADH gerado na glicolise ndo pode ser reoxidado pelo

oxigénio, mas € reoxidado a NAD" pelo proprio piruvato, convertendo piruvato a lactato.

Na via heterofermentativa, glicose-6-fosfato ¢ oxidada a acido 6-fosfogluconico, que é
entdo oxidado e descarboxilado para formar pentose-fosfato. Apds, pentose-fosfato € clivada a
gliceraldeido-3-fosfato e acetilfosfato. Entdo, gliceraldeido-3-fosfato ¢ convertido a acido
latico pelas mesmas enzimas da via Embdem-Meyerhof. Esse ramo da via contém oxidagdo
acoplada a reducdo enquanto 2 ATP sdo produzidos por fosforilagdo ao nivel do substrato.
Acetilfosfato ¢ entdo reduzido em dois passos a etanol, que balanceia as duas oxidacdes
anteriores a clivagem, mas ndo rende ATP. A eficiéncia é cerca da metade daquela da via
homofermentativa. Na figura 5 estdo exemplificadas as duas rotas (BIOSCIENCE NOTES,
2019).

Glicose

ATP ~| |, ATP
ADP | "™ ADP
Y
Glicose-6-P
.~ NAD*
*\,.» NADH
qA
Frutose-6-P 6-Fosfogliconato
ATP i~ NAD"
-~ NADH
ADP y = CO0,
Frutose-1,6-hisP Xilulose-5-P
/ \ y "
Gliceraldeido-3-P <> Di-hidroxiacetona-P Gliceraldeido-3-P Acetil-P
2NAD*- 4ADP i 2ADP NADH-~}
4ATP /N 2ATP -
b gt il
2NADH —— 210 NADH '\ v
2 Piruvato Piruvato Acetaldeido
- 2NADH i~ NADH .~ NADH
(1) (D { ()i
n ; o ; o N ATY
2ZNAD v NAD ¥ NAD
2 lactato Lactato Etanol

Figura 5. Rotas metabolicas homofermentativa (esquerda) e heterofermentativa (direita). P: fosfato; ADP:

adenosina 5’-difosfato; ATP: adenosina 5’-trifosfato; NAD™: nicotinamida adenina dinucleotideo; NADH:

nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida); (1): lactato desidrogenase; (2): alcool desidrogenase
(traduzido de WEE et al., 2006).
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Dentre as bactérias homofermentativas encontram-se Lactobacillus delbrueckii,
Lactococcus lactis, Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus maltaromicus.

Dentre as bactérias heterofermentativas encontram-se Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus bifermentans, Lactobacillus brevis (KRISHNA et al., 2018; KOLL-KLAIS et
al., 2005; MILLER et al., 1974).

2.3 Substratos utilizados na producao

Dentre os materiais dos quais ¢ possivel produzir 4cido latico encontram-se: xarope de
milho, trigo, cana-de-agucar ou beterraba como fonte de carboidratos e milhocina, extrato de
levedura e hidrolisado de soja como fonte de proteinas (DATTA et al., 1995). Também sdo
utilizados materiais amilaceos e celuldsicos, residuos de agricultura (KRISHNA et al., 2018),
melaco de cana-de-agucar (CHAISU et al., 2014), glicose, amido (BOMRUNGNOK et al.,
2012). Na tabela 1 sdo dados exemplos de substratos com seus respectivos microrganismos

utilizados na produgao de acido latico.
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Tabela 1. Exemplos de substratos utilizados na produ¢ao de acido latico.

Material Microrganismo Referéncias
Amido de milho Rhizopus oryzae Yin et al., 1998
Vagem de alfarroba Rhizopus oryzae Bulut et al., 2004

Farelo de trigo Rhizopus oryzae Bulut et al., 2004
Melago de beterraba Rhizopus oryzae Bulut et al., 2004

Farelo de trigo
Milho
Palha de trigo
Palha de trigo
Bagaco de mandioca
Bagago de cana-de-agucar
Soja
Cevada
Trigo
Milho
Graos residuais de cervejaria
Farinha de batata-doce

Melago de soja
Lascas de madeira de carvalho
Farinha de trigo

Espiga de milho
Melaco de cana
Fécula de mandioca

Leite desnatado com mel
Leite desnatado com mel
Leite desnatado com mel

Leite desnatado com mel
Magca
Marmelo
Soro de queijo ultrafiltrado
Residuo de poda de parreira

Lactobacillus amylophilus GV6
Lactobacillus amylophilus
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus rhamnosus
Enterococcus faecalis RKY 1
Enterococcus faecalis RKY1
Enterococcus faecalis RKY 1
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus plantarum MTCC
1407
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus sp. RKY?2

Naveena et al., 2005
Mercier et al., 1992
Garde et al., 2002
Garde et al., 2002
John et al., 2006
John et al., 2006
Kwon et al., 2000
Oh et al., 2005
Oh et al., 2005
Oh et al., 2005
Mussatto et al., 2007
Panda e Ray, 2008

Montelongo et al., 1993
Wee e Ryu, 2009

Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC Akerberg e Zacchi, 2000

19435
Rhizopus sp. MK-96-1196
Lactobacillus delbrueckii
Lactococcus lactis spp. lactis IFO
12007
Bifidobacterium bifidum
Streptococus thermophilus
Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus pentosus

Miura et al., 2004
Farooq et al., 2012
Roble et al., 2003

Chick et al., 2001
Chick et al., 2001
Chick et al., 2001

Chick et al., 2001
Kourkoutas et al., 2005
Kourkoutas et al., 2005

Roy et al., 1986
Fu e Mathews, 1999

2.4 Condicoes de operacao

2.4.1 Efeito do pH

O pH ¢ um fator que tem grande efeito sobre os microrganismos, uma vez que O

crescimento celular podendo ser visto como resultado de reagdes enzimaticas. O centro ativo
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de uma enzima contém grupos ionizaveis que devem estar na forma idnica apropriada para
manter a conformagdo do centro ativo. O efeito do pH nas enzimas ¢ devido a mudanga no
estado de ionizacao dos componentes do meio de acordo com a mudanca do seu pH (TAN et

al., 1998).

O pH o6timo para crescimento celular e rendimento de 4cido latico varia, dependendo
do substrato e do microrganismo utilizado. Durante a fermentagdo, o pH do meio vai se
tornando mais baixo devido a produgdo de dacidos. Considerando que LAB crescem
preferencialmente com pH entre 5 e 7, a acidificacdo excessiva do meio inibe a fermentacao
(MARTINEZ et al., 2013). Na tabela 2 sao dados exemplos de pH otimizado de acordo com o

microrganismo.

Tabela 2. pH 6timo para a producio de &cido latico de acordo com o material e 0 microrganismo utilizado.

Material Microrganismo pH 6timo Referéncias
Lactose Lactobacillus plantarum 5-6 Fu e Mathews, 1999
Residuo 11qu}d0 de Lactobacillus delbrueckii 6,5 Idris e Suzana, 2006
abacaxi
Plf;?:)eig?ndeexil?;; (:li: Lactobacillus helveticus 5,5 Schepers et al., 2002;
quel) ’ Norton et al., 1994
levedura
Graos residuais de Lactobacillus delbrueckii 6,0 Mussatto et al., 2008

cervejaria

Lactococcus lactis ssp. lactis
ATCC 19435
Lactobacillus casei NBIMCC

Soro 1013 6,5

Farinho de trigo integral 6,0 Akerberg et al., 1998

Panesar et al., 2010

Soro de queijo

ultrafiltrado Lactobacillus helveticus 5,9 Roy et al., 1986
Soro Lactobacillus casei NRRL B-441 5,5 Buyukklzlgglf Harsa,

Permeado de soro Lactobacillus casei 5,5 Tuli et al., 1984

Glicose Lactobacillus casei 6,0 Yoo et al., 1996
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2.4.2 Efeito da temperatura

A atividade enzimatica e a manuten¢do celular dos microrganismos é dependente da
temperatura (GARG e JAIN, 1995). Em altas temperaturas ha degradacao celular e em baixas
ha reducdo da atividade metabdlica (MACHADO, 2018). A maioria das LAB possui uma
faixa caracteristica de temperatura na qual elas podem crescer, mas elas ndo crescem na
mesma taxa em toda essa faixa (IDRIS e SUZANA, 2006). A temperatura otima de
crescimento para a maioria das LAB fica entre 20 °C e 45 °C (MARTINEZ et al., 2013).

Akerberg et al. (1998) estudaram a influéncia da temperatura na fermentacio da
glicose proveniente de farinha de trigo integral por Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC
19435, concluindo que em temperaturas superiores a 30 °C, aumentava a formacdo de
subprodutos e D-(-)-dcido latico, isso pode acontecer porque as enzimas D- e L-lactato
dehidrogenase possuem diferentes pH 6timos (BOBILLO e MARSHALL, 1992). A tabela 3
mostra a temperatura 6tima de crescimento de microrganismo de acordo com o material a ser

fermentado.
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Tabela 3. Temperatura 6tima de crescimento de microrganismos de acordo com o material a ser fermentado.

Temperatura

Material Microrganismo étima (°C) Referéncias
Residuo liquido de abacaxi Lactobacillus delbrueckii 37 Idris e Suzana, 2006
. . Lactococcus lactis ssp.
Farinha de trigo integral lactis ATCC 19435 33,5 Akerberg et al., 1998
Glicose Lactobacillus casei NRRL 37 Hujanen e Linko, 1996
B-441
) Lactobacillus casei subsp. . .
Glicose hamnosus NRRL B445 37 Hujanen e Linko, 1996
Bagac¢o de mandioca Lactobacillus delbrueckii 37 John et al., 2006
Amido Lactobacillus amylophilus 28-35 Yumoto e Ikeda, 1995
Amido de cevada Lactobaczgftjj]asez NRRL 37 Linko e Javanainen, 1996
Fécula de sagu Enterococcus faecium 30 Shibata et al., 2007
Amido de batata Rhizopus oryzae 2062 30 Huang et al., 2005
Amido de batata Rhizopus arrhizus 36017 30 Huang et al., 2005

2.4.3 Efeito da aeracio

Sendo a fermentagdo um processo anaerdbio, ¢ de se esperar que a producgdo de acido

latico seja maior em condi¢des de auséncia de oxigénio.

Em fermentacdo batelada de lactose usando Lactobacillus plantarum, uma bactéria
anaerobia facultativa, a fermentacdo anaerobia resultou em rendimento de acido latico de 2,3

vezes o rendimento para fermentacao aerobia (FU e MATHEWS, 1999).

Rogers e Whittier (1928), estudando o efeito da aeracdo na fermentagdo do leite,
concluiram que em uma cultura mantida a pH constante, a aeragdo aumenta a populagdo

bacteriana, aumentando o tempo da fermentacdo de maneira correspondente, com isso
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podendo se dever a oxidacdao ou volatilizacdo de compostos inibitérios ou ao aumento do

suprimento de oxigénio.

Bobillo e Marshall (1991), no estudo da fermentacdo de polpa de azeitona por
Lactobacillus plantarum H4 em condicdes anaerobias e aerdbias, concluiram que na
fermentagdo anaerdbia o principal acido produzido foi o latico (83,6%), enquanto na aerobia,
foi o acético (59,6%). Em culturas aeradas, apos a exaustdo da glicose, hda um aumento na
quantidade de acido acético. Murphy et al. (1985) sugeriram que isso pode ser explicado por
um caminho dependente do oxigénio que gera acido acético as custas do acido latico

acumulado no meio.

2.4.4 Efeito da fonte de carbono

Na produgdo de acido latico por LAB, a fermentacdo ¢ facilitada quando um agucar
puro ¢ fermentado, mas isso ndo ¢ viavel economicamente, entdo sao utilizados como

substratos residuos madeireiros e de agricultura.

A biomassa lignocelulosica utilizada como substrato consiste principalmente de
glicose, galactose, manose, xilose e arabinose e precisa ser hidrolisada a mondmeros para ser

fermentavel (HOFVENDAHL e HAHN-HAGERDAL, 2000).

Apos testes com diferentes LAB, Boontim et al. (2016) chegaram a conclusdo que a
glicose ¢ a melhor fonte de carbono para a producao de acido latico em relacdo a frutose,
lactose, manose, sacarose ¢ xilose. Também investigaram a influéncia da concentragdo de

glicose chegando ao valor de 2% como melhor resultado.

2.4.5 Efeito da fonte de nitrogénio

A adicdo de nutrientes em concentracdes mais altas geralmente tem efeito positivo
sobre a producdo de 4cido latico (HOFVENDAHL e HAHN-HAGERDAL, 2000). Boontim et
al. (2016) concluiram que o aumento de 1 para 2% na concentracdo de extrato de carne no

meio MRS nao influenciou na producgao de acido latico.
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Hujanen e Linko (1996), na fermentacdo de meio de cultivo por Lactobacillus casei,
estudando a substituicdo do extrato de levedura como fonte de nitrogénio por diversos outros
materiais, concluiram que a produgdo de acido latico ¢ muito influenciada pela concentragao
inicial de nitrogénio. Materiais baratos, subprodutos industriais como malte germinado
(residuo de cervejaria) e extrato de capim (residuo do processo de ensilagem) mostraram-se
boas fontes de nitrogénio. Hidrolisado de caseina como unica fonte ndo mostrou bons

resultados.
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3 Materiais e métodos

3.1 Microrganismos

Neste estudo, cinco linhagens de lactobacilos foram testadas para a produ¢do de acido
latico em meio sintético MRS. Os estoques de microrganismos foram mantidos em meio MRS
com 50 % de glicerol, em freezer a -20 °C no Labio, situado no departamento de Engenharia
Quimica da UFRGS. As cinco linhagens testadas foram obtidas do Banco de cepas do
BiotecLab, situado no ICTA, UFRGS. Estas linhagens eram: Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus sp., Lactobacillus salivarius e Lactobacillus
maltaromicus. As linhagens foram cultivadas em meio MRS a 37 °C, 150 rpm, durante 24
horas. Apds foram repicadas para placas contendo meio MRS so6lido e mantidas sob
refrigeracdo para posterior uso. A tabela 4 apresenta o meio MRS usado. Ao meio MRS solido

foi adicionado 15 g.L"' de agar.

Tabela 4. Formulagdo do meio MRS.

Componente Concentracio (g.L™)

Peptona 10
Extrato de carne 10
Extrato de levedura 5
Glicose 20
Acetato de sodio 5
Polissorbato 80 1
Fosfato de potassio 2
Citrato de amonio 2
Sulfato de magnésio 0,1

Sulfato de Manganés 0,05

3.2 Selecao de lactobacilos produtores de acido latico

A fim de avaliar o consumo de agucares e a producao de acido latico, foi realizada
uma sele¢do com os cinco microrganismos citados no item 3.1. O meio MRS foi modificado
com o intuito de simular os agticares presentes em hidrolisado acido de soja, ao qual serd feita
posterior comparagdo, com a linhagem selecionada nesta se¢do. Os ensaios de fermentagdo

foram realizados em agitador orbital em Erlenmeyers de 125 mL, com volume 1til de meio
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fermentativo de 60 mL. Quanto a oxigenagdo dos meios de cultura, os Erlenmeyers foram
vedados com buchas de algoddo permedveis ao oxigénio, simulando uma condi¢do de
microaerofilia, com agitagao de 150 rpm e temperatura de 37 °C. O meio MRS modificado

utilizado esté apresentado na tabela 5. Os ensaios foram realizados em simplificata.

Tabela 5. Formulagdo do meio MRS modificado.

Componente Concentracgio (g.L")
Peptona 10
Extrato de carne 10
Extrato de levedura 5
Glicose 5
Xilose 7,5
Arabinose 7,5
Acetato de sodio 5
Polissorbato 80 1
Fosfato de potassio 2
Citrato de amonio 2
Sulfato de magnésio 0,1
Sulfato de Manganés 0,05

O indculo foi realizado com os microrganismos citados no item 3.1, os quais
cresceram overnight em meio de cultura liquido (MRS). Apds este periodo foi medida a
densidade optica a 600 nm e foi realizada a padronizagdo do indculo para densidade Optica
igual a 1,0. Utilizou-se volume de indculo igual a 5 % do volume do meio de fermentagdo. A
biorreagdao foi monitorada por 48 horas, com amostras sendo coletadas nos tempos O h, 12 h e

24 h para posterior andlise de agucares e medida da densidade optica e pH.

3.3 Planejamento experimental

Apo6s a selecdo do microrganismo, com o objetivo de otimizar a producdo de acido
latico, foi feito um estudo através do delineamento central composto rotacional (DCCR), com
10 ensaios. O esquema utilizado foi um fatorial completo 2° com 4 pontos axiais € 2 pontos

centrais. A tabela 6 mostra as variaveis reais e codificadas usadas no planejamento.
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Tabela 6. Valores utilizados no DCCR para produg¢ao de acido latico.

Varidvel 2 -1 0 +1 +\2
Temperatura
‘O 30 31 34 36 38
Agitacgio
(rpm) 100 115 150 185 200

Os experimentos foram feitos em simplificata em Erlenmeyers de 125 mL contendo
60 mL de volume total, com meio MRS modificado conforme descrito na tabela 7, 5% de
inoculo em volume e mantidos em agitador orbital por 24 horas. Devido a falta de reagente, a

concentracdo de arabinose foi diminuida.

Tabela 7. Formulag¢@o do meio MRS modificado utilizado no planejamento experimental.

Componente Concentracio (g.L™)
Peptona 10
Extrato de carne 10
Extrato de levedura 5
Glicose 5
Xilose 7,5
Arabinose 4,5
Acetato de sédio 5
Polissorbato 80 1
Fosfato de potéssio 2
Citrato de amoOnio 2
Sulfato de magnésio 0,1
Sulfato de Manganés 0,05

3.4 Ensaios de fermentacao

Os ensaios de fermentagdo foram realizados em agitador orbital em Erlenmeyers de
250 mL, com volume util de meio fermentativo de 125 mL, simulando uma condi¢do de
microaerofilia. Os Erlenmeyers foram vedados com buchas de algoddo permeaveis ao
oxigénio, com agitacdo de 150 rpm visando a transferéncia de oxigénio para os meios de
cultura. Avaliou-se a fermentacao do ensaio com meio MRS modificado e com hidrolisado de
casca de soja separadamente com o lactobacilo selecionado no item 3.2, a temperatura de
37 °C. Ambos os ensaios foram realizados em duplicata. O hidrolisado foi obtido por doagao

do BiotecLab, no ICTA, UFRGS.
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O indculo foi realizado com o microrganismo selecionado no item 3.2, o qual cresceu
overnight em meio de cultura MRS liquido. Apds, o meio de cultura foi centrifugado por
15 minutos, a 4 °C e 3000 xg, retirando o sobrenadante que possivelmente continha produtos
de fermentacdo. As células centrifugadas foram ressuspensas (diluidas) em solu¢do salina
(0,9% m/V) estéril e apds nova centrifugacdo, foram ressuspensas em meio de cultura estéril
(MRS), para ajustar a densidade 6tica (DO) igual a 1, e inoculadas nos Erlenmeyers contendo
os hidrolisados e o meio MRS modificado. Utilizou-se volume de indculo igual a 5 % do
volume do meio de fermentacdo. A biorreacao foi monitorada pela retirada de uma aliquota de
5 ml a cada 4 horas nas primeiras 12 horas de cultivo e ap6s, 0 mesmo volume foi retirado em
diferentes intervalos até atingir o tempo final de cultivo que foi de 30 horas para o meio MRS

modificado e 48 para o meio com hidrolisado.

3.5 Metodologia analitica

3.5.1 Formacao de produtos e consumo de acuicares

A concentra¢dao de produtos de fermentacdo (acido latico e acido acético) e agucares
foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), utilizando o
equipamento da marca Shimadzu equipado com detector de indice de refragdo (RID-10A). A
coluna utilizada foi Aminex HPX-87H (300x7,8 mm, Bio-Rad, EUA) ¢ como fase movel foi
utilizada uma solugdo de H,SO,4 0,005 mol.L™". Para a quantifica¢do do consumo de aglcares e

dos produtos utilizou-se as condi¢des de 45 °C e fluxo de 0,6 mL.min™.

As amostras coletadas do meio de fermentacdo foram preparadas para cromatografia
por centrifugacdo a 4 °C e 3000 xg por 15 minutos, a fim de precipitar as células em
suspensdo, procedendo-se entdo a filtragdo da porg¢do sobrenadante em filtro Holder (para
amostras contendo hidrolisado) com membranas de acetato de celulose (porosidade de
0,22 um; Sartorius, Alemanha). Para todas as analises por HPLC, padrdes de acido latico,
acido acético, glicose, xilose e arabinose, com pureza de cromatografia (superior a 99,5 %)

foram utilizados.
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3.5.2 Crescimento celular

As concentragdes celulares foram determinadas pela medida da densidade Optica em
espectrofotometro (T80 UV/VIS Spectrometer, PG Instruments, Inglaterra) no comprimento
de onda de 600 nm. Para controle (branco) foi utilizada uma amostra de meio MRS
modificado estéril. Nos casos em que a densidade Optica ultrapassou o valor 1,0, as amostras
foram diluidas com meio MRS estéril e o valor da densidade dptica multiplicado pelo fator de

diluicdo correspondente a fim de manter a linearidade.

3.5.3 Medida de pH

Cada amostra teve seu pH medido em pHmetro (DM-22, Digimed, Brasil)

previamente calibrado com solugdes tampao de pH igual a 4,0; 7,0 e 10.

3.5.4 Calculos

A conversao de 4cido latico foi calculada de acordo com a Equagao 1:

Ypg =P/ (S0-S) (1)

Sendo:

Yors a conversdo de substrato em produto (rendimento), em g.g™;
P a quantidade de acido latico produzido ao fim da fermentagdo, em g.L"';
So a concentragdo de aguicares no inicio da fermentagdo, em g.L™';

S a concentragdo de agucares ao fim da fermentagdo, em g.L™'.
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Para o célculo da produtividade, foi utilizada a Equacgao 2:

Qr=P/t

Sendo:

Qr a produtividade, em g.(L.h)™";

t o tempo de fermentagdo, em h.

2
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4 Resultados e discussao

4.1 Escolha do microrganismo

No primeiro ensaio fermentativo, o objetivo foi escolher o microrganismo melhor
produtor de acido latico dentre as 5 cepas estudadas, levando em considera¢do o consumo dos
trés agucares e o rendimento de acido latico. O meio utilizado foi o MRS modificado e o

tempo de fermentacdo foi de 48 horas.

Os resultados sdo mostrados na tabela 8.

Tabela 8. Pardmetros cinéticos do ensaio fermentativo em meio MRS modificado, com Yps sendo calculado apos
48 horas de fermentacao.

Glicose Xilose  Arabinose Acido latico Acido acético v

Microrganismo consumida consumida consumida max. max. Ilf‘
)k k(gL L) @)

L. plantarum 89,44 0,00 4,94 7,05 4,35 1,23
L. delbrueckii 100 0,00 0,35 6,68 4,49 1,38
L. sp. 83,09 85,08 11,15 6,98 6,28 0,72

L. salivarius 100 85,62 10,91 2,58 9,01 0,20
L. maltaromicus 100 12,63 7,41 6,08 4,33 0,86

Analisando os resultados do ensaio de fermentacdo para as 5 cepas, conclui-se que L.
delbruekii, L. salivarius e L. maltaromicus utilizaram toda a glicose em 48 horas, mas L.
delbrucekii ndo consumiu xilose e L. maltaromicus consumiu pouco. E importante destacar
que L. salivarius consumiu toda a glicose em 48 horas e teve um grande consumo de xilose e
um consumo razoavel de arabinose. L. sp., apesar de ndo ter consumido toda a glicose,
também consumiu a maior parte da xilose e teve um consumo razoavel de arabinose. L.
plantarum e L. delbruekii, apesar de apresentarem os melhores rendimentos, consumiram

basicamente glicose.

Levando em conta que L. sp. € L. salivarius consumiram a maior parte da xilose e um
pouco de arabinose, e comparando o rendimento de d&cido latico para esses dois
microrganismos, nota-se que L. sp. possui um rendimento maior que L. salivarius, que
apresentou uma grande producao de acido acético. Esse baixo rendimento pode ser explicado
pela exaustao da glicose no meio de cultura. No curso da fermentacdo, o acido latico vai
acumulando no meio enquanto a glicose vai sendo consumida e quando ela ¢ exaurida, a

concentragdo de acido latico vai diminuindo e a de 4cido acético vai aumentando junto com
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um aumento no pH e na biomassa, indicando que a conversdo de acido latico em acético

fornece a energia necessaria para a multiplicacao celular (MURPHY et al., 1985).

Considerando que o hidrolisado de casca de soja possui uma quantidade consideravel
de xilose e arabinose, cerca de 20 g.L" e 15 g.L"!, respectivamente, L. sp. foi escolhido para o
seguimento do trabalho, ja4 que conseguiu utilizar boa parte da xilose e produziu 4cido latico

com um rendimento maior que L. salivarius.

4.2 Planejamento experimental

Os ensaios experimentais com os resultados para concentracao de acido latico estdao
apresentados na tabela 9, outros resultados encontram-se no Apéndice A. Nota-se que, de
acordo com a temperatura e a agitacao, a concentracao de acido latico ap6s 24 horas variou de

6,99 gL'a7.88¢gL".

Ao fim da fermentagdo foram retiradas amostras de cada ensaio para se determinar a
concentragdo de acido latico e acido acético, além do pH e da DO. Todos os ensaios iniciaram

com pH 5,51.

Tabela 9. Planejamento experimental, valores codificados e originais das variaveis de estudo (temperatura e
agitacdo) e concentracdo final de acido latico.

Ensaio Temperatura  Agitacio  Temperatura  Agitacido Acido latico
(K9] (rpm) (gL
1 -1 -1 31 115 6,99
2 -1 +1 31 185 7,67
3 +1 -1 36 115 7,31
4 +1 +1 36 185 7,43
5 0 0 34 150 7,67
6 0 0 34 150 7,72
7 +2 0 38 150 7,63
8 2 0 30 150 7,63
9 0 +2 34 200 7,88
10 0 2 34 100 7,48

Devido a grande variabilidade inerente aos bioprocessos envolvendo microrganismos,
foram considerados significativos os parametros com p-valores menores que 10% (p < 0,1).
Assim ndao foram significativos o termo quadratico da agitacdo € o termo linear da

temperatura. Como a porcentagem de variagdo explicada (R*) pelo modelo néo foi boa, cerca
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de 66%, conclui-se que o modelo ndo se ajusta bem aos dados experimentais. A figura 6

apresenta o diagrama de Pareto gerado no planejamento.

(2)Agitagao (rpm)(L) | 13,65685
1Lby2L ¢ -7,9196
Temperatura ("C)(Q) + -6,57658
Agitacao (rpm)(Q) + -5,06472
(1)Temperatura (°C)(L) | 8

p=,1
Figura 6. Diagrama de Pareto.

Nao houve diferenga significativa para a producao de acido latico, sendo assim, ndo
foi possivel determinar qual a melhor condigdo de agitagdo e temperatura para otimizacao do
processo, de modo que dados da literatura foram coletados para o prosseguimento dos

experimentos.

Baseado nos trabalhos de Boontim et al. (2016), Idris e Suzana (2006) e Javanainen e
Linko (1995), que otimizaram a producdo de &cido latico a partir de cultivo com lactobacilos,

foi escolhida a temperatura de 37 °C e a agitacao de 150 rpm.

4.3 Cinética

Visando estudar o comportamento de Lactobacillus sp. durante o curso da
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fermentagdo, foi feito um acompanhamento do processo, primeiro em meio sintético e apos,
em hidrolisado de casca de soja, com retirada de aliquotas a cada determinado tempo com o

objetivo de se estabelecer os parametros cinéticos.

A composi¢ao de agucares do meio MRS modificado, antes da autoclave esta descrita

na tabela 10.

Tabela 10. Composigdo de agtcares inicial do meio MRS modificado.

Componente Concentracio (g.L™)
Glicose 5
Xilose 10
Arabinose 5

A baixa concentragdao de glicose no meio foi escolhida para diminuir os efeitos da
repressao catabolica. As concentragdes de xilose e arabinose foram escolhidas pensando na
quantidade desses acucares possivelmente presente no hidrolisado de casca de soja. A cinética

dos ensaios em duplicata esta apresentada nas figuras 7 e 8.

7 8,00

6 ﬁ\l—l

. 6,00
-
5 . —
18 4,00 :
g 3 =
=
S 2
g 2,00
Q

1

0 = B—8— 80,00

0 5 10 15 20 25 30

Tempo (h)

Figura 7. Cinética de consumo de agticares e producdo de acido latico em meio MRS modificado, a temperatura
de 37 °C e agitacdo de 150 rpm com Lactobacillus sp. (-m-) glicose, (-#-) xilose, (- ¥-) arabinose, (- A-) acido
latico, (-»-) pH.
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Figura 8. Cinética de consumo de agucares em meio MRS modificado, a temperatura de 37 °C e agitacao de 150
rpm com Lactobacillus sp. (-m-) glicose, (-#-) xilose, (- ¥ -) arabinose, (- A-) pH, (-»-) DO.

Analisando a cinética do meio MRS com os trés actcares, nota-se que houve erro
experimental, ja que no inicio da fermentacdao havia cerca de 3 gramas de xilose no meio, e
ndo 10 gramas, como havia sido determinado. Isso pode ter acontecido devida a erro na

pesagem ou falha na manipulagdo da amostra antes da passagem em cromatografia liquida.

Nota-se também, que em 7 horas, Lactobacillus sp. consumiu toda a glicose, isto
ocorre porque a glicose ¢ uma fonte de carbono facilmente acessivel para o microrganismo e o
meio MRS ¢ um meio 6timo de crescimento. Merece destaque o fato de que ele foi capaz de
consumir toda a xilose em 7 horas, o que ¢ um resultado satisfatorio porque no hidrolisado de
casca de soja ha bastante xilose. J& o consumo de arabinose foi baixo, como j& havia sido
observado na etapa de escolha do microrganismo. Isso pode ocorrer devido a repressiao

catabolica da glicose.

A descoberta ou desenvolvimento de microrganismos capazes de utilizar
simultaneamente os agucares presentes em hidrolisados lignoceluldsicos t€ém sido um desafio
nos ultimos anos, devido a problemas relacionados a repressdo catabdlica da glicose e/ou
xilose. Xia et al. (2012), utilizou uma cepa de Escherichia coli geneticamente modifica que
foi capaz de metabolizar glicose, xilose e arabinose provenientes de hidrolisado

lignoceluldsico de maneira simultanea.
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Para se determinar a composi¢do inicial do hidrolisado de casca de soja, foram

coletadas duas amostras do meio e as concentragcdes de aglcares foram determinadas em

HPLC. Os resultados estdo demonstrados na tabela 11.

Tabela 11. Composicao de agucares inicial do hidrolisado de casca de soja.

Componente Concentragio (g.L™)
Glicose 6,51 £0,08
Xilose 21,27 +0,22

Arabinose 15,63 +£ 0,02

O aperfeigcoamento do processo de fermentacdo da arabinose ¢ importante, ja que este
acucar esta presente em grande quantidade em diferentes hidrolisados acidos, como o de palha

de arroz e casca de soja. Na tabela 12 constam as concentracdes referentes a glicose, xilose e

arabinose em variados tipos de hidrolisados acidos.

Tabela 12. Composigao parcial de diferentes hidrolisados acidos.

Hld;;l(;iado Glicose (g.L')  Xilose (g.L") Arabinose (g.L") Referéncias
) Villarreal et al.,
Eucalipto 0,63 12,34 0,84 2006
Bagago de cana- 107,3 62,9 42 Zha et al., 2012
de-acucar
Serragem de 90,9 423 1,8 Zhaetal., 2012
carvalho
Palha de arroz 15,5 84,3 17,1 Huang et al., 2009
Casca de soja 1,52 28,57 27.3 Schirmer-Michel

et al., 2008

A avaliacdo dos parametros cinéticos da fermentagdo do hidrolisado de casca de soja

foi feita de maneira similar aquela da fermentagdo do meio sintético. Os resultados

encontram-se na figura 9.
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Figura 9. Cinética de producdo do acido latico em hidrolisado de casca de soja, a temperatura de 37 °C e
agitagdo de 150 rpm com Lactobacillus sp. (-m-) glicose, (-¢-) xilose, (- ¥ -) arabinose, (- A -) acido latico, (-»-)
pH.

No hidrolisado de casca de soja, a DO nao foi medida porque a grande turbidez do
meio causada pela presenga de varios compostos presentes nele apds o processo de hidrolise

dificulta essa determinagao.

Analisando a cinética, nota-se que o consumo dos trés agucares por Lactobacillus sp.
ocorreu de maneira parecida, ao contrario do meio sintético, onde toda a glicose e xilose
foram consumidas, mas a concentracdo de arabinose pouco variou. Isso pode ser explicado
pela baixa repressdo catabdlica da glicose, j& que ela estava presente no meio em
concentracdo bem mais baixa do que xilose e arabinose. Nota-se também que o consumo dos
acgucares ocorreu de forma muito mais lenta do que no meio MRS modificado, isso pode se

dever a grande pressdo osmotica do meio e a presenga de compostos inibitdrios.

Durante o processo de hidrolise de residuos lignoceluldsicos, muitos compostos
inibitérios do crescimento bacteriano podem se formar, como &cidos, furfural, HMF e
compostos fendlicos. A formagdo desses compostos esta relacionada com a temperatura e o
tempo da hidrdlise, além da concentracdo de acido utilizada (PALMQVIST E HAHN-
HAGERDAL, 2000).



DEQUI / UFRGS Otdvio Liidtke Lauffer 29

No inicio dos dois cultivos, o pH foi mantido em 6,5. Apds a autoclave, ha uma
reducdo nesse valor. No progresso da fermentagdo, é possivel observar uma diminui¢do do

valor do pH. Esse fato ¢ condizente com a produgdo de acido latico e acético.

Observando-se os valores de pH e DO, nota-se também que a fermentacao cessa em 7
horas no meio MRS e em 22 horas no hidrolisado, ou seja, esse ¢ o tempo que leva para o
cultivo atingir o estado estacionario. Esses resultados coincidem com a concentrac¢do de acido

latico, que se mantém constante a partir desses mesmos pontos.

Na tabela 13 ha uma comparagdo entre os parametros cinéticos da fermentacdo do

meio MRS e do hidrolisado.

Tabela 13. Consumo de agucares ¢ producédo de acidos na fermentagdo do meio MRS modificado e do
hidrolisado de casca de soja.

. Glicose Xilose Arabinose Acido Acido
Meio de . . . ‘e , i~ Yes Qr
cultivo consumida consumida consumida latico max. acético (2.g") [g.(L.h)"]
(%) (%) (%) (gL") max.(gL") ‘88 &1
MRS 100,00 100,00 8,64 6,05 1,85 0,64 0,19
modificado
Hidrolisado
de casca de 64,79 20,24 11,98 3,98 1,70 0,06 0,08
soja

No hidrolisado, o consumo de glicose ¢ xilose foi menor, mas o de arabinose foi maior
em comparagdo ao meio sintético, isso pode se dever a maior concentracao de arabinose em
relagdo a glicose no hidrolisado, diminuindo assim, os efeitos da repressao catabdlica.

Os menores valores de rendimento e produtividade do hidrolisado em relacdo ao meio
sintético também podem ser explicados devido a presenga de compostos inibitoérios no meio,
provenientes do processo de hidrolise. Esses efeitos de inibicdo podem ser contornados com a
escolha adequada do microrganismo e do substrato a serem utilizados na fermentagdo, além
do uso de um processo de hidrolise e pos-tratamento do hidrolisado que gere a menor
quantidade possivel desses compostos.

Garde et al., utilizando Lactobacillus pentosus € Lactobacillus brevis, demonstrou que
nao houve inibi¢do na producdo de acido latico na fermentacdo da xilose adicionada a

hidrolisado de palha de trigo que foi tratado por oxidag¢ao umida.
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Em linhas gerais, a fermentacdo do hidrolisado de casca de soja resultou em
concentragdo razoavel de acido latico ao fim do processo, apesar do maior tempo necessario

para consumo dos agtcares em relagdo ao meio MRS modificado.
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5 Conclusoes e trabalhos futuros

Lactobacillus sp. mostrou-se capaz de produzir acido latico a partir do meio MRS,
consumindo totalmente glicose e xilose e parcialmente arabinose com bons valores de
rendimento e de maneira rapida. Também foi capaz de produzir acido latico a partir do
hidrolisado de casca de soja, consumindo parcialmente tanto glicose quanto xilose e

arabinose, mas de maneira mais lenta e com menor rendimento e produtividade.

A comprovacao de que Lactobacillus sp. € capaz de metabolizar de maneira eficaz a
xilose ¢ importante quando se pensa na utilizacdo desse microrganismo na fermentacao de
residuos agricolas, ja& que os hidrolisados provenientes desses residuos possuem grande

quantidade desse monossacarideo.

Nao houve diferenca significativa quanto a producdo de 4cido latico nas faixas de

temperatura e agitacao estudadas no planejamento.

Para projetos futuros, ¢ necessario conhecer melhor o mecanismo de repressao
catabolica da arabinose por parte da glicose e da xilose, para que o processo seja melhorado
quanto ao consumo da arabinose, ja que ela esta presente em grande concentragdo nos
residuos lignoceluldsicos. Sugere-se a detoxificacdo do meio, além da realizagdo de
experimentos com o uso de métodos continuos, como batelada alimentada e biorreatores, ja
que nesses métodos, as condi¢cdes de operagdo sdo controladas e pode-se controlar o processo
de maneira a aumentar a produgdo de acido latico. Com relacdo ao planejamento experimental
seria interessante utilizar uma faixa maior de temperatura no planejamento, a fim de avaliar

melhor a interagdo entre as variaveis.
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APENDICE A - Dados do planejamento experimental

Na tabela 14, encontram-se os valores medidos de pH, DO e concentragao de acido

latico e acético no planejamento experimental.

Tabela 14. Valores de pH, DO e concentragdo de acido latico no planejamento experimental.

Ensaio Temperatur Agitaciao pH DO Acido latico Acido

a (rpm) (g.Lh acético

) (g.Lh
1 31 115 4,26 3,820 6,99 6,94
2 31 185 4,39 1,623 7,67 6,48
3 36 115 4,31 1,784 7,31 6,79
4 36 185 4,32 3,620 7,43 6,92
5 34 150 4,39 2,075 7,67 7,01
6 34 150 4,42 2,055 7,72 7,02
7 38 150 4,30 1,784 7,63 7,06
8 30 150 4,29 1,540 7,63 6,88
9 34 200 427 1,780 7,88 7,31
10 34 100 4,35 1,800 7,48 6,78
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Nas figuras 10 e 11 estdo as curvas de contorno e a superficie de resposta em funcgao

da temperatura e agitagdo para a producdo de acido latico gerada no planejamento

experimental.

Agitacéo (rpm)

Temperatura (°C)

Figura 10. Curvas de contorno em fungdo da temperatura e agitacdo para a produgdo de acido latico.
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Figura 11. Superficie de resposta em fungdo da temperatura e agitacdo para a produgdo de acido latico.
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