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RESUMO

O 4cido latico é produzido preferencialmente durante o metabolismo fermentativo de
carboidratos por bactérias laticas (BAL). Esse processo metabdlico anaerébio gera 2 moles
de acido latico partindo-se de 1 mol de glicose. Procurando-se obtencao de dcido em meios
de cultivo de baixo custo, foram avaliados 3 meios de cultivo: CSN a base de caldo de cana-
de-acticar, MRS modificado (2% de glicose) e o meio Padrdo (4% sacarose). Para cada
meio utilizou-se 4 Erlenmeyer’s de 250 mL sendo 1 deles o controle e os demais contendo
as bactérias. Empregou-se apds selecdo prévia Lactobacillus delbrueckii 103.10.2 e
linhagem selvagem nao identificada na condi¢do estitica (30 = 2°C) e agitada (150 rpm,
temperatura de 30 = 2°C) por 72 h. Os meios foram enriquecidos com extrato de tomate em
diferentes concentracdes (0; 0,5 ; 2 e 4%). O 4cido litico produzido foi quantificado
enzimaticamente pelo Accutrend Lactate® e a acidez total por titulometria. Acompanhou-se
o consumo da glicose pelo método do ADNS. Verificou-se que 34,35gL" de 4cido ldtico
foram obtidos em 72 h de fermentacdo agitada pela linhagem selvagem nao identificada, no
meio CSN 12 brix acrescido de 4% de extrato de tomate, sendo consumidos 16,1 gL'1 de
glicose. A linhagem Lactobacillus delbrueckii 103.10.2 produziu 27,90gL™" de 4cido latico

em meio Padrao, contendo 0,5% de extrato de tomate, durante as 72h de cultivo.

Palavras-chave: 4cido latico, fermentacao, BAL.



ABSTRACT

The lactic acid is produced preferably during fermentative metabolism of carbohydrate for
lactic acid bacteria (BAL). In this anaerobic metabolic process, two lactic acid molecules
are produced from each molecule of glucose. In this study Lactobacillus delbrueckii
103.10.2 and unidentified wild strain was assayed in three different culture media: modified
MRS medium (2% glucose), CSN (sugar-cane juice supplemented with nutrients) and a
standard medium (4% sucrose) with agitation or under stationary conditions, enriched with
tomato extract (0; 0,5 ; 2 and 4%). The lactic acid produced was measured with the
Accutrend Lactate® as well as titration method (verification of acidity); and glucose
concentration was determined by ADNS method. The best strain for lactic acid production
was unidentified wild strain, presenting 34,35 gL' of lactic acid in the CSN 12 brix medium
enriched with 4% of tomato extract; 16,1 gL'l of glucose was consumed, at 30 = 2°C for

72h, under agitation at 150 rpm.

Key-words: lactic acid, fermentation, BAL.



1. INTRODUCAO

O 4cido latico é um composto organico que pode ser utilizado em vdrios setores
industriais, tais como: o alimenticio, funcionando como preservativo, acidulante,
flavorizante, aromatizante e emulsificador; em industrias farmacé€uticas, na produgdo de
cosméticos, formulacdo de pomadas, lo¢des, no transporte de farmacos, sendo empregado
na producdo de bases quimicas e solventes orginicos na industria quimica, tendo aplica¢io
na drea médica com a utilizag@o de seus polimeros (PLA’S) e ambiental na manufatura de

plasticos renovaveis e biodegraddveis.

Trata—se do dcido orgénico 4dcido-2-hidroxipropidnico com um B-carbono
assimétrico (centro quiral) que possibilita a formacao de dois isdmeros Opticos: L(+), D(-) e
uma mistura DL racémica. Pode ser obtido por sintese quimica ou fermentacdo de
carboidratos por bactérias laticas. O método por sintese quimica resulta unicamente numa
mistura racémica de 4cido litico (DL); enquanto que o processo fermentativo microbiano
propicia a producdo de L(+) e o D(-) separadamente ou uma mistura racémica (DL) em

diferentes proporcoes.

Isso deve-se a presenca das enzimas L(+) lactato—desidrogenase ou D(+) lactato-
desidrogenase (nLDH) nas células bacterianas. As bactérias laticas fermentam a glicose por
vias diferentes e podem ser divididas em dois grupos: homofermentativas e

heterofermentativas, de acordo com o produto final obtido.



Na homofermentacdo o &cido latico € o tunico produto final do metabolismo da
glicose pela via Embden-Meyerhof-Parnas ou via glicolitica, na qual o 4cido pirdvico é
convertido em d4cido latico pela a¢do da enzima lactato desidrogenase (LDH); com um
ganho liquido de 2 ATP, sendo 2 lactatos por molécula de glicose fermentada. Entretanto na
heterofermentacao, quantidades equimolares de 4cido ltico, di6xido de carbono e etanol ou
acetato sdo formados a partir da glicose via oxidativa das pentoses (fosfoquinase), sendo o
dcido pirdvico e o acetaldeido substincias intermedidrias dessa via para formar o etanol. As
bactérias ldticas requerem nutrientes complexos para o seu desenvolvimento tais como:
aminodcidos, peptidios, dcidos nucléicos e derivados, vitaminas, sais, dcidos graxos, devido
a sua habilidade limitada para sintetizar vitaminas do complexo B e aminodcidos. O acido
latico pode ser obtido pela fermentacdo de varias matérias-primas, subprodutos ou residuos
industriais (diferentes tipos de acticares, materiais lignocelulésicos, derivados de amido, do
leite, etc). Para que a produc¢do de dcido ldtico torne-se vidvel, € necessdrio buscar
condi¢des do meio de cultivo que favorecam o processo fermentativo, tornando-o mais

eficiente, minimizando custos e os residuos gerados.

Virios fatores estdo envolvidos no processo: tempo da fermentacao, variagdo do pH,

temperatura, agitagdo, enriquecimento do meio (nutrientes), entre outros.

Considerando-se os custos dos nutrientes requeridos pelas bactérias laticas, tornou-
se necessario buscar fontes alternativas para compor o meio de cultivo visando obtencdo de

maiores teores de 4cido l4tico, assim como a bioprospec¢do de novas linhagens.



2. OBJETIVOS

= Objetivo Geral: Buscar meios de cultivo alternativos de baixo custo para a

producdo de 4cido lético.

= Objetivo Especifico: Isolar linhagens potencialmente capazes de produzir
dcido lético, sob a influéncia da temperatura, tempo, condi¢cdes fisicas e

quimicas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bactérias laticas

3.1.1 Caracterizacao

As bactérias laticas podem ter forma de cocos ou bacilos, ocorrem em cadeia ou
isoladamente, sdo Gram positivas, ndo apresentam motilidade, ndo formam esporos,
anaerébias ou anaerdbias facultativas, microaerdfilas, ndo patogénicas (gozando do status
“GRAS”- Generally Recognised As Safe), sdo incapazes de sintetizar ATP através da
respiracdo, catalase negativa, ndo produzem indol e 4cido sulfidrico; apresentam-se em
coldnias pequenas, a producdo de pigmentos € rara, mas se presente, pode ser amarela ou
laranja escuro, ou ainda, vermelho escuro (BUCHANAN et al., 1974; HOFVENDAHL e
HAGERDAL, 2000).

As bactérias laticas requerem nutrientes complexos para o seu desenvolvimento tais
como: aminodcidos, peptidios, dcidos nucléicos e derivados, vitaminas, sais, 4cidos graxos,
devido a sua habilidade limitada para sintetizar vitaminas do complexo B e aminodacidos.
Obtém energia através da fermentacdo de agicares, os produtos finais do metabolismo
podem ser: lactato, acetato, formato, succinato, diéxido de carbono e etanol. A temperatura
Otima de crescimento varia entre 30 a 40°C, sdo aciddfilas, toleram niveis de pH baixos, o
seu pH 6timo varia em torno de 5,5 a 5,8 , crescendo preferencialmente a um pH entre 5,0 e
4,5; em pH neutro ou em reagdes alcalinas hd uma diminui¢do na produgdo de 4cido e o
crescimento diminui. Estas bactérias sdo encontradas naturalmente em: efluentes, esgotos,

grama, em laticinios, leite, carne e derivados, cerveja, vinho, frutas, suco de frutas, dgua,



vegetais, pickles, como parasitas na boca, trato intestinal e vagina de animais homotérmicos
incluindo o homem. A porcentagem em G + C no genoma € de 34,7 (BUCHANAN et al.,
1974; HOFVENDAHL e HAGERDAL, 2000).

As bactérias laticas fermentam a glicose por vias diferentes e podem ser dividas em
dois grupos: homofermentativas e heterofermentativas, de acordo com o produto final
obtido. Na homofermentacdo o 4cido ldtico é o Unico produto final do metabolismo da
glicose pela via Embden-Meyerhof-Parnas ou via glicolitica, na qual o 4cido pirdvico é
convertido em 4cido latico pela acdo da enzima lactato desidrogenase (FIG. 1A). Entretanto
na heterofermentacdo, quantidades equimolares de 4cido latico, di6xido de carbono e etanol
ou acetato sdo formados a partir da glicose pela via oxidativa das pentoses (fosfoquinase)
sendo que o 4cido pirdvico e o acetaldeido sdo substincias intermedidrias dessa via para
formar o etanol (FIG. 1B). A proporcdo de etanol e acetato formado depende do potencial
redox do sistema. Este caminho € utilizado pelas bactérias heterofermentadoras facultativas,
como Lactobacillus casei, enquanto que na fermentacdo de pentoses e de hexoses e
pentoses sdo realizados por heterofermentadoras obrigatérias como Leuconostoc
(HOFVENDAHL e HAGERDAL, 2000).

Virios acidos sdao formados por homofermentadores, como no caso dos Lactococci
em condi¢des limitadas de glicose e o crescimento em outros aguicares, como Lactococcus
lactis na maltose, lactose e galactose, ou ainda num pH muito alto e baixa temperatura.
Neste caso, o etanol, o formato, e o acetato sao formados em adicdo ao acido latico. No
metabolismo do piruvato (homofermentacdo) ha a producdo de formato e acetil-CoA junto
com o 4cido latico pela acdo da enzima piruvato formato liase (PFL) (FIG. 1C). Na
presenca do oxigénio esta enzima € inativada, e um caminho alternativo no metabolismo
torna-se ativo via piruvato desidrogenase (PDH), resultando na producdo de diéxido de

carbono, acetil-CoA e NADH (HOFVENDAHL e HAGERDAL, 2000)
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Figura 1: Vias catabdlicas das bactérias laticas. Homofermentacdo (A), heterofermentacio (B) e
fermentacdo de vdrios 4cidos a partir do piruvato (C). P = fosfato, LDH = Lactato desidrogenase,
PFL = piruvato formato liase, e PDH = piruvato desidrogenase (Modificado d¢ HOFVENDAHL e
HAGERDAL, 2000).

3.1.1.1 O género Lactobacillus

As bactérias pertencentes ao género Lactobacillus dispdem de caracteristicas
semelhantes aquelas anteriormente descritas para bactérias ldticas: bacilos ou cocos Gram
(+), sdo incapazes de formar esporos, sdo estritamente fermentativas, anaerdbias ou
aerotolerantes, acidofilas, requerimento nutricional complexo, C + G no DNA abaixo de
50% mol. Os lactobacilos sd@o encontrados na mucosa de homens e animais, plantas, em
substratos ricos contendo carboidratos disponiveis, em alimentos fermentados. Vdrios
compostos como: citrato, malato, &cido tartdrico, quinolato, nitrato, nitrito, sdo
metabolizados e utilizados como fonte de energia por uma for¢ca préton motiva ou aceptor
de elétrons (HAMMES e VOGEL, 1995).

De acordo com Hammes e Vogel (1995), os lactobacilos podem ser divididos quanto

a utilizagcdo da hexose em:



- Grupo A: Homofermentativos obrigatérios — As hexoses sd@o quase que exclusivamente

fermentadas (>85%) a lactato pela via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). Esses
microrganismos possuem a enzima frutose-1,6-bifosfato aldolase. A auséncia da enzima
fosfocetolase, faz com que as pentoses ou o gluconato ndo sejam fermentados.

- Grupo B: Heterofermentativos facultativos — As hexoses sdo quase exclusivamente

fermentadas em 4cido litico pela via EMP. Os microrganismos possuem a aldolase e a
fosfoquetolase, nao somente a hexose é fermentada, mas também pentoses (freqlientemente
o gluconato). Na presenga da glicose, as enzimas da via fosfogluconato sdo reprimidas. Em
baixas concentragdes de substrato e sob condi¢des estritamente anaerdbias, algumas
espécies heterofermentativas facultativas devem produzir acetato, etanol e formato no lugar
do lactato (partindo-se do piruvato).

- Grupo C: Heterofermentativos obrigatérios — As hexoses sdo fermentadas pela via

fosfogluconato produzindo lactato, etanol, 4cido acético e diéxido de carbono em

quantidades equimolares. As pentoses entram nesta via e devem ser fermentadas.

Tabela 1. Organizacdo do género Lactobacillus.

Grupo A Grupo B Grupo C
Carater Homofermentativos = Heterofermentativos Heterofermentativos
obrigatorios facultativos obrigatorios
Fermentac¢do pentose - + +
CO, da glicose - - +
CO, do gluconato - +? +°
Presenca da FDP
+ + -
aldolase
Presenca da i 4b +
fosfocetolase
L. acidophilus L. casei L. brevis
L. delbrueckii L. curvatus L. buchneri
L. helveticus L. plantarum L. fermentum
L. salivarius L. sake L. reuteri

* Quando fermentado
® Induzido por pentoses

Fonte: AXELSSON, 1998.
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As espécies existentes do género Lactobacillus descritas até 1995 sdo mostradas na

Tabela 2.

Tabela 2. Lista das espécies do género Lactobacillus

N°de espécies Espécies
18 L. acetotolerans
1 L. acidophilus
32 L. agilis
20 L. alimentarius
2 L. amylophilus
3 L. amylovorus
12 L. aviarius subspécie araffinosus
12 L. aviarius subspécie aviarius
21 L. bifermentans
35 L. brevis
36 L. buchneri
22 L. casei subspécie casei
37 L. collinoides
48 L. confusus
23 L. coryniformis subspécie coryniformis
23 L. coryniformis subspécie torquens
4 L. crispatus
24 L. curvatus
5 L. delbrueckii subspécie bulgaricus
5 L. delbrueckii subspécie delbrueckii
5 L. delbrueckii subspécie lactis
13 L. farciminis
38 L. fermentum
39 L. fructivorans
52 L. fructosus
6 L. gallinarum
7 L. gasseri
25 L. graminis
53 L. halotolerans
19 L. hamsteri
8 L. helveticus
40 L. hilgardii
26 L. homohiochii
27 L. intestinalis
9 L. jensenii
10 L. johnsoni
55 L. kandleri
41 L. kefir
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11 L. kefiranofaciens

42 L. malefermentans

15 L. mali

56 L. minor

28 L. murinus

43 L. oris

44 L. parabuchneri

29 L. paracasei subspécie paracasei
29 L. paracasei subspécie tolerans
33 L. pentosus

46 L. pontis

34 L. plantarum

45 L. reuteri

30 L. rhamnosus

16 L. ruminis

31 L. sake

14 L. salivarius subspécie salicinius
14 L. salivarius subspécie salivarius
50 L. sanfrancisco

17 L. sharpeae

48 L. suebicus

49 L. vaccinostercus

47 L. vaginalis

54 L. viridescens

Fonte : Modificado de WOOD e HOLZAPFEL 1995.

3.1.2 Bactérias laticas na industria

O grupo das bactérias ldticas tem um papel fundamental nos processos de
fermentacdo industrial. Produzem substancias antimicrobianas, polimeros de agucar,
compostos aromdticos, vitaminas, enzimas Uteis e alguns exibem atividade probidtica. Estes
microrganismos promovem uma rdpida acidificacdo do meio (substrato), no qual sdo
formados 4cidos organicos, principalmente o 4cido latico. Também sdao produzidos: acido
acético, etanol, bacteriocinas, exopolissacarideos e vdrias enzimas de extrema importancia
(LEROY e VUYST, 2004).

A principal fun¢do das bactérias laticas nos alimentos é promover a acidificacdo,
impedindo o desenvolvimento de bactérias indesejaveis pela producdo de dcidos organicos.

Isso faz com que o periodo de conservacdo dos produtos fermentados seja muito maior se
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comparados naqueles onde a matéria-prima ndo sofreu fermentacdo litica (PIARD et al.,
2005).

Outros aditivos quimicos tais como: nitrito, sulfito, dcido propidnico, dcido sérbico e
acido benzodico sdo comumente aplicados para a preservacdo dos alimentos. A atividade
exibida pelas linhagens de bactérias liticas ajuda a combater contamina¢des microbianas;
vdrias substancias antimicrobianas sdo sintetizadas pelas bactérias laticas, estas incluem: os
dcidos organicos (4cido ldtico, 4cido acético, dcido férmico, dcido latico-fenil e 4cido
capréico), diéxido de carbono, perdxido de hidrogénio, diacetil, etanol, bacteriocinas,
reuterina e reutericiclina. As bacteriocinas promovem a supressdo de microrganismos
contaminantes, que produzem sabores desagraddveis em alimentos, muitas sdo ativas contra
patégenos (Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes), €
inibem a atividade de microrganismos produtores de esporos (LEROY e VUYST, 2004).

De acordo com Leroy e Vuyst (2004), a reuterina (B-hidroxipropionaldeido) € ativa
contra varios microrganismos como: bactérias, bolores e leveduras, mas ndo é formada em
quantidades suficientes na presenca de acucar. Enquanto que o 4cido caprdico inibe o
crescimento de bolores, o &cido ldtico-fenil produzido por Lactobacillus plantarum
apresenta uma ampla atividade antifungica. Os polissacarideos microbianos como a xantana
e o gelan, os carboidratos de plantas e as gelatinas aumentam a viscosidade e a consisténcia
dos alimentos, sendo usados para melhorar a textura e o paladar de iogurtes, sorvetes, entre
outros. As bactérias laticas contribuem para a obtencdo de aromas e sabores nos alimentos
fermentados formando compostos arométicos, que promovem a aceleracdo do processo de
maturacdo na fabricacdo de queijos e a intensificacio do sabor. Segundo estes autores,
durante o processo de maturagdo do queijo vdrios compostos aromdticos sdo gerados:
aminodcidos livres, dcidos graxos e peptideos devido a acdo de enzimas enddgenas
presentes no leite, assim como, as atividades lipoliticas, proteoliticas e glicoliticas das
enzimas produzidas pelas bactérias laticas.

As bactérias laticas podem ser usadas como inoculantes (aditivo) na producdo de
silagens. A inoculacdo microbiana tem um efeito positivo na silagem devido o aumento dos
niveis de 4cido latico, a diminuicdo dos valores do pH e dos &4cidos acético e butirico

(AKSU et al., 2004).
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Com a diminuicdo do pH pode-se prevenir o crescimento de Clostridium
tyrobutyricum, uma bactéria anaerébia que degrada proteina e produz o &4cido butirico,
resultando numa baixa palatabilidade da silagem (MEESKE et al., 2002).

Alguns trabalhos sugerem que o uso de bactérias liticas como inoculantes nas
silagens, proporciona melhora do desempenho dos animais, um possivel efeito probidtico, a
inibicdo de microrganismos prejudiciais e a interagdo com os microrganismos do rimen

elevando sua funcionalidade (AKSU et al., 2004).

Além dessas funcdes tecnoldgicas, algumas linhagens de bactérias laticas possuem
atividades probidticas ao serem ingeridas vivas por um hospedeiro determinado, exercendo

um efeito benéfico direto ou indireto (PIARD et al., 2005).

De acordo com Piard et al. (2005), existem trés tipos de atividades probidticas; a
primeira relacionada a digestibilidade da lactose, pessoas que s@o intolerantes a esse tipo de
acucar, tem deficiéncia da enzima lactase no organismo. Nestas pessoas € comum 0O
aparecimento de sintomas como: diarréias, cdlicas abdominais ou flatuléncia. Uma solugdo
para este problema € a ingestdo de iogurte, cuja flora bacteriana suplementa a deficiéncia de
lactase do hospedeiro com a sua prépria e estimula a producdo endégena da enzima na
mucosa intestinal do hospedeiro. Outra atividade probidtica exercida pelas bactérias laticas
¢ higienizar o tubo digestivo. A presenca dessas bactérias na flora do hospedeiro funciona
como uma barreira protetora, ajudando o organismo a se defender de contaminacdes
digestivas causadas por bactérias patogénicas. A terceira atividade relaciona-se com certas
linhagens de bactérias laticas que possuem atividades que estimulam a resposta imunolégica

do hospedeiro contra antigenos, atividades anticolesterolémicas e antitumorais propostas,

dependem de maior comprovacao através de estudos in vivo.
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3.2 Bactérias laticas como contaminantes industriais

A contaminacdo bacteriana é a maior causa da diminuicdo na produgdo de etanol
durante a fermentac@o por Saccharomyces cerevisiae. As bactérias ldticas sdo encontradas
desde a etapa inicial do processo, podendo colonizar colmos, raizes e folhas da cana-de-
acucar (matéria-prima), mosto, passando pelos trocadores de calor até a chegada as dornas
de fermentacao (CHERUBIN, 2003 ; TILBURY, 1975).

Segundo Lopez et al. (1988) citado por Alcarde (1995) o caldo de cana-de-agicar
contém quantidades varidveis de nutrientes organicos e inorganicos, alta atividade de dgua,
pH e temperatura favordveis que proporcionam o crescimento de uma intensa microbiota.

O nimero de microrganismos contaminantes na cana-de-agicar pode variar de
acordo com o tratamento que € fornecido, formas de colheita, tipo de transporte, o tempo
decorrido entre o corte da cana e seu processamento na usina, armazenamento, estado da
matéria-prima ao chegar na usina (limpa, suja, seca, molhada, deteriorada, com raizes)
(GALLO, 1989).

Tilbury (1975) citado por Maciel (2001) relata que o nimero de bactérias laticas
presentes nas amostras obtidas a partir de colmos recém—colhidos variou de
5x10* UFC.mL' a 5x10° UFC.mL'l, atingindo valores méiximos, na ordem de
10 UFC. mL", apo6s 3-4 dias de estocagem.

As bactérias laticas adaptam-se bem as condi¢des do processo industrial alcodlico,
toleram altas temperaturas, altos teores de dlcool, baixo pH, e ai multiplicam-se
rapidamente. Em condicdes anaerdbias metabolizam glicose convertendo-a em acido l4tico
para obter energia para o crescimento € manutengdo de suas células; isto leva a diminui¢ao
na produgdo do etanol, pois cada molécula de glicose que é convertida na producao do dcido
latico resulta na perda de duas moléculas de etanol que poderiam ser produzidas pela
levedura (NARENDRANATH, et al., 1997).

Rosales (1989) identificou que as bactérias laticas também estdo presentes na
industria sucroalcooleira (75,6%). Dentre as bactérias identificadas em maior porcentagem
destaca-se o género Lactobacillus sp (45%).

Rodini (1985) isolou e identificou microrganismos de mosto fermentado de 17

destilarias. Os géneros contaminantes mais freqlientes foram: Lactobacillus sp.,
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Leuconostoc mesenteroides, Micrococcus, Bacillus subtilis, Bacillus brevis, Bacillus
megaterium, Micrococcus lylae, Panococcus sp. € Acinetobacter calcoaceticus.

Portanto hd uma correlacdo entre a contaminacdo por bactérias e as perdas na
producdo do élcool. O acido ldtico exerce um efeito toxico nas células das leveduras,
inibindo o seu metabolismo e crescimento. Com a diminui¢do do pH do meio, o dcido lético
ndo dissociado difunde passivamente através da membrana plasmadtica da levedura, até que
o equilibrio seja estabelecido. Uma vez que a molécula do 4cido entra no citoplasma
dissocia-se no devido pH intracelular e os prétons liberados sdo bombeados para fora da
célula com gasto de ATP (DORTA et al., 2006; NARENDRANATH et al., 1997,
VENTURA, 2007).

Maiorella et al (1983) citado por Dorta et al (2006) estabeleceram que 40 gL'1 de
dcido latico em meio sintético, foi capaz de reduzir em 80% a populagdo de Saccharomyces
cerevisiae.

As interagOes entre Saccharomyces cerevisiae e algumas linhagens de lactobacilos
foram analisadas por Thomas et al. (2001). Foi verificado que o nimero de células das
leveduras diminuiu 31%, passando de 3,2 x 10% mL™! para 2,2 x 10® mL™! na presenca de
Lactobacillus fermentum. Houve perdas na viabilidade (45%) e na producdo de etanol
(22%).

Nas fermentacdes etandlicas acometidas por contaminacdes de bactérias
indesejdveis, a concentracdo final de dcido latico é proporcional ao de novas células
bacterianas produzidas. Deste modo, quando as bactérias laticas estdo presentes em grande
nimero sdo capazes de aumentar sua biomassa rapidamente e exibirem um potencial
metabdlico suficiente para competir com as leveduras por acticar e com isso, hd diminui¢ao
da producao de etanol (NARENDRANATH et al., 1997).

Oliva-Neto e Yokoya (1994) relataram a queda na eficiéncia alcodlica de um
processo fermentativo apés o 15 iclo, quando o 4cido latico excedeu 6 gL' e o nimero de
bactérias contaminantes foi maior que 1,2 x 10° células por mL™".

Ventura (2007) demonstrou as perdas do processo de producdo de etanol pela

presenca do dcido latico produzido por bactérias. Nas fermentacdes onde o teor de acido
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latico foi superior a 774 mg.L™", houve diminuicdo no teor de dlcool e no crescimento da
levedura enquanto que aumentou a floculagdo (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros de vinho obtido de fermentacio de mosto de melaco por leveduras,
contaminado com pool de bactérias léticas, corrido em batelada durante 9h, a 32°C sob agitacao.

Acido l4tico Teor Viabilidade Floculagdo
Fermentagdes ) 0'6 r.nL'l produzido  alcodlico L%g?;:ii levedura média

= ) melh) W (%)

01, 02,03 0,01%* 20,7 4,72 3,02 84,36 4,0
04, 05, 06 12,80 1089,0 3,80 1,60 76,92 92,0
07, 08, 09 5,40 774,0 4,25 1,86 78,54 74,0
10, 11, 12 0,40 369,0 4,38 2,14 79,23 44,0
13,14, 15 0,10 108,0 4,70 2,32 81,57 12,0
16 0,05 37,8 4,84 2,68 83,12 6,0

*Valor estimado

Fonte: VENTURA, 2007.

Dorta et al (2006) estudaram o potencial fermentativo de duas linhagens de
Saccharomyces cerevisiae frente a condi¢des altamente estressantes. Essas linhagens foram
submetidas a 200 mg.L™" de bissulfito de sédio, 6 gL' de 4cido latico, 9,5% (gL™") de etanol
e pH = 3,6. Os autores constataram que o baixo pH foi o maior fator de estresse superando
os outros fatores analisados.

O pH muito baixo aumenta o efeito téxico do etanol e dos dcidos orgénicos, que
promovem a modificacdo da composi¢cdo da membrana plasmética, a sintese de proteinas de
estresse, a regulacao nos processos de troca idnica, assim como a diminui¢do da atividade
metabdlica. Nessas condi¢des ocorre inibicdo ou 0 mau uso da glicose, com minimizagao
das taxas de crescimento e formacao do etanol; pelas células das leveduras (DORTA et al.,

2000).

3.2.1. Formas de controle das bactérias laticas

Virios problemas podem surgir em decorréncia da contaminagdo bacteriana:
deteriora¢do da cana, aumento da floculacdo, perda da viabilidade da levedura, diminui¢do
de massa de fermento, formacdo de metabdlitos indesejaveis. O numero elevado de

contaminantes provoca instabilidade no processo operacional, prejudicando a centrifugagao
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de células, aumento do uso de acido no tratamento do fermento, aumento do tempo de
fermentacdo e elevacdo de agicares nao fermentados o que compromete o rendimento
alcodlico (CHERUBIN, 2003).

Os géneros Lactobacillus, Bacillus e Leuconostoc sao contaminantes comuns na
fermentacdo alcodlica, sendo responsdveis pela floculagdo e morte das células da levedura.
A floculacgdo de leveduras € facilmente reconhecida, no microscépio e quando o problema é
intenso torna-se visivel ao olho nu. Suspensdes concentradas de células de leveduras
floculadas sdo transformadas primeiramente em uma fina camada de células que flotam no
meio e a seguir, esta camada celular tende a aumentar e ficar mais densa. Os flocos
separam-se do meio por sedimentacdo ou flotagdo, fenomenos decorrentes da unido dos
flocos com as bolhas de gés produzidos na fermentacdo (ISERENTANT, 1996).

A floculagdo do fermento leva ao assentamento das leveduras no fundo das dornas,
entupimento de tubulagdes, dificuldade na operacao das centrifugas, formagao de espuma,
diminui¢cdo na velocidade de fermentacao, dificultando a conversdo do agicar em etanol e
dioxido de carbono. Para que ocorra uma mdaxima conversdo do acucar em dlcool é
necessdrio que as leveduras permanecam suspensas e ndo floculadas. Vdrios fatores
contribuem para a floculagcdo das leveduras: o contato com gomas sintetizadas pelas
bactérias, contato entre bactérias indutoras da floculacdo e leveduras, ou devido a
contaminagdo por leveduras auto—floculantes; o que provoca diminui¢do no rendimento
alcodlico (CHERUBIN, 2003; LUDWIG, et al., 2001).

Viérios métodos podem ser utilizados no controle do crescimento de bactérias
contaminantes, por exemplo, lavagem 4cida do fermento, ajuste do pH do mosto,
centrifugacdo do vinho, a adicdo de biocidas, antibidticos, antimicrobianos; o uso de
biopreservativos, ultra-som e a limpeza constante de moendas, tanques fermentadores,
tubulagdes e trocadores de calor (OLIVA NETO e YOKOYA, 1998; VENTURA, 2007).

Os efeitos do antibidtico virginamicina foram investigados por Hynes et al. (1997),
frente a 7 linhagens de lactobacilos. A menor concentracdo testada desta substancia foi
0,5mg Lactrol™ Kg '1, inibindo o crescimento de Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus delbrueckii. Diferentemente das outras

linhagens, Lactobacillus plantarum ndo foi significativamente inibido, sugerindo a
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necessidade de uma dose maior do antibidtico para controld-lo. Neste estudo percebeu-se a
variacdo da sensibilidade das linhagens mediante o uso do antibidtico e a diminui¢do nas
perdas de producdo do etanol (acima de 11%).

Em sua pesquisa, Oliva Neto e Yokoya (1998) testaram o efeito de
3.4,4—triclorocarbonil (TCC), um anti-séptico, no crescimento de Lactobacillus fermentum
pelo teste de Concentracdo Inibitéria Minima (MIC); para estabelecer a melhor
concentracdo dessa substancia necessdria para controlar o crescimento do contaminante. De
acordo com os autores, a adi¢ao de 0,075 gL'1 de TCC, alginato de célcio, 1,67 mgL'1 de
duodecilsulfato de sédio (SDS) e o extrato de levedura na concentracio de 0 a 5 gL',
inibiram o crescimento de Lactobacillus fermentum. Deste modo, a acidez e a contaminacao
bacteriana foram controladas, com aumento da viabilidade celular e eficiéncia alcodlica
(20,8%) pelas células das leveduras.

Bertoletti et al. (2007) analisaram a ac¢@o antimicrobiana do Poliquilgerm®
(substancia derivada do oOleo de mamona) frente a Lactobacillus fermentum e
Saccharomyces cerevisiae. Mediante o teste de MIC e plaqueamento, verificaram que esta
substancia na concentragdo de 20% inibiu o crescimento da levedura em 99%; enquanto que
para a bactéria demonstrou ter a¢do bactericida inibindo o crescimento em 100% em 24h,
sendo a concentracdo do Poliquilgerm® de 5%.

Oliva-Neto et al. (2004) caracterizaram uma linhagem de levedura com atividade
antibacteriana, nio floculante, isolada do caldo e mosto de uma destilaria alcodlica. O
sobrenadante da cultura da levedura centrifugado e esterilizado por filtracio Millipore, foi
considerado como o extrato antibacteriano. Para averiguar a possivel atividade
antibacteriana desse extrato, utilizaram o teste de antibiograma, no qual discos de celulose
esterilizados foram embebidos no extrato e colocados em placas de Petri previamente
inoculadas com 0,1mL de Lactobacillus fermentum. Apds a incubacdo verificaram a
formacdo de halos de inibi¢do com 4 mm de raio, onde ndo houve crescimento bacteriano.
Nos ensaios realizados em meio liquido (10mL de MRS), 0,1-0,4mL de extrato
antibacteriano concentrado foram adicionados aos tubos, que foram inoculados com 0,ImL
de Lactobacillus fermentum. Apés 24h de incubagdo verificaram diminui¢do da turbidez em

71% e da taxa de crescimento especifico da bactéria (56%).
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Como uma alternativa ao uso de antibiéticos, Franchi et al. (2003) investigaram a
eficdcia dos biopreservativos: nisina e lisozima combinados com EDTA e Tween 20 em
diferentes concentragdes; objetivando a eliminacdo dos contaminantes. Ensaios de MIC
foram realizados para determinar a concentracdo de biopreservativos necessdria para inibir
o crescimento de linhagens de lactobacilos, bem como, avaliar a susceptibilidade da
levedura frente aos biopreservativos. Os resultados revelaram que a nisina foi mais efetiva
contra Lactobacillus confusus e Lactobacillus plantarum sendo que, para inibir o
crescimento de Lactobacillus fermentum foram utilizadas 9ppm dessa substincia.
Concentragdes acima de 1gL"' de lisozima ndo inibiram Lactobacillus fermentum ou
Lactobacillus confusus, entretanto 700 mg.L'l de lisozima inibiram Lactobacillus
plantarum. Altas concentracdes de lisozima e todas as combinagdes possiveis entre nisina,
EDTA e Tween 20, ndo inibiram o crescimento da levedura.

Pulz (2002), verificou a eficiéncia dos produtos biocidas Kamoran WP® e Corstan®
no controle de Lactobacillus fermentum e o efeito desfloculante dessas duas substancias. Os
resultados demonstraram que o efeito do Kamoran WP® foi positivo, ndo houve flocula¢io
durante 48h de fermentacdo (cultura mista de Saccharomyces cerevisiae e Lactobacillus
fermentum). Ao contrério, concentracoes de 10 a 100 ug.mL'1 de Corstan®, estimularam a
floculagdo a partir de 24h de fermentacao até o final do processo. Nenhuma a¢do biocida foi

observada para os dois produtos na linhagem de bactéria estudada.

3.3 Otimizacao da producio de acido latico por bactérias

A eficiéncia de um processo de fermentacdo latica pode ser medida pela
concentracdo de 4cido latico produzido, baseado no consumo de substrato e na
produtividade (HOFVENDAHL e HAGERDAL, 2000).

Alguns parametros devem ser considerados, para melhorar as condi¢cdes operacionais
do processo fermentativo na obtencdo do 4cido latico. Em relacdo a cultura, devem ser
avaliados: a temperatura dentro do fermentador, a concentragdo de nutrientes, a pressao
parcial de oxigénio e diéxido de carbono, a pressao osmdtica e a variagdo do pH.

No que se refere as condicdes quimicas, estas incluem: a inibicdo da atividade

biossintética devido a alta ou baixa concentra¢do de substratos, excesso de subprodutos
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formados e alta concentracdo celular (biomassa). Entretanto para as condic¢oes fisicas devem
ser considerados: o estresse sentido pelas células devido a agitagdo, turbuléncia, o atrito no
reator, que contribuem para a colisdo entre a células (BOUDRANT et al., 2005).

Em geral os meios utilizados para o crescimento de bactérias laticas, ndo sdo
economicamente atrativos; devido a grande quantidade de nutrientes onerosos requeridos,
como o extrato de levedura e a peptona (BUSTOS et al., 2004).

Uma alternativa apontada por Bustos, et al. (2004) é a utilizacdo do caldo de
maceracdo de milho ou como € conhecido “Corn steep liquors” (CSL), que apresenta-se
com baixo custo e pode ser utilizado para otimizar o processo. Os pesquisadores utilizam
um modelo matemdtico para estudar os efeitos causados pelo tempo e a composicdo do
meio para otimizar a produgdo de D(-)4cido latico, a partir da glicose por Lactobacillus
coryniformis, baseado no seu principal componente, o CSL. Mediante os dados
experimentais obtidos e o desenvolvimento de um modelo matemdtico empirico, os autores
definiram que para atingir a concentra¢io méxima do produto final (58,9 gL™"), deve-se usar
5 gL'1 de CSL, 3,6 gL'1 de extrato de levedura e 10 gL'1 de peptona, 100 gL'1 de glicose em
96h de fermentacdo. Entretanto, para alcancar a producdo mixima e econdmica deve ser
usado 5 gL' de CSL como tnico nutriente, em um tempo de fermentacdo de 96h; para
resultar em uma produtividade maxima a diminui¢do do tempo de fermentagcdo para 44h
seria o ideal.

Em seu estudo, Naveena et al. (2005), investigaram parametros nutricionais e fisicos
usando um modelo estatistico ‘“Plackett Burman” para a producdo de L(+)acido
latico,utilizando a fermentacdo em estado sélido por Lactobacillus amylophilus GV6.
Mediante esse modelo, um levantamento inicial dos ingredientes tem que ser providenciado
para entender o significado do seu efeito na formacdo do produto, e a partir destes,
seleciona-se os ingredientes mais adequados para otimizar 0 processo.

Naveena et al. (2005) relatam o efeito da peptona, extrato de levedura, tri-amonio
citrato, extrato de carne, CSL, hidrolisado de caseina, pH, tamanho do in6culo, periodo de
incubacdo, tampao de carbonato de célcio, o surfactante “Tween 807, os seguintes minerais:
sulfato de magnésio, sulfato de manganés, fosfato de s6édio monobdsico e o acetato de sédio

na produgdo de 4cido latico.
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De acordo com Naveena et al. (2005) o extrato de levedura, a peptona, o tri-amdnio
citrato, o fosfato de sédio monobdsico e o surfactante “Tween 80” podem melhorar a
producdo de 4cido latico, se os seus niveis forem aumentados. Nos casos de: sulfato de
magnésio, acetato de sdédio, CSL, extrato de carne, hidrolisado de caseina, pH, carbonato de
célcio e o periodo de incubacdo sdo considerados parametros insignificantes. O sulfato de
manganés deve ser evitado pois ndo favorece a producao de 4cido lético.

Liew et al. (2005) utilizam técnicas de simulacdo estatisticas para otimizar a
producdo da biomassa de Lactobacillus rhamnosus, variando as concentracdes de extrato de
levedura, glicose e vitaminas em diferentes valores de pH, estudando os efeitos individuais
ou interativos desses parametros a fim de alcancar uma condi¢do 6tima. Segundo os
pesquisadores, as condi¢cdes 6timas de crescimento para Lactobacillus rhamnosus sao: pH =

6,9, solucao de vitamina = 1,28% (L.L'l), glicose = 5,01% (gL'l) e extrato de levedura = 6%
(gL™h).

3.4 Acido Litico

3.4.1 Propriedades

Trata-se de um acido organico com um [} -carbono assimétrico (centro quiral) que
possui dois enantiomeros: L(+), D(-) e um DL racémico que pode ser obtido através de
sintese quimica (ZHOU et al., 2003), (FIG. 2).

O L(+)—4cido latico (4cido latico dextrorotatério) ocorre em pequenas quantidades
no sangue, nos musculos de homens e animais, tendo sua concentracdo aumentada apds a
pratica de atividades fisicas intensas. Estd presente ainda no figado, rins, timo, liquido
amnidtico entre outros 6rgaos. No metabolismo humano € utilizado mediante a agdo da
L-lactato desidrogenase (WINDHOLZ, et al., 1976).

Pode ser obtido em metabolismo fermentativo por muitas espécies de
microrganismos entre eles: Lactobacillus delbrueckii, Streptococcus faecalis, Lactobacillus
helvecticus, Lactobacillus amylophilus e pelo fungo Rhizopus oryzae. Este composto pode
ser utilizado na fabricacdo de polimeros (WINDHOLZ, et al., 1976; OHARA e YAHATA,
1996).
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Quimicamente é conhecido por dcido-2-hidroxipropionico, sua férmula molecular é:
C3;HgO3, massa molar = 90,08, ponto de fusdo = 53°C, pK a 25°C = 3,79, podendo formar
sais com vdrios metais, com o zinco, originando o L(-)lactato diidrato, sendo os seus sais
mais soldveis em dgua do que os sais formados pelo (DL) 4cido ldtico em mistura racémica

(WINDHOLZ, et al., 1976).

COOH COOH
OH—é*—H H—IC*—OH
ICH3 ICH3
L (+) — acido latico D (-) — acido latico

Figura 2: Molécula de 4cido latico (WINDHOLZ, et al., 1976).

O D (-) 4cido ltico conhecido quimicamente por dcido(R)-2-hidroxipropidnico, de
massa molar = 90,08, férmula molecular: C3HgO3, ponto de fusdao = 53°C, pK= 3,83, ¢
obtido pela conversdo de DL 4cido latico durante o processo de fermentagdo da glicose
usando Lactobacillus leichmannii. Dentre as suas propriedades destaca-se a solubilidade em
agua, alcool, acetona, éter e glicerol; praticamente insolivel em cloroférmio; podendo
formar sais com muitos metais sendo a maioria destes dextrorotatérios. Com o zinco forma
o sal D(+)-zinco lactato (cristais). O DL 4cido latico estd presente no leite azedo como
resultado da fermentagdo das bactérias laticas. Também € encontrado em melagos devido a
conversdo parcial de agicares, em macgds e outras frutas, em vdrias plantas superiores,
principalmente no periodo da germinacdo, suco de tomate, cerveja, vinhos, entre outros
(WINDHOLZ, et al.,1976).

O DL 4cido ldtico é obtido tecnicamente em tempo relativamente curto por

fermentagdo, a partir de diferentes carboidratos tais como: glicose, sacarose, frutose,
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lactose, mediante o metabolismo de bactérias do género Bacillus e por outros
microrganismos como: Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus bulgaricus.

Dentre algumas das possibilidades de utilizacdo destaca-se a fabricacdo de queijos,
funciona como acidulante em bebidas, balas, anti-séptico intestinal, anti—fermentativo, serve
ainda como solvente de tintas insoliveis em dgua, solvente na producdo de celulose,

manufatura de lactatos, presente nos alimentos, materiais plastificantes, entre outros

(WINDHOLYZ, et al.,1976).

3.4.1.1 Configuracao do acido latico

Durante a fermentacdo de carboidratos, diferentes espécies de bactérias laticas
também produzem exclusivamente L(+)4cido latico ou D(-)dcido ldtico, quantidades
aproximadamente iguais de ambos, ou predominantemente uma Unica forma. Isto vai
depender da presenca de uma enzima NAD" dependente especifica conhecida como lactato
desidrogenase (nLDH) e sua respectiva atividade (AXELSSON, 1998).

Quando D e L 4cido latico sdo formados ocorre a presenca de duas enzimas a
D(+) nLDH e a L(-) nLDH respectivamente. Somente poucas espécies, como por exemplo:
Lactobacillus curvatus e Lactobacillus sake produzem uma enzima racemase capaz de
converter L(+)acido latico em D(-)acido latico. Neste caso o L-acido latico inicialmente
produzido induz a acdo da racemase o qual resulta em uma mistura de D e L 4cido lético.
Geralmente a concentracdo do L 4cido latico € maior na fase inicial de crescimento dos
microrganismos, enquanto que o isomero D é formado na fase estacionaria (GARVIE, 1980
apud AXELSSON, 1998).

Manome et al (1998), relatam que € possivel identificar, classificar as bactérias
laticas a partir do tipo de isdbmero produzido. O tipo de isomero parece ser especifico das

linhagens e estdvel; sendo que nenhuma produz 100% de qualquer isomero.
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3.4.2 Obtencao

O 4cido latico pode ser obtido por trés caminhos diferentes:

=  Metabolismo animal,
= Sintese quimica,

=  Fermentagcdo microbiana.

Em condi¢des de anaerobiose o glicogénio armazenado nos musculos dos animais
pode ser decomposto em glicose. Este processo € denominado glicdlise, no qual cada
molécula de glicose é convertida em duas moléculas de 4cido pirdvico. Normalmente o
acido pirdvico passa as mitocOndrias das células musculares, reage com o oxigénio para
formar muitas moléculas de adenosina trifosfato (ATP). Quando o oxigénio € insuficiente
para que ocorra a etapa oxidativa do metabolismo da glicose, a maior parte do &dcido
pirdvico € convertido em 4cido latico (GUYTON e HALL, 1998).

Durante um exercicio intenso ocorre aumento do lactato no musculo e no sangue,
decorrente da diminuicao do pH nesses tecidos, deste modo, ha a producdo do 4cido latico
(ROBERGS et al., 2004).

O processo de obtencdo do 4cido litico por sintese quimica tem como base o
lactonitrito. O 4cido cianidrico é adicionado ao acetaldeido na presenca de uma base para
produzir o lactonitrito, sendo que esta reagdo ocorre na fase liquida sob alta pressdao
atmosférica. O lactonitrito é recuperado e purificado por destilacdo sendo hidrolisado a
acido latico mediante adi¢do de acido cloridrico ou dcido sulfirico; com isso, ocorre a
producdo de sais de amonio e 4cido latico. A produgdo ocorre apds a reacdo de esterificagdao
o 4cido latico que une—se ao metanol e € possivel a formacao de um novo composto, o metil
lactato. Por sua vez, o metil lactato pode sofrer hidrélise e os compostos iniciais podem ser

recuperados (reacdo inversa) (NARAYANAN et al., 2004).
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Este processo € representado pelas reagdes abaixo:

Adicao de acido cianidrico

CH;CHO + HCN catalisador > CH;CHOHCN equacio
acetaldeido acido cianidrico lactonitrito §))
Hidroélise por H,SO,
CH;CHOHCN+H20 + 1/2H2$O4 —> CH3CHOHCOOH + (NH4)2$O4 equacio
lactonitrito acido sulfurico acido latico sal de amoénia  (2)
Esterificacao
CH;CHOHCOOH + CH;OH ———» CH;CHOHCOOCH; + H,0O equacio
acido latico metanol metil lactato 3)
Hidrdlise por H,O
CH;CHOHCOOCH; + H,0 —— » CH;CHOHCOOH + CH;OH equacio
metil lactato acido latico metanol “@

Fonte: NARAYANAN et al., 2004.

O método por sintese quimica resulta unicamente numa mistura racémica de 4cido
latico, o DL 4cido latico (NARAYANAN et al., 2004).

O 4cido latico pode ser obtido pela fermentacdo de uma grande variedade de
matérias—primas, subprodutos ou residuos industriais, tais como: soro de leite, residuo da
fabricacdo do queijo, melaco (derivado da cana-de-aguicar), glicose, lactose, sacarose,
milho, amido de milho, CSL, mandioca, batata, cevada, farelo de trigo e de arroz, residuos
de elevada demanda bioquimica de oxigénio (DBO) das industrias de papel, como a
celulose e a hemicelulose, que sdo utilizados como fonte (s) de substrato(s).

Alguns substratos como a celulose e a hemicelulose necessitam de um pré-
tratamento fisico seguido de hidrélise quimica ou enzimdtica, enquanto que o amido de
milho, a mandioca, o trigo, a cevada e a batata precisam de um tratamento moderado para
solubilizacao e hidrdlise.

O é4cido lético tem sido produzido por vdrios tipos de fermentacdes, tais como:
fermentacdo em estado soélido (SSF) ou semi-sélido, em estado liquido, processo de

fermentag¢do continuo com sacarificacdo simultinea, processos continuos com recirculacio
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celular, descontinuos, fermentacdo por batelada, batelada alimentada entre outros

(HOFVENDAHL e HAGERDAL, 2000 ; NARAYANAN et al., 2004).

A producdo de 4cido latico por Lactobacillus delbrueckii NRRL B-445 tem sido
estudada por Parajo6 et al. (1997), no qual utiliza pedagos de madeira de Eucalyptus globulus
como substrato. O material lignocelulésico € hidrolizado por celulases e submetido a uma
sacarificacdo simultinea e fermentacdo. De acordo com Parajé et al. (1997), a produtividade
maxima alcancgada € de 0,89-1,48 gL.h'1 de 4acido latico.

Soccol et al. (1994), descrevem a producgdo de L(+) acido latico por Rhizopus orysae
NRRL 395 em meio sélido, usando o bagaco de cana-de-agliicar como suporte na
fermentag¢do, impregnado com uma solu¢do nutriente de glicose e carbonato de c. A
concentracdo ideal da glicose é de 180gL’1, resultando em uma produgdo de 137 gL'1 de
L(+) 4cido latico e a produtividade 1,43 gL.h'l.

Tanaka et al. (2005), tém estudado a producdo de D(-) dcido latico por Lactobacillus
delbrueckii IFO 3202, usando o farelo de arroz como substrato, empregando processos de
fermentagdo, sacarificacdo simultdnea dos polissacarideos amido e celulose e hidrélise
enzimdtica mediante a acdo da amilase e celulase. Os resultados demonstram produgdo de
28 kg.mﬁ3 de acido latico a partir de 100 kg.mﬁ3 farelo de arroz depois de 36h de
fermentagao a 37°C.

A producdo biotecnoldgica de 4dcido latico por Enterococcus faecalis, a partir do
melaco sem um pré-tratamento tem sido relatada por Wee et al. (2004). O método de
fermentacdo em batelada € afetado pela variacdo da concentracido de extrato de levedura,
quando o meio contém 15 gL'1 de extrato de levedura, a concentracdo maxima de acido
latico é de 134,9 gL'l, sendo a produtividade médxima de 4,3 gL.h'l.

Um estudo realizado por Timbuntam e colaboradores (2006), utilizaram garapa 13%
(125 gL' de sacarose, 8 gL' de glicose e 6 gL' de frutose) como fonte alternativa de
carbono. Uma nova linhagem de Lactobacillus sp (FCP2) foi isolada produzindo 104 gL'1
de dcido latico, em 120h de fermentacdo, com 90% de rendimento e 0,9 gL'1 de
produtividade. Para substituir o extrato de levedura outras fontes residuais de nitrogénio
foram adicionadas ao meio de cultivo: larvas do bicho da seda, Iévedo de cerveja e restos de

camardo podendo elevar a producdo de 4cido l4tico.



27

Em sua pesquisa, Kourkotas et al. (2005), trabalharam com células imobilizadas de
Lactobacillus casei em frutas (ma¢d e marmelo), utilizando soro de leite como substrato,
aplicando 15 fermentagdes sucessivas em batelada a 30, 37 e 45°C durante 50 dias. Apds a
formacdo da biomassa esta € misturada com os pedagos de frutas por imobilizacdo e depois
sdo lavadas no suporte para testar sua estabilidade e sobrevivéncia. Os resultados
demonstraram que ocorre alta conversdo do substrato a 4cido ldtico; o tempo gasto de
fermentagdo para as células livres de Lactobacillus casei é maior, enquanto que para as
células imobilizadas hd uma diminuicao ou estabilizacido do tempo de fermentagao.

Parametros cinéticos t€m sido estudados por Ghaly et al. (2004), para a produgdo do
acido latico, mediante a fermentacio continua e em batelada a partir de soro de queijo (fonte
de lactose) usando Lactobacillus helveticus. Nestes estudos os efeitos da concentracdo de
lactose, microaeracdo do processo fermentativo e a utilizacdo de extrato de levedura tém
sido investigados.

Os resultados obtidos por Ghaly et al. (2004), indicam efeito inibitério utilizando
altas concentracdes de lactose, isto acarreta aumento da fase lag e o tempo de fermentacdo;
ocorrendo a diminui¢do da propor¢do de crescimento especifico, do nimero maximo de
células, da utilizacdo de lactose e quantidade de 4cido latico produzido. A concentracio
6tima de lactose para uma produgio eficiente de dcido latico (75,8%) é de 75 gL™'. Em
contrapartida, usando extrato de levedura e/ou microaeracdo aumenta o nimero de células
(320 x 10° células.mL™), atingindo crescimento especifico de @ = 0,22 h”', na produgio
celular, consumo de lactose e produgdo de 52,5 gL'1 na concentra¢ao do acido latico, com
constante diminui¢ao da fase lag, no tempo de fermentagdo e da lactose residual.

Os meios fermentados podem ter 4cido latico puro, sais de 4cido latico, ou uma
mistura dos dois (NARAYANAN et al., 2004). Vérios estudos t€ém sido realizados para
aprimorar ou desenvolver novas técnicas de separacdo, concentracdo e purificacdo do dcido
latico do caldo de fermentacao, LI et al. (2004).

Segundo Narayanan (2004 apud Eyal, 2001) vérios caminhos podem ser usados na
separacdo dos sais de lactato do meio fermentado, tais como: extracdo por solventes,
separac¢do por troca idnica, adsor¢do, membrana ou por destilacdo a vacuo. Outros métodos

podem ser utilizados para a obtencdo do 4cido litico puro: eletrodidlise, esterificacdo,
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cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC), destilacdo direta e separacdo por membrana
(HABOVA et al., 2004; HOFVENDAHL e HAGERDAL, 2000).

Em seu estudo, Hdbova et al. (2004), recuperam o &cido ldatico do caldo de
fermentacdo aplicando um modelo de eletrodidlise composto por duas fases. Na primeira
etapa o lactato de sédio é concentrado através da dessalinizacdo usando membranas de troca
ionica Ralex®. Em um segundo momento, hd a eletroconversao do lactato de sédio a dcido
latico por eletrodidlise através de membranas bipolares (EDBM) Neosepta®. O caldo de
fermentagcdo é submetido a um pré - tratamento (ultrafiltracdo, descolora¢do e remocgdo de
fons metdlicos) antes da eletrodidlise. Os resultados indicam uma concentra¢do final de
lactato na primeira fase de 175 gL' e na segunda de 151 gL™.

Os métodos convencionais de eletrodialise (membranas de troca idnica sob a
influéncia direta de corrente elétrica) e de membrana bipolar t€ém sido usados conjuntamente
no estudo de Li et al. (2004). Estes processos eletrocinéticos permitem a remog¢ao do dcido
latico diretamente do biorreator “in situ”, na forma concentrada, com um controle ideal do
pH, sem a producdo de sais indesejdveis durante o processo fermentativo. A propor¢ao
média de 4cido latico produzido é de 0,61 mmol.h.g'1 de massa seca em 135,5h de
fermentacao.

Min-Tian et al. (2003), comparam o método de fermentacdo por eletrodidlise com o
método convencional de fermentacdo para a obtencdo de L(+) dcido latico. Os resultados

demonstram eficiéncia duas vezes maior na producdo de 4cido litico pela eletrodiélise.

3.4.3 Aplicacgoes

Nos dltimos anos, o interesse pelo 4cido latico e seus polimeros tem aumentado.
Estes podem ser aplicados em vdrios tipos de inddstrias, tais como: quimica, farmacéutica,
alimenticia e mais recentemente na medicina (BOUDRANT et al., 2005; BUSTOS et al.,
2004).

Na induistria quimica pode ser empregado na producdo de solventes orginicos, como
os ésteres de dcido latico (etil/butil-lactato) e na produ¢do de bases quimicas

(HOFVENDAHL e HAGERDAL, 2000; LI et al., 2004; NARAYANAN et al., 2004).
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O uso do 4cido latico na inddstria farmacéutica estd relacionado a produgdo de
cosméticos, formulacdo de pomadas, lo¢des, preparacao de solucdes anti-acne, humectantes,
o lactato de cdlcio pode ser usado como terapia na deficiéncia de célcio e funcionando como
agente na eliminacdo da carie dental, no transporte de drogas anti—inflamatdrias

(NARAYANAN et al., 2004).

Uma das maiores aplicacdes do dcido latico na industria alimenticia é de funcionar
como: aditivo, preservante, agente tamponante, acidulante, flavorizante, aromatizante e
emulsificador na fabricacdo de paes e derivados, doces, balas, além de inibir a esporulagdao
de bactérias em alimentos processados (HOFVENDAHL e HAGERDAL, 2000; LI et al.,
2004; NARAYANAN et al., 2004; NAVEENA et al., 2005).

Estudos recentes tém demonstrado o grande potencial dos polimeros do 4cido latico
na drea médica. Esses materiais biorreabsorviveis t€m sido utilizados na regeneracdo de
tecidos, suturas, fixacdo de fraturas, reposicao Ossea, reparo da cartilagem, reparo do
menisco, fixacdo de ligamentos e implantes; podendo ser empregado na forma de parafusos,
pinos, grampos e placas nas aplicagdes ortopédicas e cirurgias orais em humanos e animais

(SAKATA etal., 2004).

Segundo Sakata et al. (2004), o poli L—4cido latico (PLLA), o poli 4cido glicélico
(PGA), o poli 4cido latico—co—4cido glicélico (PLGA) e o poli p — dioxanona (PDS), t€ém
sido aplicados em suturas cirdrgicas e aprovados para uso em humanos, pela Food and Drug

Administration (FDA).

Em sua pesquisa, Sakata et al. (2004), estudaram a interacdo polimero/tecido
utilizando pinos de PLGA e PDS apés implante em coelhos. Os animais sdo separados em
grupos de 3, 6 e 12 semanas de implantagdo, sacrificados e posteriormente submetidos a
andlise histolégica. Nos implantes de pinos com PLGA, apds 3 semanas, hd a formacdo de
um tecido com caracteristicas mesenquimatosas € com 12 semanas a formacdo de uma
estrutura 6ssea madura. Nos implantes de pinos de PDS, de trés semanas observou-se maior
invasdo de tecido mesenquimal se comparado ao PLGA, e apds 12 semanas hd a degradagdo
avancada do tecido mesenquimal e dsseo. As andlises demonstram efeito positivo na

interacdo tecido/implante tanto para os implantes com PLGA como nos PDS, mas o
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copolimero de PLGA apresenta propriedades osteoindutivas mais adequadas que o PDS,
apresentando biocompatibilidade aceitdvel para aplicacdo ortopédica (SAKATA et al,
2004).

Em seu estudo, Gollwitzer et al. (2005), analisaram as caracteristicas imunoldgicas e
mecanicas na interagdo do poli DL &cido latico (PDLLA) com o tecido, para avaliar as
limitacdes do polimero em aplicagdes clinicas futuras. Os resultados provam que o PDLLA
ndo exerce efeitos imunossupressivos ou indu¢do de proliferacdo das células-T, fornecendo
boa estabilidade mecénica e adesdo em implantes ortopédicos, demonstrando excelente

elasticidade, com uma elongacdo de 8%.

Em sua pesquisa, Uematsu et al. (2005), estudaram a regeneracdo da cartilagem
hialina em coelhos, transplantando o tri-dimensional poli dcido liatico—co—4cido glicélico
(PLGA) cultivado em linhagens de células mesenquimais. Inicialmente os animais sdo
submetidos a cirurgias que provocam defeitos na articulacdao femoropatelar, logo, recebem o
PLGA, sendo sacrificados 4 a 12 semanas apds o transplante para que os tecidos sejam
analisados histologicamente. As andlises finais provam que o PLGA fornece um suporte
estrutural na diferenciacdo das células progenitoras, demonstrando ser eficiente na indugao

da condrogénese.

Um dos campos mais promissores da aplicacdo do dcido latico é o desenvolvimento
de polimeros renovaveis e biodegraddveis na inddstria (BOUDRANT et al., 2005; MIN-
TIAN et al. , 2003).

O polimero derivado do 4cido latico (PLA) é usado na manufatura de produtos, tais
como: embalagens de alimentos, copos, pratos e talheres descartdveis, garrafas de
refrigerante, sacos de adubo, sacolas de supermercado, fibras, revestimentos, entre outros

(BUSTOS et al., 2004, MIN-TIAN et al., 2003; NAVEENA et al., 2005).

O tempo de vida ttil destes polimeros é menor se comparado com 0s provenientes
dos hidrocarbonetos; podem ser totalmente degradados no meio ambiente em condi¢des de
aerobiose ou anaerobiose. Tais polimeros também quando expostos a altas temperaturas
(termopldstico natural) e alta umidade, pode ter a biodegradacao melhorada (AURAS et al.,

2003; TUOMINEN, 2003).
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De acordo com TUOMINEN (2003), os polimeros biodegradédveis sdao decompostos
em ambientes onde estdo presentes microrganismos, tais como: solo, himus, mares, rios,

lagos, corpos de animais e em humanos.



4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.1 Equipamento portatil Accutrend Lactate®
Utilizou-se este equipamento para quantificar o &cido latico produzido pelos

microrganismos no processo de fermentacao latica.

4.1.2 Espectrofotometro
O espectrofotometro modelo SP 1105 de marca BEL PHOTONICS ® foi utilizado
na dosagem da glicose, o qual foi ajustado para o comprimento de onda de 540nm, para a

leitura das amostras.
4.1.3 Agitador tipo mesa rotatoria

As fermentagdes com agitacdo foram realizadas em shaker modelo MA-410 da

marca Marconi ®.

4.1.4 Refratometro de brix de campo
O refratobmetro marca TOKO ® n. 43292 (0-32%) foi utilizado para determinar a

porcentagem de sélidos totais.



4.1.5 Culturas de bactérias laticas utilizadas

Lactobacillus delbrueckii 103-10-1 e Lactobacillus delbrucki 103-10-2,
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linhagens que foram cedidas pelo “Instituto Cubano de Investigaciones

de los Derivados de la Cafia de Azucar - Depto. de Bioengenharia”, pela

profa. Dra. Georgina Michelena,

Lactobacillus fermentum 292B, culturas liofilizadas proveniente da

“Fundacao André Tosello”,
Lactobacillus fermentum,

Bactérias do “Cambucha”,

Linhagem selvagem ndo identificada de usina sucroalcooleira do norte do

Estado de Sao Paulo.

4.1.6 Meios de cultivo

Tabela 4. Composi¢ao dos meios de cultivo.

mozqigi do @h CSN (LY  Meio Padrio** LY MRS LY
Glicose 20g - Sacarose 40g Dextrose 20g
Peptona 10g Peptona S5¢g - Peptona 10g
Extrato de 4 Extrato de 3 Extrato de 20 Extrato de 5
levedura & levedura & levedura & levedura &
Extrato de 8o Extrato de 3e Solugdo A " Extrato de 10g
carne carne carne
Citrato de 20 Citrato de 26 Fosfato de potéssio 20g Citrato de 20
amonio amoOnio dibasico (Sol. B) amonio
Acetato de 5 3 3 Cloreto de calcio 0.02 Acetato de 5
sédio & (Sol. C) PE sédio &
Complexo 1
B B B B B B sorbitan &
3 3 3 3 3 _ Sulfato de 0.1g
Magnésio ’
_ 3 3 _ 3 3 Sulfato (je 0.05¢
manganés
Fosfato )
B B B B B B di-sédico g
¢ Caldo de cana ¢ ¢
Agua 1 clarificado 1 Agua 1 Agua 1
pH=6 - pH=6,2 - pH=6,2 - pH=6,5 -
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*  Solugdo A: Sulfato de magnésio 0,2 gL', sulfato de manganés 0,01 gL', cloreto de sédio
0,01 gL', sulfato ferroso 0,01 gL™".
** LOPES, 1979.

**% Meio Accumedia®.

4.1.6.1 Tomate (Solanum lycopersicum)

4.1.7 Reagentes
4.1.7.1 Acido 3,5-dinitro acetil salicilico (ADNS)
4.1.7.2 Kit enzimatico Laborlab®

4.2 Método

4.2.1 Preparo dos meios de cultivo

4.2.1.1 MRS modificado

Todos os ingredientes foram unidos e dissolvidos em dgua destilada completando-se
o volume para 400 mL, sendo o pH do meio ajustado para 6. Posteriormente o meio foi

esterilizado a latm de pressdo, 15 min. 121°C.

4.2.1.2 Meio CSN modificado

4.2.1.2.1 Clarificacao do caldo de cana: FALCAO DE MORAIS et al (1983)

A 1000mL de caldo de cana-de-agucar acrescentou-se duas claras de ovos batidos
em neve. A mistura foi agitada fortemente em temperatura ambiente e submetida a vapor
fluente em autoclave durante 30 min. Apds este procedimento, filtrou-se com o auxilio de
algoddo e gaze; o brix foi ajustado de acordo com a exigéncia do experimento. Apds a
adi¢do dos componentes nutrientes de complementacdo ao caldo de cana clarificado, este

foi esterilizado a latm. de pressdo, 15 min. 121°C.
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4.2.1.3 Meio CSN liquido
ApOs o preparo do meio CSN, com o brix conveniente e acrescido os

componentes de suplementacdo, este foi esterilizado a latm de pressdao, 15 min.

121°C. Sua fungdo foi reativar e manter as linhagens de bactérias.

4.2.1.4 MRS Liquido (DIFCO, 1984)
Este meio adquirido no comércio (Acumedia®) foi utilizado para reativar e manter
as linhagens de lactobacilos. O meio apds a dissolucdo em Banho Maria foi esterilizado a

latm de pressdo, 15 min. 121°C.

4.2.1.5 Meio Padrao (LOPES, 1979)
As solucdes A, B e C foram esterilizadas em autoclave individualmente a latm de
pressdo, 15 min. 121°C e reunidas apds autoclavagem. Este meio foi utilizado nos

experimentos de fermentagdo l4tica.

4.3 Preparo do extrato de tomate

Os tomates maduros 4Kg em pedacos, foram fervidos por 3h sem adi¢do de dgua e
logo em seguida triturados em liquidificador, peneirados, de onde obteve-se uma pasta
homogénea.

Para determinar a matéria seca do extrato, foi utilizada uma cépsula de porcelana
vazia que permaneceu em estufa de 105°C durante 24h. Passado este periodo, pesou-se a
mesma em balanga analitica trés vezes e os valores anotados. Apds este procedimento
100 mL do extrato de tomate foram transferidos para a cdpsula, que permaneceu na estufa
por 24h, a temperatura de 105°C. A cépsula foi retirada da estufa sendo pesada igual ao
procedimento anterior, apds o resfriamento.

Dos valores obtidos fez-se a diferenca da cdpsula com o extrato de tomate (g) menos
a cépsula vazia (g). A matéria seca obtida do extrato de tomate foi de 5,5g x 100mL™", o

qual foi empregado nos experimentos com enriquecimento.
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4.4 Reagentes
4.4.1 Reagente acido 3,5 - dinitro acetil salicilico (ADNS)

O reagente a base de 4cido 3,5—dinitro acetil salicilico foi empregado na dosagem de
acucares redutores totais segundo Miller (1959). No preparo do reagente 1g de ADNS foi
dissolvido em 30mL de dgua destilada a 40°C (Solucdo A); em um outro recipiente foram
reservados 30g de Tartarato de Na e K os quais foram dissolvidos em 20mL de uma solucdo
de NaOH 2N a 40°C (Solugdo B). As duas solucdes permaneceram em Banho Maria por
+3h, até que se dissolvessem completamente. Logo juntou-se a solu¢do A e B, completando
o volume para 100 mL. O ADNS foi mantido em frasco ambar para sua utilizagdo nos

experimentos.

4.5 Manutencio e ativacao das culturas
Todas as linhagens foram repicadas e mantidas nos meios CSN e MRS liquido;
incubadas a temperatura de 30 + 2°C por 24h. A seguir foram mantidas refrigeradas a + 5°C

e quando necessdrias utilizadas nos experimentos.

4.6 Parametros analisados

4.6.1 Determinacio da acidez por titulometria

A acidez foi determinada acrescentando-se 2 mL da amostra a 100 mL de dgua
destilada contida em frasco de Erlenmeyer de 250 mL. A seguir o frasco foi aquecido a
ebulicdo durante 5 min. quando acrescentou—se 2 gotas de fenolftaleina. Procedeu—se a
titulacdo com NaOH 0,05N até o ponto de viragem. O volume de hidréxido de sédio gasto

para neutralizar o 4cido foi anotado para calcular a quantidade de 4cido latico produzido.

mL de NaOH (0,05N) x 4,5 x 1073g x 1000

2 mL (volume da amostra)

[g de 4cido ldtico] =
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4.6.2 Dosagem da glicose

A concentracdo da glicose foi determinada em diferentes tempos de fermentagao.
Partiu-se de uma solucdo padrdo de glicose para a constru¢do de uma reta associada com a
densidade Optica (espectrofotdmetro).

Essa solucdo padrao foi obtida pesando-se 0,05 g de glicose pura, que foi dissolvida
em 4gua destilada completando-se o volume para 50mL (Concentracio da solucio

padrﬁo:mg.mL'l). A reta padrio foi construida de acordo com o protocolo:

Protocolo experimental para analise de glicose pelo método ADNS

V solucao |V H,O | ADNS | Concentracio

TubOS | icose (uL)| (uL) | (uL) | (mgamLt) | Ase™m)
Branco 0 500 500 0

1 50 450 | 500 0,1

2 100 400 | 500 0,2

3 150 350 | 500 0,3

4 200 300 | 500 0,4

5 250 250 | 500 0,5

6 300 200 | 500 0,6

7 350 150 | 500 0,7

8 400 100 | 500 0,8

9 450 50 500 0,9

10 500 0 500 1

Ap6s todas as aliquotas serem pipetadas nos tubos (protocolo), estes foram fervidos
por 5 min. e resfriados em dgua corrente. Adicionou-se SmL de dgua destilada em cada tubo

apos o resfriamento e as amostras lidas a 540nm.

As amostras dos meios de cultivo a base de caldo de cana clarificado foram
invertidas para obtencdo dos acucares redutores. No preparo da inversdao, 1mL da amostra
foi pipetada em um tubo de ensaio, no qual adicionou- se ImL de HCI 2N. Posteriormente a
amostra foi aquecida em Banho Maria 80°C durante 30 min. e a seguir neutralizada com
ImL de NaOH 2N. O conteddo do tubo foi transferido quantitativamente para um baldo

volumétrico de 50 mL, completando—se o volume.
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Figura 3. Reta padrio da glicose.

Os mesmos procedimentos adotados para a reta padrao (ADNS) foram utilizados na

leitura das amostras invertidas ou ndo.

Para calcular a concentragdo de glicose utilizou-se a equagado da reta:

Y= valor da absorbancia

Y = -0,0154 + 0,54873 . X
X= concentragio de glicose (mg.mL™")
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4.6.2.1 Dosagem da glicose por método enzimatico

O kit enzimdtico Laborlab® composto pelo reativo padrdo (solucdo de glicose na
concentragdo de 100 mg.dL™"), reativo enzimdtico (glicose oxidase + enzima peroxidase),
reativo de cor (1): 4—aminofenazona 0,025 mol.L™! +Tampao TRIS 0,92 mol.L"! e o reativo
de cor (2): fenol 0,055 mol.L"' foi utilizado nas analises do consumo de glicose pelos

microrganismos.

Este método enzimdtico colorimétrico, no qual os tubos com as amostras em
triplicatas: B (Branco), P (Padrdao) e D (Desconhecido) sdo mantidos em Banho Maria por

10 min. 37°C, lidos em espectrofotometro a 505nm. Segue-se abaixo o protocolo:

B P D
- | 20uL | - Padrao

- — | 20uL Desconhecido
2mL | 2mL | 2mL | Reativo de trabalho

Calculos:

100mg x dL™!
F= —————
P

Glicose (mg x dL'l) =DxF




4.7 Quantificacdo enzimatica do acido latico
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A concentragdo de 4cido latico foi determinada enzimaticamente empregando-se o

equipamento Accutrend Lactate®. No qual amostras foram analisadas diretamente sendo

que amostras com maiores concentracdes foram diluidas. Cerca de 25 pL foram suficientes

para preencher todo o campo de leitura das fitas individuais acopladas ao aparelho. O 4cido

L. . - - . . . -1
latico foi entdo quantificado diretamente e os teores visualizados no aparelho em mmol.L™.

Para obter os teores de 4cido latico em gL foram realizados cdlculos a partir da

massa molar deste acido.

Massa molar do 4cido ltico = 90 gL™!
1 mol do 4cido latico corresponde a 90 gL'1

1 mmol. L™ do 4cido = 90 + 1000 = 0,09 gL'

ou 9 mg.L'1 (ppm)
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4.8 Cultivo das bactérias para producao do acido latico

Erlenmeyer’s de 250 mL previamente esterilizados contendo 100 mL de meio de
cultivo, foram utilizados em todas as repeti¢des. Para cada meio (CSN, MRS modificado e
meio Padrdo) empregou-se 4 Erlenmeyer’s, sendo um deles o controle (sem indculo). As

bactérias foram inoculadas em frascos triplicatas.

Ap6s a inoculag@o os frascos foram mantidos em estufa a temperatura de 30 + 2°C
(fermentacdo estética). No caso da fermentacdo com agitacdo permaneceram em shaker a
temperatura de 30 = 2°C, 150 rpm e as andlises foram realizadas a cada 12h. Retirou-se
2 mL de amostra para a titulagdo (grau de acidez), 4 mL para anélises de glicose (métodos
enzimatico da glicose oxidase e ADNS) e a quantificacio do dcido latico mediante o uso do

equipamento portatil Accutrend lactate®)

Figura 4. Esquema simplificado da técnica utilizada para as andlises nos experimentos.
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4.9 Procedimento para calculo dos custos de producao do acido latico
Empresas fornecedoras de insumos para meios de cultivo foram contatadas via

correio eletrdnico, para efetuar os custos de producdo do dcido latico:

= Fornecedor 1: Labcenter, situado na rua Carolina Florence, n. 1838, Jardim

Nossa senhora Auxiliadora, Campinas—S.P;

= Fornecedor 2: Hexis, situado na rua Mauricio Galli, n. 987, Jardim Mariva,

Araraquara—S.P;

= Fornecedor 3: Merse, situado na rua Dr. Quirino, n. 212, Centro, Campinas —

S.P.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producao de acido latico pelas bactérias utilizadas

Na etapa inicial do trabalho avaliou-se a produgdo de éacido latico pelas linhagens
Lactobacillus delbruecki 103.10.1, Lactobacillus delbrueckii 103.10.2, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus fermentum 292B, bactéria isolada do “Cambuchd” e linhagem
selvagem nao identificada, as quais foram cultivadas por 72h nos meios CSN 5brix, CSN 12
brix, MRS modificado e meio Padrio. A produg¢do de &cido obtida por titulacdo e
referenciada como 4cido latico pelas linhagens nos diferentes meios estd apresentada na

Tabela 5.
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Tabela 5. Producao de 4cido ltico pelas bactérias Lactobacillus delbrueckii 103.10.1, Lactobacillus
delbrueckii 103.10.2, Lactobacillus fermentum 292B, Lactobacillus fermentum e ‘“Cambuchd”
empregando os meios de cultivo: MRS modificado, CSN Sbrix e CSN 12brix, em condic¢fo estatica,
sem enriquecimento, temperatura de 30 + 2°C, por 72 h.

Bactérias Meio de Cultivo Acido Latico (gL™)
Titulacao
MRS modificado 5,85 £ 0,00
L. fermentum CSN 5 2,70 = 0,00
CSN 12 5,85 +0,00
MRS modificado 5,85 £ 0,00
Cambuchd CSN 5 3,30 £ 0,00
CSN 12 6,75 + 0,00
MRS modificado 12,75 + 1,37
L. fermentum 292B CSN 5 12,97 £0,34
CSN 12 15,30 £ 0,72
MRS modificado 7,35 + 1,06
L. delbrueckii 103.10.1 CSN 5 14,55 + 1,27
CSN 12 16,50 + 1,24
MRS modificado 15,30 £ 0,45
L. delbrueckii 103.10.2 CSN 5 12,22 + 0,46
CSN 12 17,17 £ 0,26

As maiores concentragdes de 4cido latico foram obtidas por Lactobacillus
delbrueckii 103.10.2, Lactobacillus delbrueckii 103.10.1 e Lactobacillus fermentum 292B.
Para Lactobacillus fermentum e Cambuchd, obteve-se concentragdes menores que as
quantidades alcancadas pelas demais linhagens.

Das producdes obtidas por Lactobacillus delbrueckii 103.10.2, Lactobacillus
delbrueckii 103.10.1 e Latobacillus fermentum 292B as maiores concentragdes de acido

latico ocorreram no meio CSN 12, como observado na Figura 5.
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Figura 5. Quantificacio de acido latico por titulacdo nos meios: MRS modificado (—e-), CSN 5 brix (-0-) e
CSN 12 brix (— A-). Fermentacdo estatica, temp. de 30 + 2°C. (A) L. delbrueckii 103.10.2 , (B) L. delbrueckii
103.10.1 e (C) L. fermentum 292B.
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Timbutam et al. (2006) estudaram o efeito de diferentes concentracdes de caldo de
cana (3 e 13%) utilizado como fonte de carbono. Os pesquisadores verificaram que quanto
mais sacarose estd presente no meio maior € a concentracdo de dcido ldtico final. A
producdo méxima de dcido latico alcancada por estes autores empregando Lactobacillus sp.
linhagem FCP2, 150rpm, 40°C, foi de 104gL'l de acido latico em caldo de cana a 13%
(125gL"'de sacarose, 8gL™ de glicose e 6gL'de frutose) .

Nas fermentacdes realizadas por Cock et al. (2004), o caldo de cana foi
suplementado em diferentes tratamentos, com 3 e 5% de extrato de levedura. O objetivo foi
verificar o efeito da concentragdao de nitrogénio organico na producdo de éacido latico. A
linhagem Lactococcus lactis subespécie lactis foi empregada nos testes de fermentacio por
48h, 120rpm a 32°C. A concentracdo médxima de dcido latico obtido foi de 40,78gL'1 em
caldo de cana enriquecido com 5% de extrato de levedura.

Como maiores concentracoes de d4cido latico foram obtidas pela linhagem
L. delbrueckii 103.10.2 optou-se pela sua utilizagdo para a continuidade dos experimentos.

Na segunda etapa deste trabalho buscou-se verificar a influéncia da agitacdo na
producdo do 4cido latico pela linhagem selecionada e por uma linhagem selvagem isolada
do processo industrial de producdo de etanol obtida posteriormente. Essas bactérias foram
cultivadas nos meios: MRS modificado e CSN 12 brix selecionados anteriormente € no

meio Padriao como descrito na Tabela 6.

Tabela 6. Producdo de acido latico pelas bactérias L. delbrueckii 103.10.2 e bactéria selvagem
empregando os meios de cultivo: Padrdo, MRS modificado e CSN 12brix em condicdo agitada
(150 rpm), sem enriquecimento, temperatura de 30 = 2°C, por 72h.

Bactérias Meio de Cultivo Acido Latico (gL™
Titulacao
Meio Padrao 11,70 £ 0,45
L. delbrueckii 103.10.2 MRS modificado 8,47 +£0,34
CSN 12 8,85+0,91
Meio Padrao 4,87 +2722
Bactéria selvagem MRS modificado 4,87 +0,26

CSN 12 17,92 + 0,68
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Durante a fermentacdo em condi¢do estédtica, houve maior producdo de acido lético
por L. delbrueckii 103.10.2 no meio CSN 12brix como indicado na Tabela 5. Nos
experimentos das fermentagdes aplicando-se agitacdo, para facilitar a transferéncia de
massa e garantir a homogeneidade na concentragdo do substrato com as bactérias, como

recomenda Cock et al.(2004), a producgdo de 4cido latico foi inferior.

5.2 Enriquecimento dos meios de cultivo

Em seu trabalho, Rosales (1989) utilizou o Agar Multidiferencial de Lee (L.M.D.A)
(CASEY e INGLEDEW, 1981) composto por vérias fontes de nitrogénio, carbono, sais e
s6lidos de caldo de tomate. Nessa pesquisa optou-se pelos seguintes meios para fins
comparativos: meio de caldo de cana clarificado suplementado com peptona e extrato de
levedura (CSN); e posteriormente os meios MRS modificado e o meio Padrdo.

Diante das baixas concentragdes de &acido obtidos nos primeiros experimentos
(Tabelas 5 e 6), optou-se por enriquecer os meios de cultivo adicionando-se extrato de
tomate a sua composicao original .

A Tabela 7 fornece dados do acido latico obtidos por titulagdo, utilizando meios de
cultivo enriquecido com extrato de tomate pela bactéria selvagem e L. delbrueckii 103.10.2

durante as fermentacoes.
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Tabela 7. Producdo de 4cido litico pelas bactérias Lactobacillus delbrueckii 103.10.2 ¢ BB
empregando os meios de cultivo: CSN 12brix, MRS modificado e Meio Padrio enriquecidos com
extrato de tomate (ET) em diferentes concentragdes. Temperatura de 30 + 2°C por 72h, agitagdo de
150rpm.

Bactérias Meio de Cultivo Enriquecimento (%) Acido Latico (gL'l)
Titulacao

Meio Padrio 0,5ET (sacarose 4,0) 27,90 £ 0,59
L. delbrueckii MRS modificado 0,5 ET  (glicose 2,0) 15,67 £ 0,13
103.10.2 CSN 12 0,5 ET caldo cana 12 brix 13,95 + 0,45
Meio Padrio 0,5ET (sacarose 4,0) 31,35 +0,34
Bactéria selvagem MRS modificado 0,5 ET  (glicose 2,0) 19,12 +0,38
CSN 12 0,5 ET caldo cana 12 brix 17,62 + 0,46
Meio Padrio 2,0ET (sacarose 4,0) 29,30 £ 1,30
Bactéria selvagem MRS modificado 2,0 ET  (glicose 2,0) 22,66 £ 0,89
CSN 12 2,0 ET caldo cana 12 brix 19,51 £ 0,42
Meio Padrao 4,0ET (sacarose 4,0) 32,77 £ 0,57
Bactéria selvagem MRS modificado 4,0 ET  (glicose 2,0) 27,00 £ 0,13
CSN 12 4,0 ET caldo cana 12 brix 24,60 + 1,24

Verificou-se que 32,77gL” de 4cido litico foram produzidos pela linhagem
selvagem, no meio Padrdo com 4% de extrato de tomate. No entanto L. delbrueckii 103.10.2
produziu 27,90gL'1 de 4cido latico no meio Padrdo enriquecido com 0,5% de extrato de
tomate. Observou-se ainda que mesmo com uma baixa concentragdo de extrato de tomate
(0,5%) L. delbrueckii 103.10.2 conseguiu produzir quantidade significativa de 4cido ldtico
quando comparada a outra linhagem (ndo foi possivel realizar todos os ensaios para
Lactobacillus delbrueckii 103.10.2 devido a perda da sua atividade celular de todas as
culturas mantidas no laboratorio).

Garvie e Mabbitt (1967) descreveram a importancia do suco de tomate como fator
de crescimento para Leuconostoc oenos NCD 1674. Os autores relatam que o suco de
tomate contém um fator de crescimento ativo para algumas linhagens de Leuconostoc
oenos, mas ndo necessariamente para outras bactérias ldticas. Outro fator descrito como
importante para o crescimento das bactérias laticas € o Tween 80 quando outros 4cidos
organicos ndo estao presentes.

Lopes et al. (2007), realizaram ensaios com os mesmos meios de cultivo
empregados nesta pesquisa, enriquecidos com extrato de tomate. Altos teores de acido

latico foram produzidos nos meios onde havia maiores concentragcdes do extrato (2 e 4%).
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Hauly et al. (2003), utilizaram melaco de cana-de-agticar 10% (m.v"") enriquecido de
extrato de levedura 2% (m.v') e peptona 4% (m.v'h para a obten¢do de dcido latico por
Lactobacillus curvatus em condicdes descontinuas. Os pesquisadores verificaram que o
meio de cultivo utilizado produziu 30,5gL™" de 4cido litico e que o meio MRS considerado
referéncia produziu 32gL"'. Nesta pesquisa onde o caldo de cana foi enriquecido com
extrato de tomate e extrato de levedura, obteve-se 27gL'1 de 4cido lético, valores préximos
ao dado do meio referéncia MRS.

Nos ensaios posteriores verificou-se o consumo da glicose pelo método do ADNS, a
producdo de 4cido latico por titulacdo e com o uso do lactimetro (Accutrend lactate®). O

que pode ser observado na tabela 8.
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Para determinar o efeito da glicose na producao do acido latico, realizou-se ensaios
com o meio MRS modificado variando a concentracido de glicose 2 e 4% . Os resultados
indicaram mediante avaliacdo estatistica, que analisando-se o desvio padrdao ndo houve
diferenca notdvel na quantidade de 4cido produzido quando a glicose presente no meio foi
maior ou igual a 2% (Tabela 8).

A figura 6A mostra as producdes de 4cido litico e consumo da glicose pela bactéria
selvagem no meio CSN 12 brix, sem a adi¢cdo do extrato de tomate.

Nos ensaios onde os meios CSN 12 brix e Padrdo foram enriquecidos com 4% de
extrato de tomate maiores producdes de 4cido latico ocorreram: 34,35 gL' e 30,67 gL

(Figuras 6B e 6C).
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Figura 6. Quantificacio de 4cido latico (—m—), controle (—0—), por titulagdo produzido por bactéria selvagem

e consumo de glicose (—A—) pelo método do ADNS; 150 rpm, temp. de 30 £ 2°C. (A) Meio CSN sem extrato
de tomate, (B) Meio CSN 4% de extrato de tomate e (C) Meio Padrido 4% de tomate.
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5.3 Analise das producoes de acido latico pelo equipamento Accutrend Lactate®

O aparelho portétil da Roche® foi utilizado para avaliar a produgdo de 4cido latico
nos ensaios estdticos e com enriquecimento. Segundo Ventura (2007), este aparelho &
dotado de fotdometro de reflexdo e fitas reagentes individuais e descartdveis impregnadas
com enzima imobilizada lactato oxidase (LOx). O lactato em presenca de um mediador é
degradado a piruvato pela reagdo da enzima (reagcdo 2), sendo o resultado dos produtos da

reacdo avaliados por colorimetria em 657 nm (reacdo 3).

L- lactato + mediador yj — Piruvato + mediador requzido (2)
LOx

Mediador reduzido + fosfomolibidato —— azul de molibidénio + mediadors, (3)

Este equipamento quantifica somente o isdmero L-acido latico. A figura 7 mostra
que os maiores teores de 4cido latico foram obtidos para a linhagem Lactobacillus
delbrueckii 103.10.2 nos meios MRS modificado, CSN 5 e 12 brix apds 72 h de cultivo.
Alguns autores citam que essa espécie de lactobacilo € produtora apenas do isdmero D, mas
mediante o experimento conduzido nas condi¢des descritas, pode-se supor que a bactéria
em questdo foi capaz de produzir os isdmeros L e o D, uma vez que o aparelho detectou a
presenca de lactato.

Os resultados da figura 8 indicam que maiores produgdes de dcido latico foram
alcancadas nos meios enriquecidos com 2 e 4% de extrato de tomate para a bactéria BB,
indicando a importancia do estudo de aditivos na formulacdo de meios, quando o objetivo é

produzir 4cido latico.
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5.4 Custo da producao de acido latico

A industria de alimentos é um dos segmentos que apresenta maiores investimentos
no mercado do 4cido latico. Mundialmente o consumo de 4cido latico é estimado entre
130.000 a 150.000 toneladas anuais e o seu preco comercial varia entre US$ 1,38.Kg™
(lactatos com 50% de pureza) e US$ 1,54.Kg™' a US$ 1,59.Kg" (lactatos com 88% de
pureza). Entretanto, o custo da manufatura de acido latico foi estimado em US$ 0,55. Kg'1 e
os mondmeros deste dcido em US$ O,8.Kg'1 (WEE, et al., 20006).

Neste estudo, foram avaliados os custos de trés meios de cultivo utilizados nos
experimentos (Meio Padrao, MRS modificado e CSN 12 brix a base de caldo de cana-de-
acucar) tomando-se como referéncia substancias quimicas purificadas. A Tabela 9 mostra

os valores de custo em R$ (reais) e em US$ (ddlar) para cada litro de meio produzido.

Tabela 9. Valores comparativos de custos de meios de cultivo.

Meio Padrao MRS modificado CSN 12%%*
(R$.LYH (US$.LH* (R$.LYH (US$.LYH* (R$.L1) (US$.LY)*
Fornecedor1 9,10 4,66 10,70 5,48 5,55 2,84
Fornecedor2 9,17 4,70 8,65 4,43 4,54 2,32
Fornecedor 3 30,24 15,50 33,83 17,33 16,89 8,66
Média 16,17 8,29 17,73 9,08 9,0 4,60

* Valor do délar cotado no dia 27/08/2007 = US$ 1,951.

** Valor do litro do caldo de cana obtido diretamente de usina: R$ 0,50.

Através dos dados fornecidos pelos laboratérios que comercializam produtos
quimicos (Tabela 9), verificou-se que o meio CSN 12 € 1,97 vezes mais econdmico que o
MRS e o meio Padrio apresenta um valor intermedidrio 1,79 vezes menor.

Considerando as maiores produgdes do dcido lético e os custos dos meios, € possivel
estimar mediante cdlculos qual seria o meio de cultivo economicamente mais vidvel

(Tabela 10).
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Tabela 10. Custos relativos dos produtos que compdem os meios de cultivo, relacionando-se com a
producdo de 4cido 14tico.

Meios de cultivo Custo Custo Acido Latico

R$.LH  (R$.g" (gL™)

MRS 17,73 1,68 29,47
Meio Padrio 16,17 2,02 30,67
CSN 12 9,0 3,00 34,35

Os dados da Tabela 10 demonstram que a maior producdo de 4cido latico ocorreu
no meio CSN 34,35gL™", a um custo de R$ 9,0. Enquanto que para produzir 30,67 gL' do

acido no meio Padrdo, custa R$ 16,17; uma economia de R$ 2,01 a menos. Logo abaixo

segue os célculos:

30,67 gL' 4c. latico (MP) R$ 16,17
34,35 gL 4c. latico (CSN) X =R$ 18,11

R$ 18,11 + R$ 9,0 (custo CSN) =R$ 2,01

No meio MRS modificado foram produzidos 29,47gL'1 de 4cido l4tico a um custo de

R$ 17,53; ao passo que no CSN, 34,35gL" do 4cido seria o equivalente a R$ 20,6 do MRS,
uma economia de 2,28 RS.

29,47 gL dc. latico (MRS) R$ 17,73
34,35 gL! 4c. latico (CSN) Y =R$ 20,6

R$ 20,6 + R$ 9,0 (custo CSN) = R$2,28
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Diferentemente do esperado, o custo na produ¢do dos meios de cultivo foi maior do
que o pre¢o comercial do 4cido ldtico citado pela literatura. Atribui-se a este fato o custo
dos insumos utilizados na composicdo dos meios, substancias quimicas puras de custo
elevado; o que onera o custo final.

Os valores obtidos foram calculados tendo como referéncia uma producdo em
laboratério e utilizando insumos de grau analitico de pureza. Entende-se que outras fontes
devem ser exploradas (escala industrial) para a obtencdo de insumos economicamente

viaveis (baixo custo), para que os gastos com a produg¢do do acido sejam minimizados.



6. CONCLUSAO
De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir:
* O meio CSN 12 brix € mais econdOmico que os demais.

* A linhagem selvagem de bactéria ndo identificada mostrou-se capaz de
produzir maiores quantidades de &cido latico, quando comparada com
Lactobacillus delbrueckii 103.10.2 nos meios enriquecidos com 0,5% de

extrato de tomate.

* O enriquecimento dos meios de cultivo com extrato de tomate e a agitagao

promoveram aumento na producgdo de acido latico.

* O meio Padrio quando comparado ao meio CSN 12 brix pode ser

considerado como o segundo melhor meio para a produgdo de 4cido latico.

» Para produgdo de 4cido latico em grande escala, ainda pode-se buscar outras

linhagens selvagens e meios de cultivo enriquecidos com outros nutrientes.
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